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Resumen

Después de la lesién traumdtica de la médula espinal (LTME), se desencadenan mecanismos
autodestructivos que causan procesos neurodegenerativos inmediatos y crénicos que pueden dafiar
funciones motora, autondmica y de sensibilidad. Varios estudios muestran los efectos de esta
respuesta inflamatoria y afirman que el equilibrio entre beneficioso y dafino depende de su
intensidad y que los mayores dafios secundarios ocurren durante la fase aguda. No existe una
terapia totalmente restauradora para la LTME, pero las estrategias para la modulacién de la
inflamacidn proporcionan evidencias que la rehabilitacion después de la LTME puede ser posible. El
factor inhibidor de la locomocion de monocitos (FILM) es un pentapéptido que in vitro regula la
expresion de moléculas inflamatorias e incrementa la expresion de genes de proliferacion,
angiogénesis, vasculogénesis y orientacidon axonal. En este contexto, es necesario conocer el efecto
del FILM sobre la expresion de genes relacionados con la neuroproteccidon, degeneracion e
inflamacidn, en un modelo in vivo. El objetivo de este estudio fue evaluar si el FILM ejerce un efecto
neuroprotector que promueve la recuperacion motora modulando la expresion de genes de fase
aguda en ratas sometidas a un modelo de LTME. Dos disefios experimentales utilizando 75 ratas
Sprague Dawley divididas en 5 grupos: Sham, PBS, y FILM en 1, 3 y 7 aplicaciones. Todos los grupos
se sometieron a una laminectomia a nivel T9 y a una lesién moderada, seguida por la aplicacién de
FILM o PBS se acuerdo al grupo. La primera aplicacién de FILM o PBS se administrd en el sitio de la
lesion y las subsecuentes se realizaron intraperitonealmente cada 24 horas. En el primer disefio
experimental, la capacidad motora de las ratas tratadas se evalud durante 8 semanas utilizando la
escala "BBB". FILM mostro diferencias significativas en comparacion con el grupo control (a = 0,01);
asi mismo, los grupos con dosis multiples mostraron mejor recuperacién motora que el grupo con
una sola dosis. En el segundo disefio experimental, 3 horas después de la aplicacién del dltimo
tratamiento en cada grupo se sacrificaron las ratas y se obtuvo 1 cm de médula espinal del sitio de
la lesidn; se purificd el RNA y se realizaron estudios de expresion por medio de microarreglos. Se
observé la modificacidn de la expresidn de diferentes familias de genes, particularmente de genes
de regulacidon de muerte y sobrevida celular y se seleccionaron candidatos para su validacidn. Se
encontré que el factor produce la sub expresidon de iNOS, asi como la sobre expresion de Egr2,
Bcl2110 y Vim, lo cual indica que el FILM ejerce un efecto neuroprotector al disminuir el estimulo
oxidativo y beneficiar la preservacién por factores de sobrevida, crecimiento y estabilidad celular.
En conclusién, los protocolos de administracién de FILM 3a y 7a mejoran la recuperacidon motora de
ratas con una LTME en comparacién a la aplicacién de FILM en dosis Unica; el FILM ejerce sus efecto
protector al promover la expresion de familias de genes relacionados con la formacion de uniones
celulares, preservacién estructural, remielinizacion de axones y control de apoptosis, el factor
confiere un efecto neuroprotector al promuever la sub expresion de iNOS y la sobre regulacion de
Bcl2110, Egr2 y Vim.



Abstract

After spinal cord injury (SCI) self-destructive mechanisms are triggered, such may cause immediate
and chronic neurodegenerative processes that can damage motor, autonomic and sensitivity
functions. Several studies show the effects of this inflammatory response and affirm that the
balance between beneficial and harmful depends on its intensity and that the major secondary
damages occur during the acute phase. There is no fully restorative therapy for SCI, but strategies
for modulating inflammation provide evidence that rehabilitation after SCI may be possible.
Monocyte locomotion inhibitory factor (MLIF) is a pentapeptide that regulates the expression of
inflammatory molecules and increases the expression of genes for proliferation, angiogenesis,
vasculogenesis and axonal orientation in vitro. In this context, it's necessary to know the effect of
MLIF on the expression of genes related to neuroprotection, degeneration and inflammation, in an
in vivo model. The objective of this study was to evaluate if the MLIF exerts a neuroprotective effect
that promotes motor recovery modulating the expression of acute phase genes in rats submitted to
a SCI model. Two experimental designs using 75 Sprague Dawley rats separated in 5 groups: Sham,
PBS and 1, 3 and 7 MLIF applications. All groups were subjected to lamination at a T9 level and a
moderate controlled lession, followed by application of MLIF or PBS as corresponding. The first
application of MLIF or PBS was administered at the lesion site and subsequent MLIF applications
intraperitoneally every 24 hours. In the first experimental design, the motor capacity of the treated
rats was evaluated for 8 weeks using the "BBB" scale. MLIF showed significant differences compared
to the control group (a = 0.01). Multi-dose groups showed better motor recovery than the single
dose group. In the second experimental design, 3 hours after application of the last treatment in
each group the rats were sacrificed and 1 cm spinal cord was obtained from the lesion site; RNA was
purified and expression studies were performed by microarrays. Modification of expression of
different gene families, death regulation genes and cell survival was observed, and candidates were
selected for validation. It was found that the factor produces iNOS underexpression, as well as the
expression of Egr2, Bcl2I110 and Vim, which indicates that the MLIF exerts a neuroprotective effect
by decreasing in the oxidative stimulus and benefit the preservation by the factors of survival,
growth and cell stability. In conclusion, the protocols of administration of MLIF 3 and 7a doses
improve the recovery of the motorcycle with a SCI in comparison with the application of MLIF in
single dose; The MLIF exerts its protective effect as well as the expression of gene families related
to the formation of cellular junctions, structural preservation, remission of axons and the control of
apoptosis, the factor confers a neuroprotective effect by promoting the iNOS subexpression and the
over-regulation of Egr2, Bcl210 and Vim.



Introduccidén: conceptos clave

La funcidon primordial del sistema nervioso (SN) es la de conducir informacidn captada por érganos

sensitorios hacia el cerebro, procesarla para producir memorias, decisiones y posteriormente emitir

una respuesta hacia érganos efectores con la intencién de ejercer una influencia en el entorno (Cui

et al., 2010). Para su estudio, el sistema nervioso se puede dividir en sistema nervioso central (SNC),

conformado por el cerebro y la médula espinal, y en sistema nervioso periférico (SNP), que lo

integran todos los nervios craneales, espinales y periféricos.

Anatomia de la médula espinal

Mientras que el encéfalo (cerebro, diencéfalo y médula
oblonga) se encuentra protegido por el craneo, la
médula espinal es la estructura cilindrica ubicada
dentro del canal vertebral de la espina dorsal y lo
recorre desde la médula oblonga hasta el borde de la
ultima vértebra lumbar y al igual que el cerebro se
encuentra cubierta por tres membranas de tejido
conectivo llamadas meninges: la duramadre es la capa
mas externa, la aracnoides es la capa intermedia y por
ultimo la piamadre que es una capa muy delgada en
contacto directo con el tejido nervioso (Cui et al., 2010;

Ross & Pawlina, 2011).

Un total de 31 pares de nervios espinales se extienden
desde la médula espinal hacia el exterior de la columna
a través de foraminas intervertebrales en cada nivel
espinal; son nombrados de acuerdo a las regiones de la
columna vertebral con las cuales se asocian, de manera
que cada uno de estos segmentos incluyen 8 pares de
nervios cervicales, 12 toracicos, 5 lumbares, 5 sacros y

1 coccigeo (Cui et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1 — Médula espinal y sus nervios espinales

Se muestra el esquema de una seccidn transversal
tipica de la médula espinal; el SNP incluye todos los
nervios periféricos que se unen o salen de la médula
como nervios espinales; cada par de nervios
espinales reciben su nombre acorde a la vértebra a
la cual se encuentre asociado y se extiende hasta
una regién del cuerpo muy especifica de acuerdo a
la carta dermatomo (ver Anexo 1).
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Figura 2 — Organizacion de los nervios espinales

Las raices anteriores transportan sefiales motoras desde el SNC a los musculos y los
organos internos.Las raices espinales posteriores llevan la informacion sensorial del

cuerpo de regreso al sistema nervioso central.
Modificado de Cui et al., 2010

Musculo est(iado\'

Cada nervio espinal se
conecta con la médula
espinal por medio de dos
raices: la raiz anterior y la
raiz posterior (Snell, 2014).
La raiz anterior consiste en
haces de fibras nerviosas
qgue llevan impulsos desde
el sistema nervioso central
hacia los musculos
esqueléticos y causan su
contraccion 'y se les

denominan fibras

eferentes e integran a la via descendente motora. La raiz posterior consiste en haces de fibras

nerviosas que llevan impulsos nerviosos hacia el sistema nervioso central; dado que estas fibras se

vinculan con la transmisién de informacion acerca de las sensaciones de tacto, dolor, temperatura

y vibracidn, se denominan fibras aferentes e integran a la via ascendente sensitiva. (Figura 2).

Histologia

Las células nerviosas o neuronas son
consideradas la unidad basica y funcional
del SN debido a que son células excitables
capaces de recibir, integrar y transmitir
sefiales eficientemente (Figura 3). Cada
neurona esta conformada por un cuerpo o
pericarion que contiene un nucleo
eucromatico con un nucléolo prominente
y un citoplasma perinuclear con todos los
organelos celulares, posee numerosas

elongaciones pequefias denominadas

dendritas que incrementan el drea

superficial para transmitir y recibir sefiales

Figura 3 — Esquema
de una neurona

El soma, dendritas y
axon proximal se
encuentran dentro
del SNC. En el SNP
forma parte de los
nervios. Se
encuentra revestido

por  vainas de
mielina que es
producida por

oligodendrocitos en
el SNC y por células
de Schwann en el
SNP.

Modificado de Ross
& Pawlina, 2011



y cuenta con al menos un axdn generalmente revestido con numerosas vainas de mielina, es la
prolongacion mas grande de la célula y transmite impulsos desde el pericarion hasta terminaciones
especializadas denominadas sinapsis, las cuales forman conexiones en forma de cadenas a modo de
red de comunicacién integrada en las vias ascendente sensorial y descendente motora

respectivamente (Ross & Pawlina, 2011).

Tradicionalmente se identifican dos

zonas muy definidas en la organizacién

tisular del SN: La sustancia gris

cV cVv formada por el acimulo de cuerpos

neuronales y la sustancia blanca la cual

G es rica en fibras nerviosas (axones) y es

cD de color blanco debido a la presencia

o de material lipidico en las vainas de
materia gris

mielina (Snell, 2014).

raices dorsales Al hacer un corte transversal de la

médula espinal (Figura 4) se puede
Figura 4 — Seccion transversal de médula espinal humana

observar que la sustancia blanca rodea
En la imagen se muestra un corte histolégico a nivel de lumbar baja,

tefiido con la técnica de impregnacion argéntica de Bielschowsky
(aumento x5). La médula espinal se encuentra conformada,
externamente por materia blanca e internamente por materia gris, que
contiene cuerpos neuronales asociados a fibras nerviosas. Se puede
observar la silueta de una mariposa en la que los I6bulos anteriores son
llamados crestas dorsales (CD), y a los lobulos posteriores, crestas
ventrales (CV) y se encuentran conectadas por la llamada comisura gris

una silueta mas obscura en forma de
mariposa compuesta por sustancia
gris, la cual posee un canal central

(canal ependimario) por donde fluye el

(CG) y en el centro se encuentra el canal ependimario. Externamente la
médula se encuentra cubierta por meninges y vasos sanguineos.
Imagen tomada de Ross & Pawlina, 2011

liguido cerebro-espinal (Ross &

Pawlina, 2011).

Las neuronas del SNC estdn sostenidas por un grupo de células no excitables que en conjunto se
denominan neuroglia o simplemente glia que en general son mas pequefias que las neuronas y las
superan en proporcién de 5 a 10 veces. Las principales células de la neuroglia son: astrocitos,

oligodendrocitos, células ependimarias y microglia (Ross & Pawlina, 2011).

Los astrocitos son las células neurogliales mas grandes de aspecto estrellado que forman redes que
se comunican con las neuronas para mantener y modular muchas de sus actividades, juegan un

papel muy importante en la motilidad de metabolitos y deshechos, ayudan a mantener las uniones



adherentes de los capilares sanguineos que inervan el tejido nervioso y proveen cobertura en areas
desnudas de axones mielinizados, por ejemplo en los nddulos de Ranvier y en las sinapsis (Ross &

Pawlina, 2011).

Los oligodendrocitos producen la mielina que recubre a los axones, un solo oligodendrocito es capaz
de mielinizar simultdneamente varios axones cercanos mediante proyecciones citoplasmaticas que
los rodean hasta que la vaina mielinica esta formada. La mielina se dispone formando varias capas
alrededor de los axones, de tal forma que los protege y aisla eléctricamente, lo cual contribuye a
incrementar la velocidad de conduccién de los impulsos nerviosos a través de los axones (Ross &

Pawlina, 2011).

Las células ependimarias forman una monocapa de epitelio columnar cubico que recubre cavidades
gue contienen liquido cerebro espinal, se encuentran fuertemente unidas por complejos ocluyentes
en su parte apical, la cual posee cilios y microvellocidades que les permite absorber elementos del

medio (Ross & Pawlina, 2011).

La microglia son células fagociticas residentes del SNC consideradas parte del sistema mononuclear
fagocitico que se originan de células progenitoras de granulocitos/monocitos (GMP); aunque
representan el 5% de las células gliales en el SNC adulto, pueden activarse y proliferar (microglia
reactiva) como respuesta a una inflamacién o enfermedad con el fin de eliminar bacterias y restos
célulares (Ross & Pawlina, 2011). La micréglia parenquimatica es el Unico tipo de macroéfago
especializado que se encuentra dentro del parénquima del SNC en un individuo saludable, el cual
cabe mencionar, se encuentra en un ambiente inmunosupresor; no se ha documentado la presencia
de algun otro tipo celular del sistema inmunitario como neutréfilos u otros granulocitos, linfocitos

o células dendriticas resitentes (Ransohoff & Engelhardt, 2012).

El SNC presenta ademas una extensa vasculatura, que a diferencia de la periferia, esta separada del
tejido nervioso por medio de una barrera formada por lamina basal y tejido conectivo que restringe
el ingreso de muchas sustancias que normalmente abandonan los vasos sanguineos y entran a otros
tejidos, esta restriccion selectiva de sustancias se le conoce como barrera hematoencefalica (BHE)
(Ross & Pawlina, 2011), misma que regula en gran medida el ingreso de macréfagos perivasculares

y otras células que transitan por la periferia (Ransohoff & Engelhardt, 2012; Obermeier et al., 2013).

Ahora bien, la preservacion de la integridad del tejido medular es de suma importancia pues la

médula espinal es la Unica via de comunicacidn entre el cuerpo y el cerebro. La lesidon traumatica de
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la médula espinal (LTME) es un tipo de mielopatia debilitante que de acuerdo a la magnitud vy sitio
donde ocurre puede comprometer completa o parcialmente funciones autonémicas, motoras, de
sensibilidad y reflejo en individuos de cualquier edad (Campagnolo et al., 2000; Wu & Ren 2009;
Dumont et al., 2001; Oyinbo, 2011) y su recuperacion neuroldgica es limitada (Selassie et al., 2013;

Park et al., 2013).

A nivel mundial se le atribuye una alta tasa de morbilidad y mortalidad con una incidencia anual de
15-40 casos por milldn de habitantes. De acuerdo con el Rick Hansen Institute, Canada, 85 000
personas padecen de una LTME a las que se suman 4 000 nuevos casos por aio. En el Ultimo reporte
detallado en México se estima una incidencia de 18.1 personas con LTME por cada millén de
habitantes, teniendo una mayor prevalencia en el sexo masculino (Pardini, 1998, revisado en

Estrada-Mondaca et al., 2007).

