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RESUMEN

La mora de castilla (Rubus glaucus B.), originaria de los andes, es considerada
como uno de los frutos rojos mas comercializados en Sudamérica por su
delicioso sabor dulce. En Ecuador se la encuentra de forma silvestre o
cultivada, y se consume en jaleas, jugos o simplemente el fruto. El interés por
la mora, al igual que otros frutos rojos, ha incrementado por contener
compuestos bioactivos que se han encontrado ligados a potenciales beneficios
para la salud, por sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. En este
proyecto se planted estudiar las propiedades antiinflamatorias de la mora de
Ambato en células RAW 264.7 (macréfagos de raton) mediante el analisis de la
expresion génica relativa de varios genes asociados con el proceso de
inflamacion, y otros relacionados con el estrés oxidativo. Para ello se utilizaron
macrofagos de raton, los cuales obtienen actividad pro-inflamatoria en un
proceso llamado polarizacion M1 estimulada por ligandos de TLRs. Los
macrofagos fueron sometidos a 5 tratamientos distintos en los que fueron
estimulados con, un agente pro-inflamatorio conocido como LPS, que actua
como ligando de TLR4, activando vias de sefializacion que desencadenan la
produccion de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias; ademas del agente
antiinflamatorio (extracto de la mora). Adicionalmente, se realizé RT-gPCR para
el analisis de la expresion génica relativa, donde se utilizaron primers de 8
diferentes genes (TNF-a, IL-1b, NFkb, OGG1, iNOS, SOD1, SOD2m, CAT).
Los resultados obtenidos revelaron una actividad antiinflamatoria preventiva por
parte de la mora, al disminuir significativamente los niveles de expresion del
gen NF- kB, asi como al exhibir esta tendencia en la expresion de otros genes,
con respecto al tratamiento donde las células fueron estimuladas primero con

extracto de mora por 24 horas y posteriormente con LPS por 24 horas mas.



ABSTRACT

The andean blackberry (Rubus glaucus B.), native to the Andes, is considered
one of the most commercialized red fruits in South America for its delicious
sweet taste. In Ecuador it is found in wild or cultivated form, and is consumed in
jellies, juices or simply as fruit. Interest in this berry, like other red fruits, has
increased because of its bioactive compounds that have been linked to potential
health benefits due to their anti-inflammatory and antioxidant properties. In this
project we investigated the anti-inflammatory properties of blackberry in RAW
264.7 (mouse macrophages) cells by analyzing the relative gene expression of
several inflammation and oxidative stress associated genes. To do so, murine
macrophages were used, capable to demonstrate a pro-inflammatory
phenotype in a process called M1 polarization stimulated by TLRs ligands. The
macrophages underwent 5 different treatments in which they were stimulated
with a pro-inflammatory agent known as LPS, which acts as a TLR4 ligand,
activating signaling pathways that trigger the production of pro-inflammatory
cytokines and chemokines; in addition to the anti-inflammatory agent
(blackberry extract). Aditionally, RT-gPCR was performed for relative gene
expression analysis, using primers for 8 different genes of interest (TNF-q, IL-
1b, NFkb, OGG1, iINOS, SOD1, SOD2m, CAT). Our results revealed that the
andean blackberry has a preventive, anti-inflammatory activity significantly
decreasing NF-kB expression levels, as well as exhibiting an anti-inflamatory
tendency in the expression of other genes in cells initially stimulated for 24

hours with blackberry extract followed by 24 hours of LPS treatment.



INDICE

1. CAPIUTLO I. INTRODUCCION.........oooovrrrorrerrrrrrrrrrrrrrrorrorsrnnnone 1
1.1 ANEECERABNLES ..ot 1
1.2 Planteamiento del problema .............ccccooiiiiiiiiiiii e, 3
1.3 Objetivo general y objetivos especifiCcos............cccceeveviieeicien, 4
1.4 Justificacion de la investigacion .............ccoccoceviiieiiiiie s 5

2. CAPITULO IIl. MARCO TEORICO.......cccoooooooiiiiiiiiiiiiiieriiiricrne 6
2.1 Conformacion quimica de la mora...........cccccocevevevevcve i, 6