Fisiopatologia de la LTME

Esta patologia inicia con una lesidn primaria mecanica sobre la médula espinal, la cual desencadena
una serie de eventos fisicos y bioquimicos definidos que siguen una secuencia temporal y pueden
ser divididos en tres fases principales que incluso pueden traslaparse (Tanhoffer et al., 2007; Oyinbo,

2011).

Aguda — segundos a minutos después de la lesién.
Sub-aguda — minutos a semanas después de la lesion.
Crdnica — meses a ainos después de la lesion.

Diversos grupos de células y moléculas de los sistemas nervioso, inmunitario y vascular estan
involucradas en cada fase. La mayoria residen en la médula espinal, pero otras migran al sitio de

lesion desde la periferia (Liverman et al. 2005; Oyinbo, 2011).

Fase aguda

En la fase aguda, el dafio primario ocurre como resultado directo de un traumatismo en el que
fuerzas de traccién y compresidn directa sobre elementos neurales lesionan y destruyen células
residentes produciendo compromiso de membranas plasmaticas celulares y disrupcion axonal,
transtorno en homeostasis idnica, acumulacidon de neurotransmisores, pérdida de integridad de la
barrera hematoencefdlica y alteracidon de la microcirculacién (hipotensién, shock neurogénico,

vasoespasmo, isquemia) (Dumont et al., 2001; Whalley et al., 2006; Zhang et al., 2012).



La ruptura de vénulas y capilares produce microhemorragias dentro de la materia gris central que
difunden axial y radialmente durante las siguientes horas, en poco tiempo se genera un edema que
provoca que la médula espinal se hinche para ocupar todo el didmetro del canal espinal a nivel de

la lesidn provocando un evento isquémico secundario.

Fase sub-aguda

Ocurre la continuacién de algunos eventos de la fase aguda; edema, muerte celular necrética y
cambio de concentracién de electrolitos, asi como de producto de los mecanismos de lesién
secundaria derivados de las interacciones dentro del SNC como respuesta para reparar el dafio, los
cuales causan dafos colaterales a células que sobrevivieron al traumatismo original (Thuret, et al.,

2006; Zhang et al., 2012; Ray et al. 2002; Rossignol et al. 2007; Oyinbo, 2011).

Se produce la despolarizacién debida al evento fisico que provoca la apertura de canales idnicos
dependientes de voltaje y una liberacién masiva de neurotransmisores como glutamato cuya
concentracién en el medio incrementa hasta 6 veces en comparacién al estado fisioldgico normal;
canales iénitropicos de glutamato como el N-metil-D-aspartato (NMDA) y acido alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA) y los de Kainato son activados y promueven el ingreso
de una gran cantidad de Ca®* y una sobreexcitacidn toxica para las células neurales que las lleva a la

muerte en un fendmeno denominado excitotoxicidad (Weber, 2004).

El exceso de Ca* intracelular activa proteasas neutras y fosfolipasas que destruyen
neurofilamentos, parte fundamental del citoesqueleto axonal, en las primeras horas o dias post-
lesién, destruyen la mielina e inhiben la transmisidon de sefales a nivel del SNC con lo cual se
desprotegen las células nerviosas y se generan diversas disfunciones (Nehrt et al., 2007). La
activacion de la fosfolipasa A2 en oligodendrocitos, neutréfilos, macréfagos, microglia y neuronas
libera acido araquiddnico, substrato necesario para la sintesis de prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos (LT), que pueden promover el aumento en la permeabilidad vascular y de la barrera
hematohencefalica para facilitar la infiltracion celular e iniciar una respuesta inflamatoria (Titsworth
et al., 2008; An et al., 2014). A pesar que el proceso inflamatorio en el SNC es esencial para la
plasticidad y la regeneracidn cuando los componentes pro y anti-inflamatorios se modulan
apropiadamente, la respuesta inflamatoria es el mayor componente involucrado en el desarrollo de
la patogénesis de la LTME y se le atribuye un papel importante en el dafio indirecto al tejido neural
y al fallo en la respuesta regenerativa (Genovese et al., 2010; Zhang et al., 2012). Las células gliales

reactivas residentes y células del sistema inmune periférico que migran y proliferan dentro del sitio
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de lesién contribuyen en parte mediante la liberaciéon de citocinas, TNF, IL-1, IL-6, e IL-10, interferdn,
y la activaciéon de receptores para citocinas (IL-4R e IL-2R) (Tian et al., 2007; Zhou et al., 2009; Zhang
et al.,, 2012). Estas citocinas promueven la expresién de citocinas adicionales, quimiocinas y
radicales libres [anidon superdxido (0,7) y 6xido nitrico (ON)] causantes de estrés oxidativo (Figura
5). En particular, el SNC es muy sensible a las especies oxidativas, debido a su contenido de sustratos
altamente oxidables susceptibles a lipoperoxidacion (acidos poliinsaturados y catecolaminas), a los
bajos niveles de enzimas y agentes antioxidantes (GSH peroxidasa, catalasa, superdxido dismutasa,
glutatién y vitamina E) que producen un desbalance entre estos mediadores de la inflamacién y la
capacidad del tejido para contrarrestar sus niveles con antioxidantes (Fulda et al., 2010; Chen et al.,

2012; Muralidharan & Mandrekar, 2013); adicional a esto, las células neuronales no son replicativas

Duramadre
Aracnoides
Espacio subaracnoideo

Piamadre

Materia
Blanca

Materia
Gris

Figura 5 — Progresion de la respuesta inflamatoria en el parénquima medular

La afeccién producida por la lesion mecanica induce la activacién de mecanismos de focalizacion del dafio, inicialmente
propiciada por la microglia residente, la cual secreta citocinas pro-inflamatorias, los astrocitos y células endoteliales
permiten la permeabilizacion de la barrera hematoencefélica y expresan quimioatrayentes para facilitar el ingreso de
células del sistema inmunitario periférico e incrementar la respuesta en el sitio, pueden producirse lesiones colaterales
debida, en gran medida, a la baja capacidad antioxidante del tejido neural para contrarrestar especies reactivas de oxigeno
producidas por las células inflamatorias propagando el dafio a otras células no comprometidas. La extension del dafio
inicial es proporcional a la capacidad final del organismo para recuperar sus funciones motoras y sensitivas.



y al ser dafadas pueden permanecer disfuncionales o destinadas a la apoptosis (Kovacic &
Somanathan, 2012) a través de la oxidacidn irreversible de proteinas esenciales, acidos nucleicos y

lipidos (Liu et al., 2000; Mestre 2015; Baruch 2015).

Estrategias de neuroproteccion

La mayoria de los enfoques clinicos realizados en pacientes estan dirigidos a reducir la muerte
neuronal ocurrida en un lapso de entre 6 a 8 hrs (Loane & Faden, 2010). A nivel experimental se
utilizan farmacos y otras sustancias quimicas que buscan disminuir el grado de lesién del tejido
neural después de una LTME teniendo como blanco terapéutico los puntos de regulacién en los
procesos involucrados en la etapa secundaria tales como la inflamacidn, desregulacion idnica,
produccién de radicales libres, excitotoxicidad, lipoperoxidacién y muerte celular. La
Metilprednisolona (MPSS), es un farmaco de eleccidén capaz de suprimir la neuroinflamacion
(Hurlbert & Hamilton, 2008; Lukas et al., 2011); el tratamiento con metoprolol disminuye la
actividad de la mieloperoxidasa (MPO) en el tejido lesionado, lo que indica una reducciéon en la
actividad de los neutrdéfilos en el sitio de lesidon y favorece la neuroproteccién a los efectos
secundarios (Beril et al., 2007); los inhibidores de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) como NG-
nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) promueven una recuperacion clinica en modelos
experimentales en fase aguda, mientras que los antagonistas de los receptores NMDA vy
AMPA/Kainato como MK-801, 2,3-dihidroxy-6-nitro-7-sulfamoilbenzo-quinoxalina administrados en
el sitio de la lesién atentan el dafio excitotdxico y se proponen como farmacos neuroprotectores,
al igual que los farmacos anti-excitotéxicos como el sulfato de magnesio y el riluzol que atenudan el
fendmeno necrdtico al prevenir la paraplejia originada por el dafio en las motoneuronas (Li & Tator,

2000; Gorgulu et al., 2000, Wilson et al., 2014).

Por otro lado, el uso de farmacos moduladores del metabolismo del dcido araquidénico, como el
ibuprofeno (inhibe la ciclo-oxigenasa), el antioxidante EPC-K1 (que se une a la vitamina Ey C) o el
U63447A (que inhibe la actividad de la sintasa de tromboxanos) disminuyen la lipoperoxidacion y

atenuan el dafo en modelos de la LTME (Fujimoto et al., 2000; Lee et al., 2011).

Ademas, existen estudios que demuestran que la disminucion de neutrdéfilos, macréfagos y
microglia activa en el sitio de lesidon con anticuerpos bloqueadores de integrinas, antagonistas de
guimiocinas y deplecién de tipos celulares (Mabon et al., 2000; Zhu et al., 2015), bloqueo de la

sintesis o accidn de interleucinas inflamatorias (ej. TNF-a, IL-1B, IL-6) y administracidn de citocinas
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anti-inflamatorias (ej. IL-10) (Sharma 2010; Okada et al., 2004; Guerrero et al., 2012; Bethea et al.,
1999) dan como resultado una recuperacidon neurolégica significativa con mejoras en la parte

sensorial motora asi como en la funcién anatdomica.

A pesar que todas estas opciones han sugerido efectos benéficos potenciales, a la fecha no existe
uno que satisfaga en su totalidad los requerimientos necesarios para lograr la recuperacién éptima
de las funciones neuroldgicas. En la actualidad se estan desarrollado diferentes estrategias
terapéuticas, que se fundamentan en la modulacidn de la respuesta inflamatoria con el uso de
péptidos inmunomoduladores y/o con actividad antioxidante con el fin de preservar y proteger el

tejido neural (Ibarra & Martinon, 2009; Loane & Faden, 2010; Bermeo et al. 2013).

Factor Inhibidor de la Locomocién de Monocitos (FILM)

El FILM es un pentapéptido de 583 Da con una secuencia de Met-GIn-Cis-Asn-Ser (Kretschmer et al.,
2001) que in vitro inhibe la migracién de monocitos humanos (MP) sin afectar la locomocién de
otros tipos celulares como neutrofilos polimorfonucleares o eosinofilos (nPMN y ePMN), evita la
produccién de intermediarios reactivos del oxigeno [ROI (H,0,, O, OH)] y la sintesis inducida de
oxido nitrico [RNI (ON)] (en MP y nPMN sin afectar a ePMN) e induce un aumento importante en la
formaciéon de microtubulos asociados al centriolo y la concentracion del cAMP mientras que

disminuye el cGMP (Rico et al., 1992; 2003).

Estudios de analisis de microarreglos, PCR tiempo real, citometria de flujo, y determinacion de
proteinas por el método inmuno-enzimatico ELISA en las lineas celulares U-937 (premonocitica) y
MRC-5 (fibroblastos) activadas con PMA, mostraron que el FILM inhibe la produccion de
interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-12 e INF-y) y quimiocinas pro-inflamatorias (MIP-1a, MIP-1(3, MIP-3f3,
MIP-3a, MIG) y favorece la produccion de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-1r), con lo cual
promueve el balance homeostatico critico para la modulacién de la respuesta inflamatoria (Utrera
et al., 2003; Silva et al., 2008); ademas favorece la sobre expresion de mensajeros de genes como
el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), trombopoyetina (Tpo), neuropilina,
follistatina, ephrinas, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF), involucrados en la modulacién de la inflamacion, proliferacién,
angiogénesis, sintesis/degradacién de matriz extracelular, vasculogénesis y guia axonal (Silva et al.,

2008, 2012).
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En estudios in vivo, el factor retarda el arribo de células mononucleares en ventanas de Rebuck en
piel humana e inhibe la hipersensibilidad retardada cutanea al dinitroclorobenceno (DNCB) en
cobayas (Giménez et al., 1997), abate la expresién de moléculas de adhesién VLA-4 y VCAM-1 en
endotelio vascular post-capilar de jerbos y disminuye la formacién de adherencias pericardicas en
ratas al aplicarlo directamente en el sitio de lesidn posterior a una intervencion quirurgica (Giménez

et al., 2000).

En un modelo de LTME moderada en ratas donde se les aplicé 200ug de FILM como dosis Unica
sobre el sitio de la lesién posterior a un impacto controlado, se observé la desregulacion en la
expresion del gen para iNOS y la sobre-expresion de las citocinas antiinflamatorias IL-10 y TGF-f8
desde las primeras horas y hasta los 7 dias, lo cual se reflejé en la recuperacién motriz de los
animales debida a la preservacién de los tractos neuronales de las crestas ventrales y
rubroespinales; este fue el primer reporte que menciona al FILM como un tratamiento de la LTME
como neuroprotector (Bermeo et al., 2013), sin embargo el mecanismo por el cual ocurre este
efecto no fue descrito, por lo que los esfuerzos se enfocaron en proveer informacién que ayuden a

vislumbrar lo que ocurre en el tejido al aplicar el péptido.

Mas aun, considerando que el factor es capaz de inhibir la produccién de ROl e iNOS en neutrdfilos
y su efecto positivo es evidente tras la evaluacién a los dos meses, se postula que es posible obtener
mejores resultados al restringir el arribo de monocitos durante su primer y segunda migracién al
sitio de lesion durante la fase sub-aguda (similar a Mabon et al., 2000; Zhu et al., 2015), es decir, a
los 3 y 7 dias post-lesién (3 y 7 dpl) (Beck et al., 2010), con la intencidon de prevenir efectos
colaterales de una inflamacién exacerbada y propiciar el comienzo del proceso de recuperacién

(Donnelly & Popovich, 2008).
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Justificacion

Debido a la falta de un tratamiento que amortigiie o incluso revierta los problemas ocasionados por
la LTME, es necesario continuar con la busqueda de nuevas estrategias neuroprotectoras. El FILM
se propone como un buen candidato para cumplir con este papel, debido a su capacidad de modular
la respuesta inflamatoria y favorecer la expresion de genes relacionados con la remodelacion tisular;
la caracterizacion de su mecanismo de accién y la propuesta de diferentes protocolos para su
administraciéon (en modelos in vivo) son necesarios para concretar al FILM como un

inmunomodulador viable para el tratamiento de la LTME.

Hipotesis
La aplicacion del Factor Inhibidor de Locomocién de Monocitos en dosis muliples beneficiara la

neuroproteccién y recuperacion motora en animales sometidos a un modelo de lesién traumatica

de la médula espinal al modificar la expresién de genes de fase aguda.

Objetivo general

Evaluar si la administracion del FILM en diferentes dosis ejerce un efecto neuroprotector que
favorezca la recuperacion motora mediante la modificacidn en la expresidn de genes de fase aguda

involucrados en la proteccidn de la médula espinal de ratas sometidas a una LTME.

Objetivos particulares
Comparar y evaluar grupos de ratas con LTME tratadas post-lesién con FILM con respecto a los

grupos control (sin tratamiento, PBS y FILM dosis Unica):

1. Determinar la recuperacién motora de ratas mediante la prueba de Basso, Beattie & Bresnahan
(BBB) en ratas sometidas a una LTME con diferentes aplicaciones de FILM.

2. Determinar el perfil de expresién de genes durante una LTME en fase aguda y sub-aguda
producido por la administracion del pentapéptido utilizando microarreglos.