2.1.1 POlIfENOIES ...t e et e e e e eaanae 6
2.1.2 FIAVONOIAES .....coeieeiiiie ettt e e e e e e et e e e e e e e e eeennne 7
2.1.3 ANLOCIANINGS ....coeveeeiiiiie e e e e e e e et e e e e e e e e e et s s e e e e e e e eeetanaaaaeeaaeeeesnnns 9
20 I I 1] T 1 RPN 10
2.1.5 CaroteNOIUES. .......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 12
2.1.6 VITAIMINGAS ..cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt ettt eeeeeeeeees 12
2.2 INFlam@aCION .........cooiiiii e 13
2.2.1 Eventos CelUlares...........coouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
B I 1Y = Yol (0] - Vo [ 1SR 15
2.2.1.1.1 Reconocimiento de macrofagos........cccceevvieeeiiiiiiiiiiii e 15
2.2.1.1.2 Efectos de activacion de los macréfagos ........ccccceeeevvveeiiiviiiiiinnnn. 16
2.2.1.1.3 Mecanismos efectores de los macréfagos en la inflamacion ......... 17

A I O Tt R @31 (0 1 = 1T 18
2.2.1.1.3.2 EStréS OXIALIVO ....vvvvvvvriiirniiiniinnnnnnininnennninnnnnnennnnnnnnnnnnennnnnnnnns 18
2.2.1.1.3.3.1 Especies reactivas de OXigeno0 ........cccceeeveeeeviiiiiiiiiiieee e, 19

3. CAPITULO IlIl. PROCEDIMIENTOS.......occoooooioeriese. 19

3.1. Poblacion y MUESHIa .........c.ccooveieieeeeeeeeeeee e 19
3.1.1. PODIACION ...uviiiiiiiiiiiiiittiiii e 19
TN R |V (1 [T 1 = TSP PUPPPP TP 19

3.2. Preparacion de mMUESEIas .........c.ccccceveveeeeicieceeeceeeee e 20

3.3. CUltiVO CelUIAr ... 20

3.4. Estimulacion con LPS y extractos de frutos...........c.cc.cocun... 20



3.4.1. Sembrado CEIUIAT. ..., 20

3.4.2. Tratamientos de estimulacién con LPS y extractos de frutos ....... 21
3.5, ExtracCion de ARN ..o 21
3.6. Tratamiento con DNaSA..........ccccceevveeiiieciieece e 22
3.7. Expresion génica por RT-qPCR........cccccoivviiiiiiiiecee 23

3.7.1. Analisis de la expresion génica relativa de los genes de interés .. 23
3.8.  Evaluacion estadistica de los resultados..............ccccoceeuenen. 23

4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION................... 24
4.1. Efecto de la mora en la expresion del gen NF-kB en
MAacrofagoS RAW 264.7 .........cccooeveiieeieeeee et 24
4.2. Efecto de la mora en la expresion de los genes pro-
inflamatorios IL-13 y TNF a en macréfagos RAW 264.7 ................ 25
4.3. Efecto de la mora en la expresion del gen iNOS en
MAacrofagoS RAW 264.7 ..ot 26
4.4. Efecto de la mora en la expresion de los genes SOD1 y
SOD2m en macréfagos RAW 264.7 .......cooveveeeeeieceeeeeceee e 27
4.5. Efecto de la mora en la expresion del gen OGGL1 en
MAacrofagosS RAW 264.7 ...t 29
4.6. Efecto de la mora en la expresion del gen CAT en macrofagos
RAW 264.7 ...ttt anes 30

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES............. 31
5.1 CONCIUSIONES ... e 31
5.2 RECOMENUACIONES.......c.eiiiieieieee e 31

REFERENCIAS ..o 33

AN X O S e e 43



1. CAPIUTLO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En los Ultimos afios, ha existido un creciente interés por los alimentos
funcionales, y los beneficios que estos pueden proporcionar a la salud humana.
Consecuentemente, varios frutos han sido estudiados por su potencial como
fuente de compuestos bioactivos (Costa, Garcia, Jimenez, y Silva, 2013, p.
541). Los frutos rojos como fresas, ardndanos y zarzamoras, constituyen una
de las principales fuentes de polifenoles en la dieta, en especial los acidos
benzoicos y cinamicos, flavonoides, catequinas, taninos y antocianinas
(Fuentes et al., 2016). Estudios in vitro han demostrado que las antocianinas
encontradas en las bayas tienen potenciales propiedades anticancerigenas
incluyendo antioxidantes y antiinflamatorias, que se asocian con la capacidad
de contrarrestar el desarrollo de varias afecciones causadas por el estrés
oxidativo, como la obesidad, cancer, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares (Ramirez, Zambrano, Sepulveda,
Kennelly y Simirgiotis, 2014, p. 106). Por esta razon, se entiende que la dieta
juega un papel preventivo importante, y como resultado, existe un incremento
en la demanda de estos alimentos para suministrar antioxidantes vy

antiinflamatorios exdgenos (Nardi et al., 2016, pp. 1239-1241).