3. Validar los cambios de expresion de ciertos genes por PCR en Tiempo Real (qPCR).
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Metodologia

Consideraciones éticas

Durante la realizacion de este proyecto se tomaron en cuenta los lineamientos establecidos por el
reglamento de la Ley general de salud en materia de investigacion para la salud (Titulo séptimo: De
la investigacion que incluya la utilizacidn de animales de experimentacion), la Norma Mexicana para
la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999) apartado 5.1
para roedoresy la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (Ley General de Salud,

México 1990).

Animales de estudio
Se utilizaron 75 ratas de la cepa Sprague Dawley hembras de 12 a 15 semanas de edad, con un peso
de 200- 250 g, las cuales se alojaron en cajas de policarbonato de piso sélido con alimento y agua

estéril ad libitum.

Lesion traumatica de la médula espinal (LTME)

Las ratas fueron anestesiadas con clorhidrato de xilazina (10mg/kg) y ketamina (50mg/kg).
Se realizé una laminectomia a nivel de la 9a vértebra tordcica para exponer la médula espinal y se
produjo una LTME moderada sobre el sitio expuesto utilizando un impactador de la Universidad de
Nueva York, con un cilindro de 10 g a una altura de 25 mm (Basso et al., 1995). La ejecucidn de este

protocolo fue estrictamente supervisado por médicos veterinarios zootecnistas colaboradores.

Preparacion y administracion del (FILM)

El FILM fue adquirido de American Peptide Company Co., Sunnyvale, CA, USA. (>95% de pureza) y
disuelto en PBS (4 pg/ul). Se aplicaron 200 pg (50 pl) de la solucién de FILM sobre el sitio de lesion
después del impacto y posteriormente la mism a dosis por via intraperitoneal de acuerdo al grupo

experimental.

Estrategia experimental

Para realizar y lograr los objetivos particulares se emplearon los siguientes grupos (Tabla 1):
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Tabla 1 — Descripcidn grafica de los grupos de estudio

En la tabla se muestra a cada grupo en las filas de la izquierda y los procedimientos en las columnas, las estrellas representa
el procedimiento aplicado a cada grupo. La primer aplicacion de cada tratamiento se efectud sobre el sitio de lesién
expuesto al momento posterior a la contusidn, las aplicaciones subsecuentes (de haberlas) se efectuaron por via intra
peritoneal.

Se considerd a un grupo Sham (Unicamente la laminectomia), en donde los individuos conservan
una evaluacién de 21 en la escala de BBB, ademads de control de calidad de la cirugia; se extrajo el
RNA total (RNAt) de la médula y fue utilizado para normalizar los datos de expresién durante su
validacién en gPCR; el grupo PBS fue considerado como un grupo control de lesidn al cual se efectud
una laminectomia y una contusién moderada; finalmente, los grupos FILM a los que se les aplico el

factor en 3 protocolos de administracién, es decir:

a) Aplicacién inmediata (Ina) — Aplicacién de dosis Unica y directa sobre el sitio de lesion

b) 3 aplicaciones o (3a) — Una aplicacién directa sobre el sitio de lesidon y dos dosis posteriores via
intraperitoneal, una cada 24hrs.

c) 7 aplicaciones (7a) — Una aplicacion directa sobre el sitio de lesidn y seis dosis posteriores via

intraperitoneal, una cada 24hrs.

Los grupos descritos fueron empleados en dos disefios experimentales para evaluar dos periodos

de tiempo diferentes, la fase aguda/sub-aguda y la fase cronica.
Diseio experimental 1

Se realizd un protocolo de lesidn crénica para evaluar el efecto de la aplicaciéon del FILM en 3
esquemas de aplicacién después de una LTME en términos de recuperacion motora comparados

contra el grupo PBS.
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Evaluacién de la recuperacién motora

Cada 7 dias durante 8 semanas se evalud la recuperacién motora mediante la prueba de habilidad
locomotora a campo abierto de Basso, Beattie & Bresnahan (Baso et al., 1995) 6 prueba “BBB”
donde la recuperacion se califica en una escala de 0 (paralisis completa) a 21 (movilidad completa)

(Ver anexo 2). N=40.
Diseiio experimental 2

Se realizé un protocolo de lesién aguda (Ina) para evaluar mediante ensayos de microarreglos y PCR-
Tiempo Real (qPCR) el cambio en la expresion de genes de fase aguda debida a la aplicacién del FILM
comparado contra el grupo PBS; y adicionalmente se conideraron a grupos de lesion sub-aguda (3a

y 7a) para observar cambios en la expresién de genes dentro de los grupos FILM.

Obtencion de RNA total (RNAt)

Tres horas posteriores a la ultima aplicacién del tratamiento en cada grupo, se obtuvo 1 cm de la
medula espinal concéntrico al sitio de lesidon y se colocd en 1 ml de Trizol® (Invitrogen, life
Technologies). El tejido fue disgregado utilizando un homogeneizador Bio-Gen PR0200 (Pro
Scientific Inc., USA) y posteriormente el RNA total de (RNAt) se extrajo con cloroformo e isopropanol
y su concentracidn se determind utilizando un espectrofotémetro Epoch2® (BioTek Instruments,

Inc., USA); su integridad se verificd en geles de agarosa al 1.5%.

Microarreglos

Con la intencién de profundizar en los posibles mecanismos de neuroproteccién del FILM, en un
modelo in vivo de LTME, se optd por efectuar ensayos comparativos de microarreglos para resaltar
la diferencia de expresién entre los grupos de aplicacién del factor, principalmente el grupo Inay el

grupo control de lesién PBS.

Los microareglos empleados fueron arreglos de 5,000 genes de rata en placa de vidrio (Rattus
novergicus; Rn5K) de un tamafo de 70-mer (library MWGBIiotech Oligo) impresos por duplicado (Rat
Array, Unidad de Microarreglos de DNA, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Se generd un pool
de RNAt de 6 individuos por grupo para la hibridacidn; se tomaron 10 ul de la mezcla y el cDNA se
sintetizd incorporando dUTP-Cy3 en el grupo control PBS y dUTP-Cy5 en los grupos FILM utilizando
el kit CyScribe First-Strand cDNA labeling (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Mediante
el uso de la solucion de hibridacién UniHyb (TeleChem International Inc., Sunnyvale, CA, USA), se

hibridaron cantidades equivalentes de cDNA marcado en la placa Rn5K durante 14 hrs a 42°C. La
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adquisicion y analisis de las imagenes del arreglo se realizaron con el equipo y software ScanArray

4000.

Bioinformatica
Los datos de microarreglos fueron analizados mediante el software libre genArise de la Unidad de

Fisiologia Celular, UNAM (http://www.ifc.unam.mx/genarise/). Se identificaron genes

diferencialmente expresados calculando un valor de Z a partir de los datos de intensidad de
fluorescencia (z-score) y normalizados con spots vacios y genes constitutivos. Los elementos con un

Z-score > 1.5 fueron considerados como genes diferencialmente expresados.

Se elabord un analisis de integracién e interseccion de grupo utilizando diagramas de Venn vy el
software libre Cluster 3.0 en el cual se efectué un agrupamiento jerarquico con un alineamiento de
promedios con un rango de grupo significativo (k-mean) de 5 a 15. Se utilizé el software libre Java

TreeView para visualizar dendrograma y mapa de calor (http://jtreeview.sourceforge.net/).

El analisis de los datos obtenidos de los microarreglos de expresidn se realizé utilizando
herramientas bioinformaticas para la anotacién, interpretacion y asociacion funcional en sistemas

bioldgicos de grupos de genes alterados (Huang et al., 2009):

e DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) Bioinformatics

Resources 6.7 (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) de la National Institute of Allergy and

Infectious Diseases (NIAID)
e WEBGestalt (WEB-based GEne SeT Analysis Toolkit)

(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/)

e PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships) Classification System Version
10.0 (http://pantherdb.org/).

Validacién de expresion en PCR Tiempo-Real

De los genes alterados obtenidos por microarreglos se seleccionaron genes de interés para disefo
de oligos para gPCR (Integrated DNA Technologies, Inc. USA). EL disefio se realizd utilizando el
software libre OligoPerfecto® (ThermoFisher Scientific Inc, USA) y software Oligo Primer Analysis
SoftwareV4.0 (Molecular Biology Insights). Se generard el cDNA utilizando el kit ThermoScrit® RT-
PCR system (ThermoFisher Scientific Inc, USA) utilizando 1 pg de RNAt por reaccion. Para la fase de
PCR, se utilizaron oligos especificos para cada transcrito y al gen B-actina como referencia para su

normalizacién; se utilizé un termociclador en tiempo real LightCycler 96 y el sistema de deteccidn
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SYBR Green Master Mix (ROCHE, Life Science) para la determinacion de expresion diferencial de los
genes, el protocolo de amplificacidn estandarizado consistié en una preincubacién a 95°C 600s; 3
pasos de amplificacion en 40 ciclos, (95°C 10s, 60°C 10s y 72°C 10s) con una adquisicion simple en

el ultimo paso.

Método estadistico a aplicar en todo el estudio
Los datos de las determinaciones de escala BBB fueron analizados utilizando una Prueba de ANOVA
de dos vias para datos repetidos (Scheff et al., 2002) y un test de comparacién multiple Tukey con

un valor critico de a=0.05 para considerar estadisticamente significativo.

Los valores de CQ (o CP; crossing point) de la amplificaciéon en gPCR fueron normalizados de acuerdo
al método de la doble Delta Ct (Delta Fold Change=2(Pe"taPeltact). | jyak & Schmittgen, 2001); se utilizé
una Prueba de ANOVA de dos vias para datos no pareados y posterior a ello, un test de comparacion

multiple Tukey con un valor critico de a=0.05.
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Resultados

Como primer objetivo, se planted determinar la recuperacién motora de ratas mediante la prueba
Basso, Beattie & Bresnahan (BBB) en ratas sometidas a una LTME con diferentes aplicaciones de
FILM, utilizando el disefio experimental 1 que consistié en la evaluacidn semanal de la recuperacion
motora durante 2 meses, utilizando un modelo de lesién medular moderada a nivel T9 se provocé
pérdida motora de miembros traseros de ratas Sprague Dawley hembras e inmediatamente se
comenzé la administracion de los tratamientos, una dosis de 200 pl de FILM sobre el sitio de lesidn
después del impacto en el grupo Inmediato agudo (Ina) y administraciéon inmediata seguida de 2 o
6 aplicaciones adicionales por via intraperitoneal cada 24 horas en los grupos de 3 aplicaciones (3a)
y 7 aplicaciones (7a) respectivamente. El grupo PBS fue administrado en el mismo esquema y fue
utilizado como control de lesidon “sin tratamiento” y un grupo Sham al cual solo se le practicé la

laminectomia sin contusion (datos no mostrados).

Una vez cada semana durante dos meses y mediante la observacion de dos evaluadores en ciego se
determind la recuperacidon motora de las ratas mediante la prueba a campo abierto de “BBB” la cual
evalua la fuerza y movimiento de cadera, rodilla y tobillo de ambas extremidades y las califica dentro
de una escala del 0 a 21 en la que O representa una falta total de movimiento y 21 la normalidad
(Anexo 2). Los datos fueron registrados y analizados utilizando una Prueba de ANOVA de dos vias

para datos repetidos y una prueba post hoc Tukey con una confiabilidad de a=0.01.

La administracion de FILM promueve la recuperacion motora de ratas con LTME

El grupo FILM Ina mostré una similitud estadistica con el grupo PBS en las primeras 3 evaluaciones
pero una diferencia significativa a partir de la cuarta evaluacion, obteniendo un valor final de 7.36
en la escala BBB. Con respecto a 3a y 7a los valores fueron similares estadisticamente a PBS
Unicamente durante la primera semana, a partir de la segunda semana mostraron diferencias
estadisticas obteniendo valores finales de 8.33 y 8.89 en la escala BBB. Entre el grupo Ina y 3a no
existe diferencia significativa, al igual que ocurre entre 3ay 7a, aunque si la hay entre Ina 'y 7a, por

lo que indica que 3a es precisamente la transicién entre los dos tiempos.

En el andlisis global, los grupos FILM muestran diferencias significativas con respecto al grupo
control PBS, demostrando que su aplicacién contribuye a la recuperacién motora de las ratas con

LTME (Figura 6).
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Evaluaciéon de recuperaciéon motora
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PBS 0.57 2.21 3.86 4.36 4.50 4.71 4.71 4.79
Ina 0.77 291 4.95 6.45 6.55 6.77 7.09 7.36
3a 1.00 4.44 5.72 7.17 7.33 7.61 8.17 8.33
7a 0.94 4.78 6.00 7.22 7.56 7.78 8.61 8.89

Figura 6— Evaluacion de habilidad motora con prueba BBB a campo abierto

Durante 8 semanas se realizaron pruebas de habilidad motora, las ratas fueron evaluadas con la asesoria de dos
observadores quienes desconocian de qué grupo se trataba (ciegos). En la tabla de la figura se muestra la media de
calificaciones obtenidas semanalmente en los grupos. Los datos fueron analizados con una prueba de andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando una significancia de a=0.01, los grupos FILM muestran diferencias significativas con respecto al grupo
control PBS, demostrando que el FILM contribuye a la recuperacién motora de las ratas con LTME.

Estos resultados demostraron un cambio en la progresion de la lesion de médula que permitio a los
individuos recuperar en mayor medida su capacidad motora, ya fuera como dosis Unica o como
multidosis, el pentapéptido modificé el perfil de expresion de elementos que confieren proteccidn
al tejido contra el dafo posterior al evento traumatico, fue asi que como segundo objetivo se
establecié determinar el perfil de expresion de genes durante una LTME en fase aguda y sub-aguda,
producido por la administracién del factor, y se eligio la técnica de expresién en microarreglos
debido a su capacidad de analizar de un gran nimero de genes de manera simultanea (Yang et al.,

2002).

Luego de realizar el protocolo del disefio experimental 2, se obtuvo 1 cm de la medula espinal
concéntrico al sitio de lesién tres horas posteriores a la ultima aplicacion del tratamiento en cada

grupo y se colocé en 1 ml reactivo de Trizol® (Invitrogene, life Technologies). El tejido fue disgregado
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y posteriormente se extrajo el RNAt mediante la técnica de TRIZOL. Se determind su concentracion
utilizando un espectrofotdmetro Epoch2® (BioTek Instruments, Inc., USA) y su integridad en geles

de agarosa al 1.5% (Figura 7).

28s
18s

Figura 7 — Visualizacion de integridad de RNA en gel de agarosa

Para cada extraccion de RNA total de médula espinal de ratas sometidas a un modelo de LTME se realizaron visualizaciones
en camara de electroforesis a 90 volts utilizando buffer de corrida TBE y geles de agarosa al 1.5%, en la imagen se muestra
ejemplo de los geles elaborados

Para los ensayos de microarreglos se seleccionaron 6 muestras de RNAt de cada grupo y se
elaboraron 2 mezclas de RNA en concentraciones iguales, mismas que fueron comparadas contra
una mezcla Unica de RNA del grupo PBS posteriormente. Se evalud la integridad de las mezclas

“pool” elaboradas en un gel de agarosa al 1.5% (Figura 8).

PBS 1Inal 1Ina2 3al 332 7al 7a2

+—28s

<4+—18s

Figura 8 — Visualizacién de integridad pool en gel de agarosa

Se seleccionaron las muestras de RNA de cada grupo tomando en cuenta su integridad y concentracion, se mezclaron 3
muestras de RNA en partes iguales por pool. Una vez generadas las mezclas se corrobord su preservacién mediante
electroforesis en gel de agarosa.