Los paises tropicales cuentan con una gran variedad de frutas conformadas por
estos compuestos valiosos. En este sentido, se puede mencionar a la mora de
castilla (Rubus glaucus B.), originaria de los andes y nativa del clima frio; es
considerada como uno de los frutos rojos mas comercializados en Sudamérica
(Cancino, Garcia y Villamizar, 2015, p. 8). En Ecuador se la encuentra de forma
silvestre o cultivada, y se consume en jaleas, jugos o simplemente el fruto. Esto
se debe a que resulta bastante atractiva, gracias a su sabor dulce, aroma, y
color, el cual se ve atribuido a su alto contenido de antocianinas (Kaume,
Howard y Devareddy, 2012, p. 5717). Estudios sobre su composicion han

brindado datos importantes en relacién al contenido de compuestos bioactivos,



reportando, por ejemplo, un total de 1.478 g/kg de contenido de antocianinas
(Rojas y Correa, 2006, pp.117-122). Adicionalmente, diferentes partes de la
planta han sido utilizadas en la medicina tradicional por sus propiedades
antioxidantes. A pesar de dichos reportes, se considera que las investigaciones
acerca del potencial antioxidante y antiinflamatorio que este fruto puede

contribuir a la salud, son limitadas.

La inflamacién es una de las primeras respuestas, poco especifica, producidas
por el sistema inmune innato ante infecciones o lesiones tisulares, con el fin de
atraer més células del sistema inmune al foco de la infeccion, y potenciar la
respuesta inmune (Leon et al.,, 2016, p. 48). Es una respuesta rapida pero
controlada, por lo que se considera eficaz y apropiada, mientras el proceso
inflamatorio se encuentre regulado correctamente y mantenga localizadas,
tanto las células activadas, como los mediadores pro-inflamatorios, por
ejemplo, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la interleucina-6 (IL-6), y la
interleucina-1b (IL-1b). La produccion alta de estos mediadores se ha visto
estrechamente relacionada con la activacion propagada de macrofagos y la
consiguiente patogénesis de algunas enfermedades cronicas (Alvarez-Suarez
et al., 2017, pp. 46-48) Cuando el organismo no es capaz de eliminar el agente
causante de la infeccion o la lesion tisular durante la inflamacion aguda, se
produce lo que se conoce como inflamacion cronica, que involucra la accion de
macrofagos, linfocitos T ayudadores y/o linfocitos T citotoxicos, y células

plasmaticas (Marinovic, 2008, pp. 2-4).

Los macréfagos son células del sistema inmune que tienen como funcion
promover la inflamacion por medio de la produccion de citosinas y quimiocinas,
ademas de fagocitar al patébgeno y presentar el antigeno. Normalmente se
encuentran presentes en todos los tejidos, eliminando desechos celulares para
mantener la homeostasis e integridad, y ayudan a reparar el dafio en los tejidos
mediante la sintesis de matriz extracelular. Al ser activados por citoquinas, 0
por macromoléculas provenientes de microbios (entre otros, el lipopolisacarido

o LPS de las bacterias Gram negativas), los macréfagos obtienen actividad pro-



inflamatoria en un proceso llamado polarizacién M1, generando una respuesta
rapida y no especifica mediante la secreciébn de enzimas, la produccion de
especies reactivas de oxigeno y citoquinas (Lech y Anders, 2013, pp. 989-991).
Durante una inflamacién crénica, una vez activados, los macréfagos pueden
producir dafio en el tejido por cuatro mecanismos principales: induccién de
sintesis de metaloproteasas, produccion de &cido araquidénico, metabolitos de
oxido nitrico, y de especies reactivas de oxigeno (ROS), cuya acumulacién
produce estrés oxidativo (Rosando-Pérez y Mendoza-Nufiez, 2007, p. 63). Si el
estrés oxidativo resulta muy persistente, la inflamacion cronica puede llegar a
producir dafios en el ADN (Marinovic, 2008, pp. 3-4). Por lo tanto, inhibir la
respuesta inflamatoria que resulta excesiva, se ha presentado como una

manera de disminuir el dafio relacionado con el estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es un proceso que se caracteriza por el desequilibrio
bioquimico de la produccion de radicales libres, en relacion a antioxidantes
favoreciendo a los primeros; ya sea por la falta de dichas defensas, o por el
aumento de radicales libres, afectando asi a la homeostasis del organismo, y
causando dafio a nivel celular, tisular o sistémico (Sies, Berndt y Jones, 2017,
p. 717). Por esta razdn, se asocia a este mecanismo con la evolucion de varias
enfermedades crénicas como el Alzheimer, la artritis y la diabetes (Rosando-
Pérez y Mendoza-Nufiez, 2007, p. 59).

1.2 Planteamiento del problema

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) son la causa numero uno
de mortalidad en el mundo, y sobre todo en los paises en vias de desarrollo.
Segun los datos de la World Health Organization (WHO) (2016), se estimé que
el 73% de las muertes en el Ecuador fueron por ECNT; con un 24% para
enfermedades cardiovasculares, 17% céancer, 8% diabetes, 5% enfermedades
respiratorias, y 19% otras ECNT. Siendo una de las principales causas

fisiopatoldgicas para las ECNT, se considera necesario buscar soluciones para



contrarrestar la inflamacion y el estrés oxidativo subsiguiente, que podrian
encontrarse en la ingesta de alimentos ricos en compuestos bioactivos capaces

de actuar como antiinflamatorios y antioxidantes.

El poco consumo de frutas y verduras conlleva a varias situaciones
desfavorables en relacion a la nutricion, principalmente a la ingesta insuficiente
de estas sustancias biol6gicamente activas como: compuestos fendlicos,
carotenoides, glucosinolatos, etc. (Ondarza y Higuera, 2016, pp. 1-4). Se ha
demostrado que la ingesta insuficiente de estas sustancias, forma parte de los
diez principales factores de riesgo relacionados con la mortalidad atribuible
(World Health Organization [WHO], 2013). En el Ecuador se utilizan tan solo la
tercera parte de las especies vegetales disponibles para la alimentacion y la
mayoria de personas no consumen los mas de 400 gramos de frutas y
verduras al dia recomendados para mejorar la salud y reducir el riesgo de
ciertas enfermedades no transmisibles (WHO, 2019). Algunos frutos, en
especial los frutos rojos como la mora, no se consideran un alimento con
importante potencial benéfico para la salud, por la escasa informacion acerca
de sus propiedades. Dicho falta de conocimiento ha limitado la tradicion del
consumo frecuente de estas fuentes naturales de compuestos bioactivos
(Moya, 2013, pp. 4-7). En este sentido, se considera necesario investigar las

propiedades antiinflamatorias que podrian encontrarse en la mora.

1.3 Objetivo general y objetivos especificos

Objetivo general:

Estudiar las propiedades anti-inflamatorias de extractos de mora del Ecuador

en macroéfagos de raton, estimulados con LPS.

Objetivos especificos:

e Inducir una respuesta inflamatoria en macréfagos de ratén (células
RAW).



o Determinar la dosis y tiempo Optimos de extractos de mora, para

producir una respuesta antiinflamatoria potente.

« Investigar la capacidad antiinflamatoria de extractos de mora, a través

de experimentos de estimulacion de células RAW (macrofagos de raton).

1.4 Justificacion de la investigacion

El Ecuador es uno de los paises con mayor biodiversidad, reconocido
mundialmente por su rigueza con respecto a las plantas, asi como la variedad
de frutos que se pueden encontrar. Como se mencion0 anteriormente, las
frutas y verduras son esenciales para la salud, y el consumirlos diariamente en
suficiente cantidad podria ayudar a prevenir enfermedades importantes con alta
tasa de mortalidad, como lo son las enfermedades cronicas no transmisibles.
Segun calculos realizados por la World Health Organization (WHO) (2013, pp.
1-2), se podrian salvar 1.7 millones de vidas cada afo si se incrementara el
consumo de estos alimentos ricos en compuestos bioactivos, con propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias, como se sospecha ser el

caso de la mora andina.

Varios estudios se han basado en la correlacion inversa que existe entre el
consumo de frutas y el riesgo de enfermedades crénicas. En este sentido, se
ha demostrado la capacidad antiinflamatoria y protectora in vitro de algunos
extractos de frutos rojos contra el dafio celular mediado por la inflamacién, tras
estimular las células con los extractos y posteriormente con el agente pro-
inflamatorio (Lee et al., 2014, pp. 404-405). Sin embargo, también se desea
observar los efectos que estos pueden tener al realizar un estimulo simultaneo
de los mismos, asi como al estimular las células con el agente pro-inflamatorio

antes del antiinflamatorio.