Una vez generadas las mezclas de cada grupo, se sintetizd cDNA con nucleétidos modificados a los
cuales se marco con Cy3 al grupo control (PBS) y con Cy5 a los grupos experimentales (FILM) y se
hibridaron en un chip de 5000 genes de rata (Rattus novergicus; Rn5K) disefiado en el Instituto de

Fisiologia Celular, UNAM (Figura 9).
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Figura 9 — Micoarreglos en placa

Se muestra el resultado de expresion del grupo PBS y del
grupo de FILM Ina. Utilizando el software GenArise se
compararon los datos de emisién de fluorescencia del grupo
control (PBS) contra el grupo experimental (FILM) y se
determiné la expresién diferencial entre cada gen en el
arreglo.

En (A) se muestra un plot en el que se registra la intensidad
de fluorescencia de las muestras.

En (B) se muestra un plot después de una normalizacion y
comparacion con el grupo control, en la zona verde se
ubican los genes expresados de manera similar, en azul
oscuro los genes con un z-score de 1.5, en azul claro aquellos
con un z-score de 2 y en blanco genes que exceden el score.

Una vez obtenidos los valores de intensidad de fluorescencia fueron analizados con el software
GenArise (Figura 9A & 9B) de la Unidad de Computo del Instituto de Fisiologia Celular de acuerdo al

protocolo desarrollado en el instituto (http://www.ifc.unam.mx/genarise/main.html), se tomaron

en consideracidn los genes con un Z-score > 1.5.

El andlisis demostré que la administracién de FILM en ratas sometidas a un modelo de LTME
modifica la expresion de un total de 1227 genes, sobre/sub expresa 356/370 genes con el esquema

de Ina, 369/361 en 3ay 405/370 en 7a (Figura 10).
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Ina

o\

7a

3a

genes regulados

subgrupo descripcion 1 arriba | abajo
a 331 elementos comunes en "Ina", "3a" and "7a" 173 158 TablaVa
b 95 elementos comunes en "Ina" and "7a" 44 51 Tabla Vb
c 95 elementos comunes en "Ina" and "3a" 46 49 Tabla Vc
d 151 elementos comunes en "3a" and "7a" 83 68 Tabla Vd
e 205 elementos exclusivos de "Ina" 93 112 Tabla Ve
f 153 elementos exclusivos de "33" 67 86 Tabla Vf
g 197 elementos exclusivos de "7a" 104 93 Tabla Vg
410 405
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Tratamiento
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Figura 10 — Genes expresados diferencialmente por efecto del FILM en un modelo de LTME

Utilizando el software GenArise se compararon los valores de emision de los grupos experimentales contra los

controles.

(A) Diagrama de Venn y tabla representativa ilustrando el nimero de genes modificados y sus coincidencias entre
grupos, ver Tablas Va — Vg en Anexo 4.
(B) Numero de genes expresados diferencialmente en cada esquema de aplicacion del FILM comparados con el grupo
PBS tomando el valor critico de Z mayor a 1.4 (modificados al menos 1.5 veces), en verde se muestran los genes sobre-
expresados y en azul los genes sub-expresados.
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Figura 11 — Dendrograma y mapa de
calor

Utilizando el software Cluster 3.0 se
analizé a los 1227 genes expresados
diferencialmente 'y se visualizd
utilizando el software Java TreeView,;
en la escala de color, el rojo representa
sub-expresién, el verde sobre-
expresion y en negro cuando no hay
cambio. En la imagen se muestra un
ejemplo de 55 genes de interés que se
agrupan en sub-expresados (grupo
superior) y sobre-expresados (grupo
inferior) con respecto al grupo PBS. Los
grupos FILM se ubican en el mismo
grupo de similitud, siendo 3a y 7a los
mas parecidos.

Se elabord un andlisis de integracién de grupo utilizando la
plataforma Cluster 3.0 y para visualizacidon el software Java
TreeView donde se observéd un cambio de expresidn entre grupos
consistente, el agrupamiento de similitud en el perfil de expresion
muestra a los controles PBS en las reacciones de microarreglos
como un grupo con una alta homologia al igual que los grupos del
factor; de igual manera el agrupamiento ubica a los genes en dos
grandes conjuntos, genes sub-expresados y sobre-expresados. Al
igual que en lo observado en las evaluaciones en la escala de
recuperacion motora, los grupos FILM 3a y 7a son similares

(Figura 11).

Posterior a esto, los genes expresados diferencialmente fueron
comparados en bases de datos de categorias funcionales,
enzimaticas utilizando  herramientas

ontologia y vias

bioinformaticas (DAVID, WEB-Gestalt, PANTHER) para |Ia
anotacién, interpretacion y asociacién funcional en sistemas

bioldgicos.

El FILM modifica la expresion de familias de genes

implicados en la neuroproteccion.

Se realizo el analisis de cada grupo por separado y se encontré
(Tabla 2) la relaciéon de los genes sobre expresados obtenidos con
procesos de formacién y preservaciéon de la integridad de la
barrera hematoencefalica (Aktl, Cldnl, Mpdz, Myh13, Myh4,
Myh8, Prkch, Ppp2cb), como se presume ocurre en un modelo de
parasitemia, observado de manera anatémica (Galdn-Salinas;
2016); efectos antioxidantes (Prdx1, Prdx2, Prdx4, Prdx6), lo cual
resulta interesante pues la disrupcién de esta barrera es un
fendbmeno comuin en padecimientos neurolégicos como en la
esclerosis amiotréfica lateral, esclerosis multiple y en accidentes

cerebro vascular debido al estrés oxidativo (Olmez & Ozyurt 2012;
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Obermeier et al., 2013; Liu & Chan 2014); procesos homeostaticos (Camk2a, Camkk2, Cnn3, Myh4,
Kcnn2, Kenn3, Kennd) (Cerella et al., 2010); y receptores antagonistas de NMDA (Gabra5, Gabrrl,
Gabrq) con lo cual se infiere que se disminuya la excitotoxicidad directa o indirectamente en el sitio
(Weber, 2004; Nehrt et al., 2007). Se encontraron también agrupamientos para la sobre-expresion
de genes relacionados a proteinas antiapoptdticas (BCL2, Bcl2110, CEBPB, CD59, XIAP, AATF, GCLC,
GNRH1, GNAQ, HTT, II7, PRDX2, Psenl, PRKCI, STAT5A, TGFA, TNF, tp63, aktl) y asi mismo la sub-
expresion de genes proapoptoéticos (DDAH1, DFFA, DFFB, FAIM, GATAG, Jun, Nael, BAX, SLK, APBB1,

CASP12, Casp9, CYCS, dedD, dapk3, IL2RA, Ngfr, Nup62, Prfl) en los tres protocolos.

Tabla 2 — Genes expresados diferencialmente entre los grupos FILM y PBS y funciones asociadas al efecto protector

Las listas de genes expresados diferencialmente entre los grupos FILM y PBS obtenidos como resultado de los ensayos de
microarreglos fueron analizados en las plataformas DAVID 6.7, WEB-Gestalt y PANTHER, se obtuvieron resultados similares
en la agrupacion de los genes en diferentes grupos y subgrupos, en la tabla se muestran las coincidencias relacionadas
con el posible mecanismo por el cual FILM ejerce su efecto protector, siendo la modulacién de la muerte celular un

elemento interesante para analizar. Se respet6 el idioma del software al nombrar al grupo.

Término Ina 3a 7a Referencia
Tieht iunction Cldn1, Mpdz, Myh13, Myh8, | Akt1, Cldn1, Myh13, Myh8, | Cldn1, Myh13, Myh4, Myhg,
Tignt junction

N Prkch, Ppp2ch Prkch, Ppp2ch Prkch, Ppp2ch

3 Gapj i Gnag, Adcy8, Tubb3 Gnag, Adcy3 Gnaq, Raf1, Adcy8, Plcbd Fanet al,, 2008;

3 ap junction nag, Adcy$, Tu naq, Adcy nag, Ratl, Adcys, Plc Féster et al, 2008;
w5 Cdc42bpb, Camk2a, Cldnl, | Cdc42bpb, Camk2a, Cldnl, | Ank3, Camk2a, Cded2bpb, | Nagasawa et al., 2006;
NS DII1, Mpdz, Parva, Pclo DII1, Parva, Pclo, Kenk1, | Cldnd, DIIL, Kenbd, Pacsind, | Zhaoetal., 2011
v 3 CE" iunction "’ r o’ r "’ r r "’ "’ "’ "’ r oy
o =etjunction Kenb1, Pacsind, Ptk2, Kcnb1, Pacsinl, Rpsekbl, | Parva, Pclo, Sept3, Snap23,

g’ Rpsékbl Snap23, Syt2, Syt6, Syt7, Snca, Svop, Syt2, Syt7

b Antioxidant Prdx2, Prdx4 Prdx1, Prdx2, Prdx6 Prdx2, Prdx4 Huang et al., 2015;

'

2|, Zhaoetal., 2009;
gz -

3|z 4':'—“3’: :i;'::: 107 | G abras, Gabrr1, Gabrg Gabrg Gabrg Olsenetal, 2011;

g CamkZa, Cnn3, Kenn3, CamkZ2a, Kenn2, Kenn3 Camk2a, CamkkZ, Kenn2, Woods et al, 2005,

g Calmodulin-binding ;m 4aJP nna ’b ;nn?, im j’pm; l; Scnr;, ¢ am4 I':; himP ’3 bm; ’? Janumyan et al., 2003;

T cnné, Ppp3co, Syt cnn4, Ppp3co, Syt cnnd, Myh4, Ppp3ch, syt liuet al., 2012;

anti-apoptosis Bel2, Bel2110, Stat3, Stat5a Psenl XIAP, Bcl2, 117, Psen], Stat5a Jun & Qing 2004
Col5al, Icaml, 11123, Itghl, Gongetal., 2006;
Fd L Col5al, Icam1l, 11123, Itghl,
_g cell migration Lamcl, Lth4r2, Mmp14, Col5al, Itgh1, Lamcl NE22 Pengetal., 2004;
o Myh9, Nr2f2, Cxcré Loufrani et al., 2008;
En Luet al., 2009;
H Aphbb1, Bax, Cycs, Faim, Apbbl, Caspl2, Casp9, Caoet al., 2002
2 Appbp1, Bax, Casp12, Casp9 .
3 cell death Gata6, 1123, Jun, Nup62, |Dedd, Dffa, DFfb, Faim, ll2ra, Cpci ﬁz’ra ;gﬁ :u - ka:;_ Bleicken et al., 2010;
RATCYTA, Stk2 Nup62 ¥es, fl2ra, Ngtr, NupoZ, Schumacher et al., 2002
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Como ultimo objetivo, se propuso la validacidn de genes de interés cuya expresion se vié modificada
por la aplicacién del FILM en los ensayos de microarreglos; se establecién la seleccidon de genes
cuyas modificacién se relacionaran con el efecto directo o colateral de la modulacién de la
inflamacidn para la preservacién del teijido neural, el cual cual se refleja en recuperacién motora de

las ratas con LTME.

Resulté de interés los cambios que produjo el pentapéptido sobre la expresion de genes
moduladores de la muerte celular en este modelo, puesto a que la apoptosis como efecto colateral
de la respuesta inflamatoria es un proceso muy importante que inicia principalmente durante la
fase aguda en la LTME, la mayor parte de la materia gris estd comprometida posterior a la lesidn
mecdanica se pierde en gran medida durante las primeras horas (Ek et al., 2012) y se continda
indefinidamente como un proceso neurodegenerativo (Gensel & Zang, 2015), es por ello que su
regulacién es critica para la recuperaciéon motora (Dumont et al., 2001; McDonald & Sadowsky 2002;

Donnelly & Popovich, 2008; Oyinbo, 2011; Nieto-Diaz et al., 2014).

Validacion por qPCR

Se seleccionaron 10 genes expresados

GEN Grupo Tabla 3 - Seleccién
diferencialmente relacionados con la 1 AATF Ina de genes para
] ] i Ascl1 Ina, 3a pruebas
regulacion de la muerte celular para validar | Bdl2l Ina confirmatorias
. ., . Bcl2110 Ina .
su cambio de expresion mediante PCR 1 CREBL 3 Se eligieron genes
1 a relacionados con la
Tiempo Real, teniendo en cuenta su | Dapk3 3a regulacion de Ila
_ _ » | Dedd 3a muerte celular
diferencia en la expresiéon a lo largo del 1 Egr2 Ina, 3a, 7a principalmente,
. L, 1 Pax6 Ina, 33, 7a algunos  reportados
tiempo de aplicacién del FILM. ; Psenl 3,72 previamente, algunos
Adicionalmente se eligieron 5 genes 1 | XAP 7a de ellos  fueron
1 Vim 7a observados en un
relacionados relacionados con los 1 Casp3 esperado solo grupo mientras
. l Cox2 esperado qued.f'ot(;os fuerlon
antecedentes directos del FILM (Bermeo et | iNOS esperado modificados en los
. tres tratamientos.
al 2013) (Tabla 3) = B-act Constitutivo
., .

El disefio de los oligos para la gPCR se realizd mediante los programas libres OligoPerfect®
(ThermoFisher) y Oligo Primer Analysis SoftwareV4.0 (Molecular Biology Insights), los primers
obtenidos fueron validados en el Primer-BLAST del NCBI

(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabla 4).
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Tabla 4 - Disefio de oligos para el andlisis de confirmacidn

Las secuencias de cada gen fueron obtenidas del NCBI y de acuerdo a numero de identificacion indicado en la base de
datos del microarreglo, como gen constitutivo se utilizd a la B-actina. Se trabajaron las muestras utilizadas para los

microarreglos.

GEN GeneBank Forward Reverse

AATF NM_053720.1 gcagctggaacagttgttga accttttgtcggtgtccaag
Ascll NM_022384.1 catctcccccaactactcca ctgcttccaaagtccattcc
Bcl2110 NM_053733.1 cggatgagttgctctccaat agcagtctcgctccagtagsg
CREB1 NM_031017.1 tgttgttcaagctgcctctg cctctctctttcgtgcetget
Dapk3 NM_022546.1 ctggacggtgtccactacct cgtgccaaagatgttcttga
Dedd NM_031800.1 cacctacctcgacgcattct ctgtcggcccagttcatagt
Egr2 AB032419.1 gcaaggacagcgaaaaagac ttctagggccacagagtgcet
Pax6 NM_013001.2 ctcctttacatcgggttcca cataactccgcccattcact
Psenl NM_019163.3 acccggaggaaagaggagta aaaatggcgagcaggagtaa
XIAP NM_022231 ggccagactatgcccattta cCgaagaagcagttgggaaag
GEN GeneBank Forward Reverse

Casp3 XM_006253130.3 agttggacccaccttgtgag agtctgcagctcctccacat
Cox2 NM_017232.3 tggtgccgggtctgatgatgtatg ggttcaaaagcaggtctgggtcga
iNOS XM_006246949.3 aagctggtggccgccaagecet atgtgaggggtttgggegegga
Vim NM_031140.1 aatgcttctctggcacgtct gctcctggatctcttcatcg
Bcl2l1 NM_001033672.1 agtgagcaggtgttttggac tgttctcttcgacatcgcta
B-act NM_031144.3 aaggccaaccgtgaaaag gtggtacgaccagaggcatac

Se realizaron amplificaciones de cada gen, por duplicado, para cada muestra utilizando un equipo
termociclador LightCycler 96 y el sistema SYBR Green first-strand kit (ROCHE, Life Science), con el

siguiente protocolo: preincubacion 95°C 600s; 3 pasos de amplificacién en 40 cilcos, 95°C 10s, 60°C

10sy 72°C 10s con una adquisicién simple en el ultimo paso (Figura 12).

Fluorescence
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Figura 12 - Curva de
amplificacidon representativa de
gPCR

En la figura se muestra (superior)
las curvas de amplificaciéon del
gen constitutivo B-act y Bcl2110
del grupo PBS (naranja) y 3a
(azul). Los valores de CQ (linea
punteada) fueron utilizados para
la normalizacién de los datos.

Se puede ver también (inferior)
las cuvas de metling, las cuales
confirman la afinidad de los
oligos por sus secuencias blanco,
un solo pico indica que se obtuvo
un amplicén de tamario definido.

27



La administracion de FILM modifica la expresion de iNOS, Bcl2110, Egr2 y Vim.

La normalizacién de los datos se realizd con los datos del CQ de los genes de un grupo Sham vy se
hicieron dos comparaciones: PBS contra Ina, con el fin de evaluar la modificaciéon que produce el
factor en la fase mas aguda de la progresion del dafio de la lesion de médula; La comparacién de los
grupos FILM (Ina, 3a y 7a) para evaluar la progresidon de la lesién al aplicar el tratamiento y

determinar el protocolo de administracion adecuada para emplear en trabajos posteriores.

La comparacion de los grupos Ina y PBS muestran una diferencia estadistica sobre la expresién del
gen que codifica para la iNOS, siendo mayor en el grupo control de lesion; asi mismo se observé su
disminucién de lo largo del periodo de aplicacion del factor: a las 3 hrs, a los 3 dias y a los 7 dias,
siendo los grupos 3a y 7a similares al grupo Sham. Por otra parte, la comparacion de los protocolo
de administracién de FILM muestran la expresidn significativa del Egr2 en el grupo Ina, y la sobre
expresion de los genes Bcl2110 y Vim en 3a (Figura 13), estos genes estdn relacionados con la
preservacion de la integridad y la sobrevida celular como se argumenta en el apartado de discusion

(pagina 30).
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Figura 13 — Validacion de expresiéon en qPCR

Se selecciond un grupo de 15 genes de interés para ser evaluados mediante qPCR; La expresion de los genes en PCR en
tiempo real coincide en gran medida con lo encontrado en los microarreglos, aunque no resulta significaitvo se observa la
sobreexpresidon de AATF, Ascll, CREB1 y Psenl en el protocolo 3a; asi mismo coincide la subexpresiéon de Bcl2l y Cox2
como era esperado. iNOS, Bcl2I10, Egr2 y Vim presentaron diferencias estadisticas (*) al comparar a los grupos con su
control (a=0.05). Las muestras utilizadas para los microarreglos fueron utilizadas para este anélisis.
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Discusion

Se confirmd que el FILM ejerce un efecto protector sobre el tejido neural al aplicarlo como dosis
Unica, lo que es observable mediante la recuperacion motora de los animales de estudio, ademas el
resultado es mas evidente con multiples administraciones como se anticipaba; la recuperacion es
progresiva desde el protocolo Ina hasta el 7a, es decir, de 3 hrs a 7 dias, siendo el protocolo 3a
similar para ambos, seguramente al ser la fase de transicion entre las etapa aguda y sub-aguda
(Rossignol et al., 2007; Oyinbo 2011; Zhang et al., 2012), estos resultados son comparables a los
obtenidos con una estrategia combinatoria en un modelo de contusidn similar, en donde se
administré Rolipram®durante una semana utilizando una mini bomba osmdtica subcutdnea y
posteriormente se implaron células Schwann recombiantes para la neutrofina D15A embebidas en
un matrigel (Flora et al., 2013); sin embargo, cabe destacar las ventajas en la aplicacién del péptido
con respecto a este acercamiento: la facilidad y el periodo de administracién, sin mencionar el costo

del protocolo.

Con el fin de describir el mecanismo por el cual esta confiriendo esta proteccidn, se eligié el andlisis
de expresidn en microarreglos, donde se esperaban la modificacién de expresion de genes
relacionados con la regulacién de la quimiotaxis e inflamacién a partir de los estudios in vitro de la
aplicacion del FILM en las lineas celulares U-937 y MRC-5 activadas con PMA (Silva et al., 2008;
2011). Tras el analisis se observé la sub-expresidon de genes relacionados con la migracién celular,
ICAM1 y CXCR-4 al igual que el antecedente, ademas de egfr, ESR2, Itgbhl, IL12A, LAMC1 y MMP14,

de acuerdo al Software de anélisis DAVID 6.7 (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp). Con respecto a

familias de genes relacionadas directamente con la modulacién inflamacién no se observaron
cambios, cabe mencionar que la comparacién de los grupos FILM se realizaron contra un control
PBS obtenido durante la fase mas aguda de la lesion, en la que la respuesta inflamatoria inicial es
conducida principalmente por la microglia residente, la cual es capaz de mantener una respuesta
inflamatoria aun sin la presencia de macréfagos periféricos (Miron et. al., 2013), ademads que no se
ha descrito el efecto del FILM sobre este tipo celular; se infiere que el nivel de respuesta persiste en
el sitio durante el periodo de evaluacion, en otras palabras, permanece constante durante toda la
evaluacidn sin observarse un incremento, lo cual es benéfico pues debo reiterar que, un proceso
inflamatorio controlado es necesario para remover restos celulares y asi permitir la resolucion y

reparacion tisular, por lo que restringir en gran medida la inflamacién tiene efectos adversos en la
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recuperacion de funciones en individuos con esta afeccién (Donnelly & Popovich, 2008; Beck et al.,

2010; David and Kroner, 2011).

De acuerdo al andlisis bioinformatico, es posible que el factor moldee el microambiente del sitio de
lesion para favorecer la expresién de precursores que induzcan la restaurcién de la homeostasis
celular y efectos antioxidantes (Woods et al., 2005; Kobayashi et al., 2010; Cerella et al., 2010), la
reintegracion de la barrera hematoenfefalica (Nagasawa et al., 2006; Foster et al., 2008; Zhao et al.,
2011), y su preservacion estructural (Liu et al., 2010) y contribuir, posiblemente a la remielinizacién

de axones(Nakagawa et al., 2002; Sakayori et al., 2012; Kipanyula et al., 2013).

Resalta el efecto regulatorio sobre el proceso de activacién de muerte celular programada en el que
predominan las sefales de supervivencia que contribuyen a la conservacion de componentes
neurales (Czabotar et al., 2014), como fue observado previamente tras determinar la preservacion
de motoneuronas rubroespinales con Ina (Bermeo et al., 2013), mismo que ocurre seguramente con
los grupos 3ay 7a y explicaria lo observado en las pruebas de campo abierto en donde los grupos
FILM obtuvieron una mejor recuperacién motora, por lo que se determind la validacién en qPCR de
genes relacionados con este mecanismo y se observé una tendencia similar a lo observado en
microarreglos; a pesar de encontrar estadisticos no significativos creemos que el efecto bioldgico
en laregulacién de los genes seleccionados tiene un impacto suficiente para obtener la recuperacién
motora observada en los grupos de evaluacién crénica, es probable que la modificacién de la dosis
administrada, asi como del tamafio de muestra e incluso la via o sistema de administracion

seguramente definira con mayor exactitud el comportamiento de dichos genes.

Estadisticamente se encontrd el cambio significativo en la expresion del gen que codifica para la
enzima iNOS, la cual es una isoforma de eNOS que después de una lesion de médula espinal produce
oxido nitrico en células inmunitarias activadas, en altas concentraciones se asocia a la formacion de
intermediarios neurotéxicos como peroxinitrito que puede producir dafios por degradacion de
componentes celulares cuando supera la capacidad del tejido para contrarrestar la oxidacion (Kwak
et al., 2005); en el grupo PBS se expresa en una proporcién mayor que en Ina como se anticipaba,
ya que, la determinacidn de nitritos en trabajos previos reflejé una disminucion con la aplicacion de
FILM en una dosis (Bermeo et al., 2013), posteriormente se evalud entre los grupos FILM y se
encontré que la expresion de iNOS disminuye significativamente con los protocolos de
administracién 3a y 7a, recuperando un nivel de expresidn similar al control Sham, con lo cual

significa la normalizaciéon en la expresidn de este gen a niveles fisioldgicos. Aunado a esto se observd
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el cambio en la expresion de factores de crecimiento y de estimulacién a la sobrevida celular; uno
de los genes evaluados fue el de respuesta temprana al crecimiento 2 (Egr2 o Krox-20), evidente en
Ina durante la validacidn, tiene un efecto sobre la formacion de mielina en células de Schwann en
conjunto con CREB1 (sobreexpresado en microarreglos), los cuales son dependientes de cCAMP y se
expresan con Atfl (su homdlogo Atf2 fue encontrado en Inay 3a), en conjunto Egr2 y CREB1 pueden
influir en la remielinizacién de axones, lo cual influye en la funcion motora de las ratas (Ross &
Pawlina, 2011). Cabe mencionar que en estudios en paralelo hemos detectado una mayor cantidad
de axones mielinizados cuando los animales son tratados con FILM y otros péptidos (Parra Villamar,
comunicacién personal); el Bcl2l110 (DIVA), miembro antiapopético de la familia Bcl2, se encontré
sobre expresado en el grupo 3a tratado con FILM, la proteina que codifica este gen confiere
resistencia al estrés y previene la permeabilizacién de la membrana mitocondrial en respuesta al
estrés oxidativo y citotoxicidad aunque su papel es poco estudiado, se menciona que su expresién
atiende a un tejido en especifico, de manera que su expresion en este modelo puede ser de suma
importancia y uno de los primero reportes de su papel funcional (Liu et al., 2012); de igual manera,
en el grupo 3a se observd la sobreexpresién del gen codificante para Vimentina (Vim) que es un
constituyente de filamentos intermedios que junto a los microfilamentos y microtubulos de actina
forman el citoesqueleto que mantiene la integradad celular, funciona como organizador de
proteinas involucradas en el anclaje, migracion y vias de sefializacion (Ross & Pawlina, 2011), se
reporta que la hipoxia provoca cambios en la distribucion de la red de filamentos intermediarios de
vimentina pero es contrarrestado por la actividad de HSP27 encontrado en Ina y 3a; el hallazgo de
Vim, HSP27 y Tubb4 (en los 3 tratamientos) sugiere la preservacion estructural y funcional de las

neuronas en el sitio de lesién (Liu et al., 2010).

Debido a los resultados positivos en la recuperacion funcional de las ratas con los grupos 3ay 7a, se
propone la comparacion de los grupos multidosis FILM con sus controles de tiempo adecuados para

resaltar la modificacién de estos y otros genes implicados en la neuroproteccién.

En resumen, el cambio en la expresién de iNOS, Bcl2110/DIVA, Egr2 y Vim indica que el FILM ejerce
un efecto neuroprotector al disminuir un el estimulo oxidativo y beneficiar la preservacién mediante
la expresion de factores de sobrevida, crecimiento y estabilidad celular predominante sobre todo
con el protocolo 3a, por lo que en futuros trabajos se propone a este tratamiento como el indicado
para el seguimiento del efecto del factor en este y otros modelos biologicos no solo con

caracteristicas de lesidn sino procesos neurodegenerativos.
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Conclusiones

Los protocolos de administracién de FILM 3a y 7a mejoran la recuperacién motora de ratas con una
LTME en comparacion a la aplicacidn de FILM en dosis Unica.

La diferencia no significativa entre los grupos 3ay 7a nos indica que bastan tres dosis para tener una
respuesta neuroprotectora en la LTME, proponiendo esta dosis para estudios posteriores.

FILM ejerce sus efecto protector al promover la expresion de familias de genes relacionados con la
modulacién de la inflamacién, formacidn de uniones celulares, preservacién estructural,
remielinizacién de axones y control de apoptosis.

El factor promueve la sub expresion de iNOS y la sobre regulacidn de Bcl2110, Egr2 y Vim.
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Anexos

Anexo 1 — Carta dermatomo

http://www.spinalhub.com.au/what-is-a-spinal-cord-injury/what-happens-to-the-spinal-cord-after-injury/spinal-nerves-up-close
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Anexo 2 — Escala BBB

Se evalua la amplitud de movimiento como amplio, limitado y ausente, en las articulaciones tobillo, rodilla y

cadera de acuerdo a la escala descrita por Basso, Beat

0.- No se observa movimiento en patas traseras (PT).

. Movimiento limitado (arco < 50%) de una o dos articulaciones, usualmente cadera y/o rodilla.
. Movimiento amplio (arco > 50%) de una articulacion con o sin movimiento limitado de la otra.
. Movimiento amplio de dos articulaciones.

. Movimiento limitado de las tres articulaciones de PT (cadera, rodilla y tobillo).

. Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera.

. Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera.

. Movimiento amplio de las tres articulaciones de PT (cadera, rodilla y tobillo).

. Movimiento ritmico (coordinado) de ambas PT sin soporte de peso o colocacion de la planta pero sin soportar peso.

O 00 N o Uu B~ W N R

. Colocacién plantar con soporte de peso, no estd caminando, pasos ocasionales (< 6 = al 50%), frecuentes (51% a 94%), o
constantes (95% a 100%), con soporte de peso dorsal, sin apoyo plantar.

10. Pasos ocasionales con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre patas delanteras (PD) y PT.

11. Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre PD y PT.

12. Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacion ocasional entre PD y PT.

13. Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacion frecuente entre PD y PT.

14. Constantemente da pasos con soporte de peso plantar, coordinacién constante entre PD y PT, y hay rotacion interna o
externa de la pata, principalmente al hacer contacto con el piso o al despegar. También pasos plantares frecuentes,
coordinacidn constante entre PD y PT y pasos dorsales ocasionales.

15. Pasos plantares y coordinacidn entre PD y PT constantes. No separa los dedos o solo ocasionalmente cuando avanza la
pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso predominio la alineacién paralela de la pata al cuerpo.

16. Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacion de los dedos ocurre
frecuentemente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer contacto con el piso predomino la alineacién paralela de la
pata al cuerpo, pero la rota al levantarla.

17. Lo mismo (nUm. 16) pero al levantar la pata la mantiene alineada (sin rotar).

18. La separacién de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer contacto con el piso predomino la alineacion
paralela de la pata al cuerpo, pero la rota al levantarla.

19. Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacién de los dedos ocurre
constantemente durante la marcha. Al hacer contacto con el piso y levantar, predomino la alineacidn paralela de la pata al
cuerpo. Arrastra la cola parte o todo el tiempo.

20. Pasos plantares, marcha coordinada y separacién de dedos constantes. Al hacer contacto con el piso y levantar,
predomino la alineacidon paralela de la pata al cuerpo, cola levantada constantemente e inestabilidad del tronco.