Por esta razén, surge la necesidad de profundizar los estudios sobre las

propiedades potencialmente antiinflamatorias que puede poseer la mora,



justificando y permitiendo fomentar su consumo constante en la dieta, como
fuente natural de compuestos biolégicamente activos para la prevencion y
tratamiento de diferentes enfermedades relacionadas con una inflamacién

exagerada y/o cronica, y con el estrés oxidativo subsiguiente.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Conformacién quimica de la mora

2.1.1 Polifenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles son las sustancias mas numerosas del
reino vegetal, con mas de 8000 estructuras descritas (Bravo, 2009, p. 317).
Son un grupo de moléculas solubles en agua, que se encuentran conformadas
por varios grupos fendlicos. Se producen por el metabolismo secundario de las
plantas, y estan involucrados en varios de sus procesos, como el crecimiento,
la pigmentacion, y las reacciones de defensa, entre otras. Los polifenoles
pueden clasificarse segun la cantidad de anillos fendlicos que poseen y en
funcidn a los elementos que presenten dichos anillos. En este sentido, se
dividen en dos grupo principales: los flavonoides y los no flavonoides
(Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012, pp. 77-78). Para la mora de castilla se
ha reportado una cantidad total de polifenoles de 2.66 mg GAE/g FW (Alarcon-
Barrera et al., 2018, pp. 229).

Los polifenoles son el grupo mas estudiado gracias a su actividad antioxidante,
gue se ve atribuida a su capacidad de captar radicales libres, actuar como
guelantes de metales, e inhibir la lipoxigenasa (Quifiones, et al., 2012, p. 77).
Ademas, se ha observado que son capaces de impedir que las células
cancerigenas sigan proliferando, e interactian con la membrana lipidica al
comportarse como una barrera fisica en contra de radicales hidrosolubles. Para

inhibir los radicales libres en la oxidacion lipidica, los polifenoles donan un



electron de su grupo hidroxilo (OH-); o se estabilizan gracias a su estructura
aromatica por resonancia del radical resultante. Sin embargo, también pueden
actuar como agentes prooxidantes, por lo que, los compuestos fendlicos solo
se pueden clasificar como antioxidantes si cumplen con dos condiciones: que el
sustrato que se va a oxidar se encuentre a una concentraciéon mayor que la de
los polifenoles que van a retrasar, o prevenir, la oxidacién provocada por un
radical libre; y que, tras secuestrar al radical, este sea estable y no sea capaz
de actuar en la oxidacion. Esta actividad antioxidante varia segun el grupo y la
solubilidad en fase lipidica o acuosa del compuesto fendlico (Bravo, 2009, p.
327).

2.1.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos conformados por dos anillos
aromaticos de 6 carbonos (A y B), unidos a un anillo heterociclo oxigenado de 3
carbonos (C), con un doble enlace entre C2 y C3 (Figura 1) (Wang, Li, y Bi,
2018, pp. 12-14). Las diferentes clases de flavonoides (antocianidinas,
flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, flavanoles y taninos
condensados), varian en el patron de sustitucion del anillo C, asi como en su
grado de oxidacion; mientras que los compuestos dentro de estas clases, se
diferencian en los patrones de sustituciones de los anillos A y B. Los anillos
bencénicos se han visto asociados con el potencial antioxidante de los

flavonoides en las plantas (Quifiones et al., 2012, pp. 78-79).



Figura 1. Estructura quimica basica de los flavonoides

Adaptado de (Martinez-Fl6rez, Gonzéalez-Gallego, Culebras y Tufién., 2002, p.
272)

Los mecanismos antioxidantes principales de los flavonoides pueden incluir el
(1) inhibir enzimas, o quelar elementos involucrados en la producion de
radicales libres, suprimiendo la formacion de especies reactivas de oxigeno; asi
como (2) buscar y reducir radicales libres mediante la donacion de atomos de
hidrogeno (Wang et al., 2018, p. 16). Ciertos flavonoides pueden absorberse
por la membrana celular y de esta manera protegerla de los radicales libres.
Ademas, al ser hidrosolubles y liposolubles, pueden traspasar la barrera
hematoencefélica, protegiendo a las celulas del cerebro. Por otro lado,
contribuyen al aumento de la efectividad de las celulas NK (Natural Killer cells)
del sistema inmune, combatiendo la inflamacion. Esto se explica por su accion
inibitoria del factor de transcripcion NFkB, el cual activa la expresion de
citosinas proinflamatorias; o por inhibir la actividad enzimatica del metabolismo
del acido araquidoénico (Pietta, 2000, pp. 1036-1041).