21. Igual pero tronco constantemente estable.



Anexo 3 — Listas de genes modificados en microarreglos

Tabla A1.1 - Genes del grupo Ina sobre-expresados en microarreglos

Abcb6 Cnn3 Gcek Kcnk6 Myh13
Acaa Col3al Gentl Kcnn3 Myh8
Acaa2 Crfg Gdf8 Kcnn4 N5
Acadm Crhr2 Gdi3 Kiflb Nbn
Acadvl Crn Glclc Kif2 Ncoa3
Acatn Csda Glral Kl Nefh
Acrp30 Cspgb Glul Kircl Neol
Actr3 Ctcf Gmeb2 km23 Npgpr
Adcy8 Ctsk Gmpr Kpna2 Nppa
Adk Cyp4bl Gnaq Kzfl Nppb
Adnp Datl Gpmé6b Laptm5 Nrih4
Aes Dck Grial LIS Nt5
AF095927 Ddb1 Grid2 LOC170927 Nudt6
Ak2 Ddr2 Grin2a LOC171057 NVP-2
Alb Ded Grol LOC171552 NX-17
Aldh1a3 Dli1 Grp-Ca Loc192269 Oasl
Amyl Dnasel GstYb4 LOC192649 Obp-1f
Aox1 Doc2b Gtf2irdl LOC207125 ol1
Aplgl Dpepl Gtrap3-18 LOC245923 Pacsinl
Agp3 Dpp6 Hfb2 LOC245926 Pail
Arntl Drdla HIBADH LOC246120 Papin
Ascll Drgll Hist4 LOC246172 Parva
Ascl3 Drpla Hmgb1l LOC246281 Past-A
Avil Dspp Hnmt Loc259269 Pax4
b5&b5R Ecacl Hnrpm LOC60627 Pax6
Bambi Ecm2 Hpgd LOC60660 Pclo
Barhl2 Edg7 Hsd17b2 LOC63849 Pcsk4
Bcl2 Eefld Hspb2 LOC63880 Pctkl
Bcl2110 Egr2 Hspb3 Loc65027 Pdc
Binl Ehd3 Ick LOC66030 Pdcd4
Bmp1l Els1 Idh3g Lpl Pdedb
Cacnalg Entpd6 leda Lrre3 Pde4d
Camk2a Ep300 Ighmbp2 Lsamp Pdebg
Cav2 F10 lgsf6 Lxn Pdhal
Cckar Fabpl 1115 Lyplal PDRP
Ccnh FbIn5 1118 Lyst Pfkfbl
Cdc42bpb Fcna Il1a Lyz Pigm
Cdc5l Fgfr2 111r2 Mafk pips
Cental Fig 115 Map3k8 Pkcl
Cgml Fmo4 ll6st Matrl Pla2g2a
Chm-1 Fxyd1 Irs1 Mbl2 Plp
Chrna7 Fxyd5 ltga2 Mefv Plscrl
Chrna9 Fzd9 ltgb7 Mfnl Pmch
Chrnd Gab2 Jdpl MIIt3 Pmf31
Chx4 GABABL Jwa Mmp1l1l Ppal
Cish Gabra5 KChIP4 Mmp12 Ppap2a
Cktsflbl Gabrq Kenbl Mpdz Ppp2cb
Clcnk1 Gabrrl Kenecl Mrella Ppp3cb
Cldnl Gabt4 Kcne3 Msra Ppy
Cml5 Galgtl Kenj15 Muc5ac Prdx2

Cncg4 Gasz Kenk3 Mvp Prdx4

Preb
Prkch
Priph
Pripk
Pripl
Prosl
Prss11
Pscd3
Psga
Psma2
PSMD1
Ptgerl
Ptk2
Ptprf
Ptprzl
Rab3a
Rab4b
rACH
Rgs19
Rhoip3
Roaz
Robol
Rok1
Rpl29
Rpl37
Rpl4
Rps24
Rps27a
Rps6kbl
Rtnl
Ruvbll
Sc65
Scdgfb
Scg2
Scnlla
Scn3a
Scnnlb
Scycl
Sfrs10
Sgp158
Sh3d2a
S

Sirt2
Skd3
Slc27a2
Slc30a4
Slc6a5
Slc9a3r2
Slc9a5
Smgb
Snap23

Snch
Snfllk
Snx1
Spag5
Spin2b
Spnbl
Spnr
Srm
Ssb
Ssgl
Ssr3
Sstr2
Stat3
Stat5a
Stx4a
Stx7
Sultla2
Sult2al
SVCT2
Sycpl
Sycp3
Syt13
Syt2
Syt7
Sytv
Tat
Tcaml
Tcpl
Tgfa
Tlbp
Tmfl
Tmod2
Tnfsf10
Tnfsf4
Tpx1
Trdn
Trip15
Trrp2
Trrp6
Tslpr
Tubb3
Tubb4
Txn
Ua20
Uchl3
Vegfc
Vsp45a
Wisp2
Wwtl
Xdh



Tabla A1.2 - Genes del grupo Ina sub-expresados en microarreglos

5Ht-2
A5D3
Abca2
Abccb
Acads
Acp5
Actal
Actg2
Adrald
Agt
Ahcy
Akl
Akap
Alcam
Aldh2
Aldoc
Alox12
Ank
Anx1
Apbb1l
Apoa2
Arafl
Arfl
Arf5
Argl
Arl4
Arnt2
Arsb
Asic4
Aspa
Atf2
Atpla3
Atp2b3
Atp4b
Atp5al
Atp5o0
Atp6sl4
B2m
Bach
Bax
Bcl2l
BEGAIN
Bfspl
Bmp3
Bok
Btg2
Bzrp
Cc4
Ca5a
Cacnalb
Cacnals
Cacnbl
Cacngl

Cacngb
Calcyon
Cap2
Capnsl
Cat
Cblb
Cck
Ccenl
Cd3d
Cd8b
Cdc37
Cdc42
Cdrap
Celsr3
Chp
Clnsla
Cltc
Cnr2
Cntnapl
Coil
Colla2
Col5al
Comp
Cox8a
Cox8h
Cript
Crmpl
Cshlv
Csnkld
Cst6
Cst8
Ctrb
Cxcrd
Cycs
Cyplla
Cypl7
Cyp2c22
Cyslt2
Dagk
Dbnl
Dcc
Dctn4
Ddc
Ddxl
Den
Dgkg
Digl
Dio3
Dlc2
Dusp6
Dvl1
Echsl
Edg5

Egfr
Eif2b2
Emd
Epasl
Epim
Erbb2
Ev
Expi
F13a
Faim
FbxI2
Fhi2
Fnl
Fthl
Fuca
Futl
Fxyd2
Fxyd4
Gabbrl
Gabrp
Gabrr2
Galr3
Gap43
Gatab
Gc
Gedp
Gesl-
pending
Gfil
Gfral
Ggh
Gjad
Gjb1l
glb
Glplr
Gp38
Gpcl
Gpr30
Gpr54
Gpr83
Gpr85
Grinl
Grm2
Grpr
Gsttl
Hamp
Hdac3
Hhex
Higl
Hmgcl
Hnf3b
Hoxa2
Hrg

Hsd17b1
Hsfl
Hsp27
Hspbpl
Hspt70
Htrla
Htrlb

Htré
lcaml
lgf2r

Igifbp

1112a

112ra

Insi3

Itgbl

Itpkb

Jun

Kcna2
Kenh3
Kenk12
Kenk2
KIAA1536
KIf15

Klk1
Lamcl
Lhx1

Lin10
LOC170824
Loc192280
Loc192352
LOC245919
LOC246325
LOC252855
LOC252882
LOC252960
LOC259228
LOC56826
LOC60383
LOC64027
Loc65042
LOC78973
Ltb4r2

Lu

Madh5
Map2
Mapk3
Mapk8ip
Martal
Mbp
Mcptl
Mdhl

Mdk
Meox2

Mertk
Mfge8
Mgatl
Mgat2
Mgp
Min51
Mmp14
Mmp24
Mox2
Mpst
Mras
Mucdhl
Munc13-4
Mybbpla
Myh3
Myh9
Myolb
NCAML1
Nedd8
Ninj2
Notch3
Npff
Nptxr
Nrih2
Nr2f2
Nrn
Nucb
Nup62
OkI38
Olfm1
Omp
Opnlsw
Opn4
Oxt
P2ry6
Pal
Par3
Pcscl
Pcsk2
Pdelc
Pfkfb4
Phkgl
Pht2
Pip5k2b
Pitx1
Pitx2
Pitx3
Plcg2
Plecl
Plod
Pomc2
Pou2fl
Pr

Prei3
Prelp
Prkcll
Prot
Prpg2
Prx
Pscd2
Ptgerd
Ptgis
Ptk2b
Ptpn9
Ptprj
Pts
Pvl
Pvril
Pxmp2
Qscn6
Rab38
Rab3d
Rabacl
Rad50
Ragb
RATCYTA
Retnla
Rnd2
Rnhl
Rph3a
Rpol-2
Rps14
Rps27
RS21-C6
Ry2d1
Sacm2|
Sarcosin
SC2
Scamp2
Scd2
Scn5a
Scp2
Sdc2
Sdfl
Seppl
Serpinal
Shbg
Siatl
Six3
Slc18a3
Slc19al
Slc20a2
Slc21a5
Slc21a9
Slc25a1
Slc2a8

Slc34al
Slc3a2
Slc8a3
Slfn4
Snrpb
Snrpn
Spna2
Spr
Src
Srrp86
St14
Stk17b
Stk2
Stnl
Stx2
Syk
Syn3
Syngr2
Syt5
T2R3
Tapl
Tef
Temo
Tf

Tff3

Tg
Thbd
Thopl
Tnnil
Tpil
Tpm4
Tst
Ttgnl
Txn2
u83883
U91561
Ube2i
Uchll
Ugtlab
Ugtla7
Upa
Vamp3
Vamp5
Whbp2
Whbscr14
Wispl
Wmpl
Xtl
Ywhah
Zfp103
Zfp36
Zhx1
Zyx



Tabla A2.1 - Genes del grupo 3a sobre-expresados en microarreglos

Abcb6
Acaa2
Acadm
Acatn
Adcy8
Adk
Adora3
Aes
Afar
Agcl
Ak2
Aktl
Aldhla3
Amacr
Amyl
Andpro
Anpep
Ant2
Aox1
Aplgl
Arntl
Ascll
Ascl3
Atp5f1
Avil
b5&b5R
Bace
Barhl2
Betl
Binl
Bmpl
Bmp4
bsnd
Cacnalg
Cacnali
Cacng2
Calcb
Calm2
Camk2a
Ccnh
Cd36l1
Cd59
Cdc42bpb
Cds2
Cebpb
Chm-1
Chrnal0
Chrna7
Chrnd
Cish
Cktsflbl
Cldnl
Cncgd

Corola
Cox5a
Cox5b
Crebl
Crhr2
Crn
Csda
Csp
Cspgb
Csrpl
Ctcf
Ctfl
Ctsj
Ctxn
Cyp4bl
Cyp7bl
Dctnl
Ddah1l
Ddb1l
Ddr1
Dlad
DIll1
Dim1
Dnasel
Doc2b
Dpepl
Dpp6
Dspp
Ecacl
Ecm2
Edg7
Ednra
Eefld
Egr2
Ela2
Els1
Ensa
Ephb2
Eya2
F10
Fabp1l
Fabp7
Facl6
FbIn5
Fcna
Fgfl7
Fgf3
Fgfr2
Fgfr3
Fhit
Flg
Fut2
Fxyd1

Fxyd5
Fzd9
G10
G22p1
Gab2
GABABL
Gabrq
Gabt4
Galnt7
Gcek
Gdf8
Gdi3
Ggtal
Glul
Gmeb2
Gmpr
Gnaq
Gnb2I1
Gnrhl
Gp5
Gpc3
Gpmé6b
Grid2
Grin2a
Grinlla
Grs2
Gtf2irdl
Gtrap3-18
Gusb
Gzmc
Hdgfrp2
Hdh
Hk1
Hmgbl
Hnmt
Hnrpm
Hpgd
Hspb2
Hspb3
Ick
Idh3g
Idil
leda
Igbpl
Ighmbp2
Igsf6
1112b
1115
Il1a
111r2
115
ll6st
Inhbc

Irs1

Kenbl
Kencl
Kenjl
Kenj3
Kenj5
Kenk1
Kenk3
Kcnk6
Kenn2
Kenn3
Kcnnd
Kiflb

K

Kircl

ksGC
Laptm5
Lepr
Lgals2
Lisch7

LIS
LOC170927
LOC192649
LOC207121
LOC245923
LOC245926
LOC246120
LOC246172
LOC54410
LOC59313
LOC60428
LOC60591
LOC60660
LOC63880
Loc65027
Lpl

Lta

Ly49i2

Lyst

Maf
Map3k8
Matrl
Mbl2
Mcpt9
Mmpll
Mmp12
Morl
Mpp3
Mrella
Ms4al
Msh2

Msra
Muc5ac

Mvp
Myh13
Myh8
Myr4
Nbn
Ncoa3
Nefh
Nfl
Nfya
Nmel
Nmtl
Npgpr
Npl4
Nppa
Nppb
Nrih4
Nr2f1
Nrdl
Nsf
Nt5
Nudt6
NVP-2
Nxph3
Oasl
Obp-1f
ol1
P2rx4
Pacsinl
Pah
Pail
PAIHC3
Papin
Parva
Past-A
Pax6
Pax8
Pclo
Pcsk4
Pctk1
Pdc
Pdcd4
Pde4d
Pik3c3
pips
Plscrl
Por
Pou3fl
Ppap2a
Ppp2cb
Ppp3cb
Prdx1
Prdx2
Prdx6

Preb
Prim1
Prkch
Prlpi
Prosl
Prss11
Psenl
Psma2
Psmb8
Psmel
Ptgerl
Pthih
Ptprf
Ptprzl
Rab3a
Rab4b
Rab5a
rACH
Rbp2
Revrn
Ret
Rhoip3
RIn1
Rnase4
Roaz
Robol
Rpl28
Rpl29
Rpl37
Rpl4
Rps24
Rps27a
Rps6kbl
Rsn
Rtnl
Ruvbll
Sacm1l
Scg2
Scn3a
Scnnlb
Scycl
Sdfrl
Secp43
Serpinil
Sfrs10
Sh3d2a
Skd3
Slcllal
Slc13a3
Slc30a4
Slc4ad
Slc7a2
Slc9a5

Smpd3
Smstr2
Snap23
Snca
Snch
Sncg
Snx1
Sost
Spnbl
Srm
Ssb
Ssgl
Ssr3
Sstr2
Stat5a
Sts
Stx7
Sult2al
SVCT2
Svs4
Syt2
Syté
Syt7
Sytv
Tcaml
TCEB2
Tcpl
Tdag
Tgfa
Tlbp
Tmod2
Tnfsf10
Tnfsf4
Tp63
Tpm3
Tpx1
Trdn
Trrp6
Tslpr
Tubb4
Ua20
Ube2d3
Ubginl
Uchi3
Unc5h2
Vcsal
Vofl6
Vsp45a
Wwtl
Ykt6-
pending
Znf148



Tabla A2.2 - Genes del grupo 3a sub-expresados en microarreglos

5Ht-2
Abca2
Abcb9
Abccb
Abp1l
Acads
Acp5
Actcl
Actg2
Ada
Adam1
Adrald
Akap
Alcam
Aldh2
Aldoa
Alk7
Ank
Anx5
Apbb1l
Arfl
Arf5
Arf6
Argl
Asic4
Aspa
Atf2
Atic
Atpla3
Atp2b3
Atpél
Atp6s14
Atp9a
Avpr2
Baalc
Bach
Bcl10
Bcl2l
BEGAIN
Binlb
Bzrp
Clgbp
C2ta
ca
Ca5a
Cacnalc
Cacnals
Cacnbl
Cacnb2
Cacngl
Cacngb
Calcr

Calcyon
Capn3
Capn6é
Capnsl
Caspl12
Casp9
Cat
Cblb
Cbs
Cenl
Cd3d
Cd8b
Cdc42
Cdh14
Cdk7
Cdrap
Ceacaml
Celsr3
Chad
Chp
Clnsla
Cltc
CMR1
Cnr2
Colla2
Col5al1
Cpnl
Cript
Crmpl
Crygd
Cs
Cspg2
Cst8
Ctrb
Cypl7
Cyp2a3a
Cyp2c39
Cyslt2
Dapkl
Dcc
Dctn4
Ddc
Ddx25
Dedd
Des
Dffa
Dffb
Dgkg
Digl
Drd5
Dusp6
Dyrk

E2f5
Edg5
Egfr
Eif2b2
Emd
Epim
Erbb2
Esr2
Evl
Expi
Fadsl
Faim
FbxI2
Fgfll
Fgr
Fhi2
Fmol
Fnl
Fnta
Folhl
Futl
Fxyd4
Gabarap
Gapds
Gatm
Gc
Gedp
Gesl-
pending
Ggh
Gjad
Gjb4a
Gjb6
glb
Glplr
Gnal5
Gpr30
Gpr54
Gpr66
Gpr85
Gpsl
Grik4
Grinl
Grm2
Grpr
Gucy2e
Hcn3
Hdac3
Hhex
Hoxal
Hsd11bl
Hsd17b1

Hsd3b1
Hsfl
Hsp27
Hspbpl
Htrla

Htr4
1111ral
112ra

Insl3

Itgbl
Kenabl
Kenh3
Kenj6
Kenk4
KIAA1536
KIf15

Klk1
Lamcl
Ldhb

Lin10

Lipe

Litaf
LOC171412
Loc192280
Loc192352
LOC245919
LOC246325
LOC252853
LOC259228
LOC259245
LOC60329
LOC60383
LOC60452
LOC64027
LOC64038
Lrp2
Madh5
Mag
Mapla
Mapk3
Mapk8ip
Maprel
Mbp
Mbpa
Mcptl
Mdhl

Mdk
Mertk
Mfge8
Mfn2
Mgatl
Mgat3

Mic2l1
Mmp13
Mmp24
Mox2
Mpst
Mras
Msn
Mtel
Munc13-4
Myolb
Nbl1l
Nfix
Ninj2
NOR-2
Npff
Nptxr
Nrldl
Nrih2
Nrli2
Nrli3
Nrdal
Nr5a2
Nucb
Nup62
Nuprl
Ocln
OkI38
Omp
Opnlsw
Opn4
Oprml
Oxt
P29
P2rx1
P2ry6
Pcscl
Pcsk2
Pcsk5
Pctp
Penk-rs
Pex6
Pfkfb4
Phkgl
Pht2
Pim3
Pip5k2b
Pitx1
Pitx2
Plcg2
Plin
Plod
Pnliprpl

Pnmal
Pomc2
Pou2fl
Ppp3ca
Pr

Prelp
Prkcll
Prmt3
Prot
Pscd2
Psmal
Psmcl
Psme2
Ptgdr2
Ptgerd
Ptgis
Ptpn9
Ptprj
Pts

Pvl
Qscn6
Rab3d
Rabacl
Rad50
Retnla
Rgs19ipl
Rnpep
RNU28927
Rph3a
Rpol-2
Rps27
Rps9
RS21-C6
Ry2d1
S$100al10
Sardh
Scd2
Scn5a
Sdfl
Sec22a
Seppl
Serpinal
Siahbp1
Sirt6
Slc16a10
Slc16a8
Slc19al
Slc20a2
Slc21a12
Slc21a5
Slc25a1
Slc29a1l

Slc29a2
Slc2a8
Slc34al
Slc3a2
Slc4a2
Slc8al
Slc8a3
Slc9a2
Slc9a3
Smoh
Snrpb
SP22
Spin2c
Spna2
Spnb3
Spr
Srrp86
St14
Stx2
Stxbp2
Svs5
Syngrl
Syngr2
Syt10
Syt12
Syt4
Syt5
T2R3
Tacstdl
Temo
Tf

Tff3
Tgfbl
Tgm2
Thbd
Thopl
Timm10
Timp2
Txn2
u83883
U91561
Ube2i
Ucp2
Ugtlab
Vamp3
Vdupl
Wispl
Ywhah
Zfp103
Zhx1



Tabla A3.1 - Genes del grupo 7a sobre-expresados en microarreglos

Abcb6
Acaa2
Acadm
Acatn
Acrp30
Acvrll
Adamts4
Adcy8
Adk
Aes
Afar
Agtrl
Aldhla3
Ank3
Ant2
Aox1
Aplgl
Ap2m1
Api3
Agp3
Arha2
Arhgef9
Arntl
Ascl3
Asgr2
Atp5f1
Avil
b5&b5R
Bace
Barhl2
Bbs2
Bcl2
Betl
Binl
Bmpl
Bmp4
bsnd
Cls

c3
Cacnalg
Cacnali
Calcb
Calm2
Camk2a
Camkk2
Ccnh
Cd36l1
Cd59
Cdc42bpb
Cdh22
Cdk5r
Cds2
Cetn3
Cgi-94
Cgml
Chm-1
Chrnal0
Chrna9

Cirl2
Cirl3
Clenk1
Cldn1
Cmll
Cox6a2
Crn
Csda
Csp
Cspgb
Csrpl
Cstll
Ctcf
Ctsj
Ctsk
Ctxn
Cutll
Cyp2c23
Dctnl
Ddrl
Ddr2
Dlad
DIll1
DIim1
Dnasel
Doc2b
Dpepl
Dpp6
Dpys
Drdla
Drip78
Dspp
Dytl
Ecacl
Edg7
Ednra
Eefld
Egr2
Ela2
Enpep
Ensa
Ep300
Esdn
Eya2
Fabp1l
Fabp3
FbIn5
Fbxo6b
Fcerla
Fcna
Fdx1
Fgfl7
Fgfl8
Fgfr2
Fig
Fut2
Fxyd1
Fxyd5

Fzd1
Fzd9
G10
G22p1
Gab2
GABABL
Gabrq
Gabt4
Galnt7
Gasz
Gcek
Gentl
Gdf8
Gdi3
Ggtal
Ggtp
Gjab
Glclc
Gmeb2
Gmpr
Gnaq
Gnb2I1
Gnrhl
Gp5
Gpc3
Gpmé6b
Grf2
Grid2
Grikl
Grin2a
Grin2b
Grs2
GstYb4
Gtrap3-18
Hdgfrp2
Hdh
Hfb2
Hiplr
Hmgbl
Hmgb2
Hmgcr
Hri
Hsd17b2
Hspb2
Hspb3
IAG2
Idh3g
leda
Ifnbl
Igbpl
lghmbp2
lgsf6
1115
1118
Il1a
111r2
115
116st

17

Imp13
Inhbc

Irs1

Jagl

Jaml

Jdpl

Jwa
KChIP4
Kenbl
Kencl
Kcne3
Kenj15
Kenj3
Kenj5
Kenk3
Kenk6
Kecnn2
Kcnn4
Kidins220
Kiflb

K

Kpna2
Lgals2
Lmnbl
LOC170927
LOC171552
LOC192254
LOC192649
LOC245923
LOC245926
LOC246172
LOC56764
LOC59313
LOC60591
LOC63880
LOC81022
Lpl

Lrrc3

Lta

Ly49i2
Ly68
Lyplal

Lyz
Madcam1
Madh4
Maf

Matrl
Mbl2
Mcpt9
Mefv
Mmp10
Mmpll
Mmp12
Mpp3
Mrella
Ms4al
Msra

Muc5ac
Mvp
Myh13
Myh4
Myh8
Myr4
N5
Nat2
Nbn
Ncoa3
Nefh
Nelll
Nfl
Nfya
Nifs
Nmtl
Npgpr
Npld
Nrih4
Nr2f1
Nrd1
Nsf
Nt5
Nudt6
NVP-2
NX-17
Oasl
Oazi
ol1
Oprsl
P2rx4
Pacsinl
PAIHC3
Papin
Parva
Pax4
Pax6
Pclo
Pcsk4
Pctkl
Pdc
Pdcd4
Pde3b
Pde4d
Pdhal
Pdi2
Pdi4
Pdyn
Pfkfb3
Pigm
Pik3ch
pips
Pkm2
Plcb4
Plscrl
Pmch
Podxl
Ppap2a

Ppp2cb
Ppp3cb
Prdx2
Prdx4
Preb
Prkch
Prlpd
Pripl
Prlpm
Prosl
Prss11
Psenl
Psmb8
Psmel
Ptprzl
Rab3a
Rab4b
rACH
Rafl
Ramp2
Rbbp9
Rbp2
Rdcl
Rgs3
Rnase4
Roaz
Rp58
Rpl37
Rpl4
Rps15a
Rps21
Rps24
Rsca3
Rtnl
Scdgfb
Scn3a
Scnnlb
Scya22
Scycl
Sec14l2
Sept3
Serpinil
Sfrs10
Sh3d2a
Skd3
Slc13a3
Slc22a7
Slc30a4
Slc39a1l
Slc7a2
Slc9a5
Smpd3
Snap23
Snca
Snch
Sncg
Snx1
Sost

Spnbl
Srm
Ssb
Ssgl
Ssr3
Sstr2
Stat5a
Stk3
Stx3a
Stx4a
Stx7
Sultla2
Sult2al
SVCT2
Svop
Svs4
Syt2
Syt7
Tat
Tcaml
TCEB2
Tcf8
Tcpl
Tfpt
Thbs4
Tlbp
Tmfl
Tmod2
Tnfsf10
Tnfsf4
Tnp2
Tp63
Tpm3
Tpx1
Trdn
Trif-
pending
Tripl5
Trrp2
Trrp6
Tslpr
Tubb4
Ua20
Ube2d3
Ubginl
Uchl3
Uncl3hl
Usfl
Vim
Viprl
Vofl6
Vsp45a
Wisp2
witl
Xylt2
Znf148
Zpl



Tabla A3.2 - Genes del grupo 7a sub-expresados en microarreglos

S5Ht-2
A5D3
Abca2
Abcb9
Abccb
Acads
Acatl
Actg2
Adam15
Adrald
AF092207
Akap
Alcam
Aldh2
Aldoa
Anp32
Anx5
Appbpl
Arafl
Arf5
Arnt2
Arpcla
Arsb
Asicd
Aspa
Atpla3
Atp2b3
Atp4db
Atp6sl4
Bach
Bax
Bche
Bcl10
Bcl2l
Bcl2I2
BEGAIN
Bfspl
Binlb
Birl
Bmpl5
Bmp3
Bnip3
Bzrp
Clgbp
C2ta
Cacnalb
Cacnalc
Cacnals
Cacnb1l
Cacnb2
Cacngl
Cacngd
Cacngb

Calb3
Calcrl
Calcyon
Capnsl
Caspl2
Casp9
Cat
Cbs
Cenl
Cd3d
Cd8b
Cdc20
Cdc37
Cdc42
Cdh2
Cdrap
Chp
Chrnb2
Cishl
Cln2
Clnsla
Cltc
Cmkirl
Cnr2
Cntnapl
Col5al1
Comp
Cox6c
Cox8a
CPG2
Cpnl
Cpz
Cript
Crmpl
Crygd
Csnk1d
Cspg2
Cst8
Cstb
Ctrb
Cybb
Cycs
Cyplla
Cyp2a3a
Cyp2c22
Cyp2c39
Cyslt2
Dcc
Dctn4
Ddc
Des
Dgkg
Drd5

Dusp6
Dvll
E2f5
Edg5
Ephx2
Epim
Erbb2
Esrl
Esr2
Ev
Expi
Fabp2
Fadsl
FbxI2
Fgl2
Fhi1
Fnl
Fnta
Fstl3
Futl
Fxyd2
Fxyd4
G3bp
Gabarap
Gabrp
Gabrr2
Gale
Galntl
Galnt5
Galr3
Gc
Gedp
Gesl-
pending
Ggh
gis5
Gjad
glb
Glplr
Glrxl
Gpam
Gpcl
Gpr30
Gpr54
Gpr83
Gpr85
Grik4
Grinl
Grm2
Gstm3
Gucy2e
Hcrt
Hdac3

Hes2

Hhex

Hrg

Hrh3

Hrh4
Hsd11b1
Hsd17b1
Hsfl
Hspbpl
Htrla
Htr3a
lcaml
lgfbpl
lgfbp3

111

I112a

112ra

119r

Itgbl
Kenh3
Kenj16
Kenj6
Kennl
KIAA1536
KIf15

KIk1

Ldhb

Lin10
LOC170824
LOC171412
Loc192280
Loc192352
LOC207126
LOC245960
LOC252853
LOC252882
LOC252929
LOC259228
LOC259245
LOC56826
LOC60329
LOC60383
LOC60452
LOC64038
Lrp2

Luzpl
Madh5
Mag
Mapla
Mbp

Mbpa
Mcptl
Mdhl

Meox2
Mertk
Mfn2
Mgatl
Min51
Mmp24
Mpst
Mras
Mtel
Munc13-4
Myl3
Nckap1l
Nedd8
Ngfr
Ninj2
Nkg7
Nkrp2
NOR-2
Notch3
Nptxr
Nrih2
Nrli3
Nr2f2
Nucb
Nup62
OkI38
Omp
Opnlsw
Opn4
Optn
Oxt
P2ry6
Pcscl
Pcsk1n
Pcsk5
Pdelc
Pdeda
Pdk2
Penk-rs
Pex6
Pfkfb4
Pht2
Pim3
Pip5k2b
Pitx1
Pitx2
Plcg2
Plin
Plod
Pmpcb
Pnmal
Pomc2
Pou2fl

Ppplrlda
Ppp3ca
Pr

Prelp
Prkcll
Prot
Prscl
Pscd2
Psme2
Ptgdr2
Ptgerd
Ptgis
Ptk2b
Ptprj
Pts
Pvril
Qscn6
Rab26
Rab29
Rab3b
Rab3d
Rabacl
Rad50
Rb2
Retnla
Rgs19ipl
Rh
Rnh1l
Rnpep
Rph3a
Rpl10
Rpol-2
Rpsl14
Rps17
Rps27
RS21-C6
Ry2d1
S$100al10
Scamp3
Scamp5
Scn2al
Scn5a
Scp2
Sdfl
Sec22a
Serk2
Serpinal
Siahbp1
Sip2-28
Sirt6
Six3
Slc11a2
Slc16a10

Slc16a8
Slc19al
Slc20al
Slc20a2
Slc21a5
Slc21a9
Slc22a3
Slc25al
Slc27al
Slc28a2
Slc29a2
Slc2a8
Slc3a2
Slc4a2
Slc5a7
Slc8a3
SP22
Spna2
Sqle
Srrp86
St14
Stk2
Stx6
Stxbp2
Syngr2
Syt12
Syt5
T2R3
Tao2
Tap2
Tcen2p
Temo
Tf

Tff2

Tg
Tgm2
Thopl
Timm10
Titf1
Tnnil
Tpm4
Trela
Tspan-2
U83883
U91561
Ucp2
Ugtla6b
Ugtla7
Upa
Wmpl
Ywhah
Zfp103
Zfp36



Anexo 4 — Descripcion de contenido de grupos y subgrupos de diagrama de Venn

“_n

Tabla Va - Subgrupo “a”;

Sobre-
regulados
Abcb6
Acaa2
Acadm
Acatn
Adcy8
Adk
Aes
Aldhla3
Aox1
Aplgl
Arntl
Ascl3
Avil
b5&b5R
Barhl2
Binl
Bmp1l
Cacnalg
Camk2a
Ccnh
Cdc42bpb
Chm-1
Cldnl
Crn
Csda
Cspgb
Ctcf
DIl1
Dnasel
Doc2b
Dpepl
Dpp6
Dspp
Ecacl
Edg7
Eefld
Egr2
Fabpl
FbIn5
Fcna
Fgfr2
Flg
Fxyd1
Fxyd5
Fzd9
Gab2
GABABL

Gabrqg
Gabt4

Gck

Gdf8

Gdi3
Gmeb2
Gmpr
Gnaq
Gpmé6b
Grid2
Grin2a
Gtrap3-18
Hmgb1l
Hspb2
Hspb3
Idh3g

leda
Ighmbp2
lgsf6

1115

I11a

11r2

115

ll6st

Irs1

Kenbl
Kencl
Kenk3
Kcnk6
Kenn4
Kiflb

K
LOC170927
LOC192649
LOC245923
LOC245926
LOC246172
LOC63880
Lpl

Matrl
Mbl?2
Mmpll
Mmp12
Mrella
Msra
Muc5ac
Mvp
Myh13
Myh8

Nbn
Ncoa3
Nefh
Npgpr
Nrih4
Nt5
Nudt6
NVP-2
Oasl
ol1
Pacsinl
Papin
Parva
Pax6
Pclo
Pcska
Pctkl
Pdc
Pdcd4
Pde4d
pips
Plscrl
Ppap2a
Ppp2cb
Ppp3cb
Prdx2
Preb
Prkch
Prosl
Prss11
Ptprzl
Rab3a
Rab4b
rACH
Roaz
Rpl37
Rpld
Rps24
Rtnl
Scn3a
Scnnlb
Scycl
Sfrs10
Sh3d2a
Skd3
Slc30a4
Slc9a5
Snap23
Sncb