Los flavonoides mas comunes en las bayas son la quercetina, el kaempferol, y
la myrecitina; los cuales han probado ser importantes para la regulacion de la
concentracion intracelular del glutation, contribuyendo a la induccion del
sistema antioxidante en las celulas (Kaume et al., 2012, p. 5718). En la mora
de castilla se ha encontrado 1.25 mg CE/g FW del contetenido total de

flavonoides (Alarcon-Barrera et al., 2018, p. 229).



2.1.3 Antocianinas

Las antocianinas estdn compuestas por antocianidinas, formadas por dos
anillos (A y B) que se encuentran unidos por una cadena de 3 carbonos. Las
variaciones, tanto de la cantidad como de la orientacibn de sus grupos
hidroxilos, en el anillo B dan lugar a 19 tipos diferentes de antocianidinas, de
las cuales 6 son comuUnmente encontradas en las plantas: pelargonidina,
delfinidina, cianidina, peonidina, malvidina, y petunidina (Castafieda-Ovando,
Pacheco-Hernandez, Paez-Hernandez, Rodriguez, y Galan-Vidal, 2009, pp.
360-361). En la mora se encuentran diferentes tipos de cianidinas (Tabla 1),
siendo la cinidina 3-dioxaloylglucosida exclusiva para este tipo de fruto. Al ser
pigmentos hidrosolubles ubicados en las vacuolas de las células, las
antocianinas confieren los colores rojos, rosas, purpuras, azules y naranjas, de
frutos, flores y hojas. Los dobles enlaces absorben la luz a 500 nm, causando
pigmentos visiblemente rojos para el ojo humano; mientras que el incremento
de hidroxilacion produce tonalidades mas oscuras, acercandose al azul (Kaume
et al., 2012, pp. 5717-5718). La mora de castilla es de color rojo brillante, y
pasa a ser morado oscuro cuando madura. Para este fruto se ha reportado un
contenido total de antocianinas de 0.49 mg PgEqg/g FW (Alarcon-Barrera et al.,
2018, p. 229).

Tabla 1.

Antocianinas presentes en la mora

Cianidina 3-glucosido Cianidina 3-arabinésido
Cianidina 3-galactésido Malvidina 3-arabindsido
Cianidina 3-xilésido Perlargonidina 3-glucdsido
Cianidina 3-dioxalyl-glucésido Cianidina 3-(6-malonil) glucésido
Cianidina 3-rutinésido Cianidina 3-(3-malonil) glucésido
Cianidina 3-soforosido Cianidina 3-dioxaloilglucésido
Cianidina 3-glucosilrutinosido Cianidina 3-arabinésido
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Malvidina 3-arabinosido

Adaptado de (Kaume et al., 2012, p. 5718)

Las antocianinas juegan un papel importante en la prevencion de varias
enfermedades, al poseer actividad antiinflamatoria y antioxidante. Sin embargo,
la propiedad antioxidante de las antocianinas esta directamente relacionada
con su estructura quimica, aumentando proporcionalmente segun la cantidad
de grupos hidroxilos. Las que contienen grupos 3', 4'-dihidroxi quelan iones
metalicos con mayor rapidez, formando complejos estables. Ademas, la
actividad antioxidante de las antocianinas depende de orientacion de sus
anillos, la cual determina la habilidad de donar un atomo de hidrogeno a un
radical libre, y su capacidad de tolerar un electrén no apareado (Miguel, 2011,
pp. 10-12).

2.1.4 Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos solubles en agua, encontrados en
muchas bayas. Se caracterizan por formar complejos insolubles con proteinas,
acidos nucleicos, alcaloides, o polisacaridos; lo que ademas causa que
generen un sabor particular, conocido como gusto tanico. Basandose en su
estructura se clasifican en dos grupos: hidrolizables (ET y galotaninos) y

condensados (proantocianidinas) (Kaume et al., 2012, p. 5719).

Los taninos hidrolizables estan formados por un nicleo de glucosa estratificado
con acido fenolcarboxilico como el acido galico, en cuyo caso se les conoce
como galotaninos; o si contienen acido hexahidroxidifénico, se les llama
elagitaninos. Las plantas son capaces de formar estos o una mezcla de ambos
tipos. En la mora se han identificado taninos hidrosolubles de tipo elagitaninos
(Tabla 2) (Koleckar et al., 2008, pp. 439-441).