Snx1
Spnbl
Srm
Ssb
Ssgl
Ssr3
Sstr2
Stat5a
Stx7
Sult2al
SVCT2
Syt2
Syt7
Tcaml
Tcpl
Tlbp
Tmod2
Tnfsf10
Tnfsf4
Tpx1
Trdn
Trrp6
Tslpr
Tubb4
Ua20
Uchi3
Vsp45a
Wtl

Sub-
regulados
5Ht-2
Abca2
Abccb
Acads
Actg2
Adrald
Akap
Alcam
Aldh2
Arf5
Asic4
Aspa
Atpla3
Atp2b3
Atp6s14
Bach
Bcl2l
BEGAIN

331 elementos comunes en "Ina", "3a" and "7a"

Bzrp
Cacnals
Cacnbl
Cacngl
Cacngb
Calcyon
Capnsl
Cat
Cen
Cd3d
Cd8b
Cdc42
Cdrap
Chp
Clnsla
Cltc
Cnr2
Col5al
Cript
Crmpl
Cst8
Ctrb
Cyslt2
Dcc
Dctn4
Ddc
Dgkg
Dusp6
Edg5
Epim
Erbb2
Evl
Expi
FbxI2
Fnl
Futl
Fxyd4
Gc
Gedp
Gesl-
pending
Ggh
Gjasd
glb
Glplr
Gpr30
Gpr54
Gpr85
Grinl

Grm?2
Hdac3
Hhex
Hsd17b1
Hsfl
Hspbp1l
Htrla
112ra
ltgbl
Kcnh3
KIAA1536
KIf15

Klk1
Lin10
Loc192280
Loc192352
LOC259228
LOC60383
Madh5
Mbp
Mcptl
Mdhl
Mertk
Mgatl
Mmp24
Mpst
Mras
Muncl13-4
Ninj2
Nptxr
Nrih2
Nucb
Nup62
OkI38
Omp
Opnlsw
Opn4

Oxt
P2ry6
Pcscl
Pfkfb4
Pht2
Pip5k2b
Pitx1
Pitx2
Plcg2
Plod
Pomc2
Pou2fl

Pr
Prelp
Prkcll
Prot
Pscd2
Ptgerd
Ptgis
Ptprj
Pts
Qscn6b
Rab3d
Rabacl
Rad50
Retnla
Rph3a
Rpol-2
Rps27
RS21-C6
Ry2d1
Scn5a
Sdfl
Serpinal
Slc19al
Slc20a2
Slc21a5
Slc25al
Slc2a8
Slc3a2
Slc8a3
Spna2
Srrp86
St14
Syngr2
Syt5
T2R3
Temo
Tf
Thopl
U83883
U91561
Ugtlab
Ywhah
Zfp103



Tabla Vb - Subgrupo “b”; 95 elementos comunes en "Ina" and "7a"

Sobre-
regulados
Acrp30
Agp3
Bcl2
Cgml
Chrna9
Clenk1
Ctsk
Ddr2
Drdla
Ep300
Gasz
Gentl
Glclc

GstYb4
Hfb2
Hsd17b2
1118
Jdpl
Jwa
KChiP4
Kcne3
Kenj15
Kpna2
LOC171552
Lrrc3
Lyplal
Lyz
Mefv

«_ n,

N5
NX-17
Pax4
Pdhal
Pigm
Pmch
Prdx4
Pripl
Scdgfb
Stx4a
Sultla2
Tat
Tmfl
Tripl5
Trrp2

Wisp2

Sub-
regulados
A5D3
Arafl
Arnt2
Arsb
Atpdb
Bax
Bfspl
Bmp3
Cacnalb
Cdc37
Cntnapl

Comp
Cox8a
Csnkld
Cycs
Cyplila
Cyp2c22
Dvi1
Fxyd2
Gabrp
Gabrr2
Galr3
Gpcl
Gpr83
Hrg
Ilcaml

Tabla Vc - Subgrupo “c”; 95 elementos comunes en "Ina" and "3a"

Sobre-
regulados
Ak2
Amyl
Ascll
Chrna7
Chrnd
Cish
Cktsflbl
Cncg4
Crhr2
Cyp4bl
Ddb1l
Ecm2
Els1

F10

Glul
Gtf2irdl
Hnmt
Hnrpm
Hpgd

Ick

Kenn3
Klrcl
Laptm5
LIS
LOC246120
LOC60660
Loc65027
Lyst

Map3k8
Nppa
Nppb
Obp-1f
Pail
Past-A
Psma2
Ptgerl
Ptprf
Rhoip3
Robol
Rpl29
Rps27a
Rps6kbl
Ruvbll

Scg2
Sytv
Tgfa

Sub-
regulados
Acp5
Ank
Apbb1l
Arfl
Argl
Atf2
C4
Ca5a
Cblb

Celsr3
Colla2
Cypl7
Digl

Egfr

Eif2b2
Emd

Faim

Fhi2

Grpr
Hsp27
InsI3
Lamcl
LOC245919
LOC246325

Tabla Vd - Subgrupo “d”; 151 elementos comunes en "3a" and "7a"

Sobre-
regulados
Afar
Ant2
Atp5f1
Bace
Betl
Bmp4
bsnd
Cacnali
Calcb
Calm2
Cd36l1
Cd59
Cds2
Chrnal0
Csp
Csrpl
Ctsj
Ctxn
Dctnl
Ddr1
Dlad

Dim1
Ednra
Ela2
Ensa
Eya2
Fgfl7
Fut2
G10
G22p1
Galnt7
Ggtal
Gnb2I1
Gnrhl
Gp5
Gpc3
Grs2
Hdgfrp2
Hdh
Igbpl
Inhbc
Kenj3
Kenj5
Kenn2

Lgals2
LOC59313
LOC60591
Lta
Ly49i2
Maf
Mcpt9
Mpp3
Ms4al
Myr4
Nfl
Nfya
Nmtl
Npl4
Nr2f1
Nrd1
Nsf
P2rx4
PAIHC3
Psenl
Psmb8
Psmel
Rbp2

Rnase4
Serpinil
Slc13a3
Slc7a2
Smpd3
Snca
Sncg
Sost
Svs4
TCEB2
Tp63
Tpm3
Ube2d3
Ubginl
Vofl6e
Znf148

Sub-
regulados
Abcb9
Aldoa
Anx5
Bcl10

Binlb
Clgbp
C2ta
Cacnalc
Cacnb2
Caspl2
Casp9
Cbs
Cpnl
Crygd
Cspg2
Cyp2a3a
Cyp2c39
Des
Drd5
E2f5
Esr2
Fads1
Fnta
Gabarap
Grik4
Gucy2e
Hsd11b1l

I112a
LOC170824
LOC252882
LOC56826
Meox2
Min51
Nedd8
Notch3
Nr2f2
Pdelc
Ptk2b
Pvril

Rnh1l
Rpsi4
Scp2

LOC64027
Mapk3
Mapk8ip
Mdk
Mfge8
Mox2
Myolb
Npff
Pcsk2
Phkgl
Ptpn9
Pvl
Scd2
Seppl
Slc34al

Kcnj6

Ldhb
LOC171412
LOC252853
LOC259245
LOC60329
LOC60452
LOC64038
Lrp2

Mag
Mapla
Mbpa
Mfn2

Mtel
NOR-2
Nrii3
Pcsk5
Penk-rs
Pex6

Pim3

Plin

Pnmal
Ppp3ca

Six3
Slc21a9
Stk2
Tg
Tnnil
Tpm4
Ugtla7
Upa
Wmpl
Zfp36

Snrpb
Spr
Stx2
Tff3
Thbd
Txn2
Ube2i
Vamp3
Wisp1l
Zhx1

Psme2
Ptgdr2
Rgs19ipl
Rnpep
S100al10
Sec22a
Siahbp1l
Sirt6
Slc16a10
Slc16a8
Slc29a2
Slc4a2
SP22
Stxbp2
Syt12
Tgm2
Timm10
Ucp2



«_n,

Tabla Ve - Subgrupo “e”;

Sobre-
regulados
Acaa
Acadv
Actr3
Adnp
AF095927
Alb
Bambi
Bcl2l110
Cav2
Cckar
Cdc5
Cental
Chx4
Cml5
Cnn3
Col3al
Crfg
Datl
Dck
Ded
Drgll
Drpla
Ehd3
Entpd6
Fmo4
Gabra5s
Gabrrl
Galgtl

Glral
Grial

Grol
Grp-Ca
HIBADH
Hist4

Itga2

Itgh7

Kif2

km23

Kzfl
LOC171057
Loc192269
LOC207125
LOC246281
Loc259269
LOC60627
LOC63849
LOC66030
Lsamp

Lxn

Mafk
Mfnl

MIIt3
Mpdz
Neol
Pdedb
Pdebg
PDRP
Pfkfbl

205 elementos exclusivos de "Ina

Pkcl
Pla2g2a
Plp
Pmf31
Ppal
Ppy
Priph
Pripk
Pscd3
Psg4
PSMD1
Ptk2
Rgs19
Rok1
Sc65
Scnlla
Sgp158
S

Sirt2
Slc27a2
Slc6a5
Slc9a3r2
Smgb
Snfllk
Spag5
Spin2b
Spnr
Stat3
Sycpl
Sycp3

Syt13
Tubb3
Txn
Vegfc
Xdh

Sub-
regulados
Actal
Agt
Ahcy
Akl
Aldoc
Alox12
Anx1
Apoa2
Arl4
Atp5al
Atp50
B2m
Bok
Btg2
Cap2
Cck
Coil
Cox8h
Cshlv
Cst6
Cxcrd
Dagk

Tabla Vf - Subgrupo “f”; 153 elementos exclusivos de "3a"

Sobre-
regulados
Adora3
Agcl
Aktl
Amacr
Andpro
Anpep
Cacng2
Cebpb
Corola
Cox5a
Cox5b
Crebl
Ctfl
Cyp7bl
Ddah1
Ephb2
Fabp7
Faclé
Fgf3
Fgfr3
Fhit

Grinlla
Gusb
Gzmc
Hk1

Idi1

1112b
Kenjl
Kenk1
ksGC
Lepr
Lisch7
LOC207121
LOC54410
LOC60428
Morl
Msh2
Nmel
Nxph3
Pah

Pax8
Pik3c3
Por
Pou3fl

Prdx1
Prdx6
Prim1
Prlpi
Pthlh
Rab5a
Revrn
Ret
RIn1
Rpl28
Rsn
Sacm1l
Sdfrl
Secp43
Slcllal
Slc4ad
Smstr2
Sts
Syt6
Tdag
Unc5h2
Vcsal
Ykt6

Sub-
regulados
Abpl
Actcl
Ada
Adam1
Alk7
Arf6
Atic
Atp6l
Atp9a
Avpr2
Baalc
Calcr
Capn3
Capn6é
Cdh14
Cdk7
Ceacaml
Chad
CMR1
Cs
Dapkl

Dbnl
Ddx
Den
Dio3
Dlc2
Echsl
Epasl
F13a
Fthl
Fuca
Gabbrl
Gap43
Gatab
Gfil
Gfral
Gjbl
Gp38
Gsttl
Hamp
Higl
Hmgcl
Hnf3b
Hoxa2
Hspt70
Htrlb
Htré
lgf2r
Igifbp
Itpkb
Jun

Ddx25
Dedd
Dffa
Dffb
Dyrk
Fgfll
Fgr
Fmol
Folhl
Gapds
Gatm
Gjb4
Gjb6
Gnal5
Gpr66
Gpsl
Hcn3
Hoxal
Hsd3b1l
Htrd
Il11ral
Kcnab1l
Kcnk4

Kcna2
Kenk12
Kenk2
Lhx1
LOC252855
LOC252960
Loc65042
LOC78973
Ltb4r2

Lu

Map2
Martal
Mgat2
Mgp
Mmp1l4
Mucdhl
Mybbpla
Myh3
Myh9
NCAML1
Nrn
Olfm1

Pal

Par3
Pitx3
Plecl
Prei3
Prpg2

Prx
Pxmp2

Lipe
Litaf
Maprel
Mgat3
Mic2l1
Mmp13
Msn
Nbl1
Nfix
Nrldl
Nrii2
Nrdal
Nr5a2
Nuprl
Ocln
Oprm1
P29
P2rx1
Pctp
Pnliprpl
Prmt3
Psmal
Psmcl

Rab38
Ragb
RATCYTA
Rnd2
Sacm2|
Sarcosin
SC2
Scamp2
Sdc2
Shbg
Siatl
Slc18a3
Slfn4
Snrpn
Src
Stk17b
Stnl
Syk
Syn3
Tapl
Tef
Tpil
Tst
Ttgnl
Uchll
Vamp5
Whbp2
Whbscr14
Xtl

Zyx

RNU28927
Rps9
Sardh
Slc21a12
Slc29a1
Slc8al
Slc9a2
Slc9a3
Smoh
Spin2c
Spnb3
Svs5
Syngrl
Syt10
Syt4
Tacstdl
Tgfbl
Timp2
Vdupl



Tabla Vf - Subgrupo “f”; 153 elementos exclusivos de "3a"

Sobre- Enpep Madcam1 Scya22 Bcl212 Glrx1 Prscl
regulados Esdn Madh4 Sec14l2 Birl Gpam Rab26
Acvrll Fabp3 Mmp10 Sept3 Bmp15 Gstm3 Rab29
Adamts4 Fbxo6b Myh4 Slc22a7 Bnip3 Hcrt Rab3b
Agtrl Fcerla Nat2 Slc39al Cacng4 Hes2 Rb2
Ank3 Fdx1 Nelll Stk3 Calb3 Hrh3 Rh
Ap2m1l Fgfl8 Nifs Stx3a Calcrl Hrh4 Rpl10
Api3 Fzdl Oazi Svop Cdc20 Htr3a Rps17
Arha2 Ggtp Oprsl Tcf8 Cdh2 lgfbpl Scamp3
Arhgef9 Gjab Pde3b Tfpt Chrnb2 lgfbp3 Scamp5
Asgr2 Grf2 Pdi2 Thbs4 Cishl 1111 Scn2al
Bbs2 Grikl Pdi4 Tnp2 Cln2 119r Serk2
Cls Grin2b Pdyn Trif Cmklrl Kcnjl6 Sip2-28
Cc3 Hiplr Pfkfb3 Uncl3hl Cox6c¢ Kcnnl Slc1la2
Camkk2 Hmgb2 Pik3ch Usfl CPG2 LOC207126 Slc20al
Cdh22 Hmgcr Pkm?2 Vim Cpz LOC245960 Slc22a3
Cdk5r Hri Plcb4 Viprl Cstb LOC252929 Slc27al
Cetn3 IAG2 Podxl Xylt2 Cybb Luzpl Slc28a2
Cgi-94 Ifnb1 Pripd Zpl Ephx2 Myl3 Slc5a7
Cirl2 117 Prlpm Esrl Nckapl Sqle
Cirl3 Imp13 Rafl Sub- Fabp2 Ngfr Stx6
Cmll Jagl Ramp2 regulados Fgl2 Nkg7 Tao2
Coxba2 Jam1l Rbbp9 Acatl Fhil Nkrp2 Tap2
Cstl1 Kidins220 Rdcl Adam15 Fstl3 Optn Ten2p
Cutll Lmnb1l Rgs3 AF092207 G3bp Pcskln Tff2
Cyp2c23 LOC192254 Rp58 Anp32 Gale Pdeda Titfl
Dpys LOC56764 Rps15a Appbpl Galnt1 Pdk2 Trela
Drip78 LOC81022 Rps21 Arpcla Galnt5 Pmpcb Tspan-

Dytl Ly68 Rsca3 Bche gis5 Ppplrlda
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