Tabla 2.

Taninos presentes en la mora

Sanguiin H-6 galoil-HHDP glucosa
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Lambertanina C Sanguiin H-2
Pedunculagina Sanguiin H-6 més residuo de acido
galoil-bis-HHDP glucosa galico
Sanguiin H-10 isomero Acido elagico
Sanguiin H-6 menos residuo de acido Castalagina / vescalagina
galico Conjugados de pentosa de acido metil
Lambertianina C menos residuo de elagico
acido galico

Adaptado de (Kaume et al., 2012, p. 5718)

Por otro lado, los taninos condensados, también conocidos como
proantocianidinas, que son oligdmeros y polimeros de flavonoides formados
por nucleos de flavan-3-ol o catequinas. Se clasifican a las proantocianidinas
segun su patron de hidroxilacion en prodelfinidinas, procianidinas y
propelargonidinas. En las bayas se han encontrado dos tipos principales:
propelargonidinas y procianidinas. (Vazquez-Flores, Alvarez-Parrilla, Lépez-
Diaz, Wall-Medrano, y de la Rosa, 2012, pp. 88-90). En la mora de castilla se
ha identificado un contenido total de taninos de 0.95 mg TAEq/g FW (Alarcon-
Barrera et al., 2018, p. 229)

Los taninos cuentan con actividad antioxidante por ser capaces de eliminar
radicales libres, al donar electrones para promover una estructura mas estable,
y como resultado, menos dafiina. Esta propiedad aumenta por el alto grado de
hidroxilacion de sus anillos aromaticos, asi como por tener un mayor peso
molecular. Ademas, inhiben a la sintetasa de o6xido nitrico, reduciendo la
produccion de NO, asi como otras enzimas prooxidativas. Las
proantocianidinas protegen a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) frente a
la oxidacién, la cual las modifica provocando lesiones ateroscleréticas
(Koleckar et al., 2008, pp. 439-441).
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2.1.5 Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos lipéfilos, responsables de las coloraciones
rojas, amarillas y naranjas de frutas y vegetales. En la actualidad, se han
identificado aproximadamente 750 tipos, formados por 8 isoprenoides. Segun
su conformacion quimica, se clasifican en dos grupos: xantofilas, las cuales
cuentan con oxigeno como grupo funcional (zeaxantina y luteina); y carotenos,
gue no contienen grupos funcionales, solo cadena de hidrocarburo (licopeno, a-
caroteno y B-caroteno). Los carotenoides, sean xantéfilas o carotenos, pueden
exhibir una estructura ciclica en uno o ambos extremos como el B-caroteno; o
aciclica como el licopeno (Moo-Huchin et al., 2017, pp. 605-606). Los que
cuentan con anillo B-ionona no sustituido (a-caroteno, a-criptoxantina, B-
criptoxantina y B-caroteno), son capaces de convertirse en vitamina A. Por otro
lado, el licopeno carece de esta actividad pero es un potente antioxidante; lo
gue protege al sistema celular y ayuda a disminuir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Saini, Nile, y Park, 2015, pp.735-736). Para la mora de
castilla se ha reportado un contenido total de B-caroteno de 91.71 ug/100 g FW,
asi como un contenido total de luteina de 538.66 ug/100 g FW (Alarcon-Barrera
et al., 2018, p. 229).

La actividad antioxidante de los carotenoides se encuentra en su capacidad de
escindir radicales peroxilo, especies reactivas de oxigeno, y oxigeno molecular.
Esto se debe a que pueden neutralizarlos por aceptacion de electrones, gracias

a sus enlaces dobles conjugados (Saini et al., 2015, pp. 736-737)

2.1.6 Vitaminas

La vitamina C, también conocida como acido ascoérbico, es un compuesto
soluble en agua gque no puede ser producido por el cuerpo humano, pero que
ejerce varias funciones en este. Resulta fundamental para la biosintesis de
colageno, neurotransmisores y carnitina, asi como la absorcion del hierro.
Estas funciones se derivan de sus propiedades como agente quelante y

reductor, al ser donante de electrones; lo que al mismo tiempo le confiere
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actividad antioxidante (Lizcano, Davila, y Hernandez, 2019, p. 155). La vitamina
C actua como antioxidante al romper cadenas en la peroxidacion de lipidos, ya
gue es capaz de reaccionar con radicales peroxilo; o a partir de la reduccién del
radical a-tocoeroxilo, generando Vitamina E (a-tocoferol), otro antioxidante
(Padayatty et al., 2003, p. 19). Estudios han demostrado que la ingesta de
vitamina C también puede reducir los niveles de citosinas pro-inflamatorias,
incluyendo IL-6 y TNF-a (Ellulu, Rahmat, Patimah, Khaza, y Abed, 2015, p.
3406). En la mora de castilla se ha reportado un contenido total de vitamina C
de 92.92 mg/100 g FW (Alarcon-Barrera et al., 2018, p. 229).

2.2 Inflamacion

El sistema inmune de los mamiferos es un sofisticado mecanismo de defensa
en contra de agentes infecciosos y lesiones tisulares, que se divide en innato y
adaptativo. La inflamacién es una de las primeras respuestas producidas por el
sistema inmune innato, con el fin de potenciar la respuesta inmune. Entre los
principales procesos dentro de una respuesta inflamatoria se encuentra el
incremento de flujo sanguineo, aumento de permeabilidad capilar, el
reclutamiento y movilizacion celular hacia el foco de la inflamacién, todas
acciones mediadas por citosinas y quimiocinas secretadas inicialmente por
células del sistema innato que residen en el tejido infectado o dafiado (Leodn et
al., 2016, p. 48). Estas células que incluyen los macréfagos y los neutrofilos
una vez reconocen moléculas de patégenos (PAMPSs) o sefiales de dafio tisular
(DAMPs) se activan y empiezan a secretan citosinas y quimiocinas
proinflamatorias. La inflamacion aguda se caracteriza por producir calor,
enrojecimiento, hinchazon, dolor, y deterioro de las funciones; lo que se debe a
la vasodilatacién, el aumento del flujo sanguineo subsiguiente, el aumento de la
permeabilidad vascular que conduce a una acumulacion de liquido en el

espacio extracelular y distorsién del tejido.

Sin embargo, cuando esta no se elimina el patégeno la inflamacién persiste por

un largo periodo de tiempo y se produce lo que se conoce como inflamacion
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cronica. La inflamacion cronica se caracteriza por la infiltracion local de
macroéfagos vy linfocitos, dafio tisular, y reparacion por fibrosis y angiogénesis
(Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy, y Malik, 2014, p. 1127).

2.2.1 Eventos celulares

Las respuestas inmunes siguen una serie de eventos que involucra tres pasos:
reconocimiento, activacion y mecanismos efectores. El reconocimiento por
parte de las células es necesario para detectar al agente causante de la
inflamacion o el dafio tisular, asi como para reclutar mas células y
desencadenar una respuesta inmediata. Una vez los receptores de patrones de
la célula se unen con sus ligandos respectivos la célula se activa con el fin de
desencadenar sus mecanismos efectores, es decir el conjunto de mecanismos
gue usa para conducir a la eliminacion del patdégeno y/o la reparacion del dafio
tisular. (Wuy Chen, 2014, p. 1).

En el proceso inflamatorio intervienen varias células conocidas como
leucocitos; entre las que se encuentran los granulocitos (neutrofilos, eosinofilos,
basdfilos, y las células cebadas), macréfagos y células dendriticas. Sin
embargo, las células fundamentales para el desencadenamiento de la
inflamacion son los macrofagos residentes en el tejido afectado y los neutréfilos
reclutados, conjuntamente denominados células inflamatorias. El reclutamiento
de los leucocitos al foco de la inflamacion se realiza mediante quimiotaxis,
migracion, adhesion y diapédesis. Las células ubicadas en el centro de la
infeccion, liberan quimiocinas que atraen y citosinas que activan mas células
del sistema inmune innato. Por lo general los leucocitos se encuentran
circulando en los vasos sanguineos, pero al iniciar el proceso inflamatorio,
gracias a la accion de varias moléculas de adhesion, estos se unen a las
paredes endoteliales y atraviesan el vaso, en un fenbmeno que se conoce
como diapédesis. Adicionalmente, para llegar al foco de la infeccién se debe
romper la membrana basal del endotelio por medio de metaloproteinasas (eg.
MMP9).
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Al llegar al sitio de la infeccidn, los monocitos se diferencian en macrofagos, y
junto con los neutrdfilos y las células dendriticas, fagocitan al agente causante
de la infeccion. Para esto, los leucocitos reconocen al patégeno, lo engloban y
endocitan, formando en su interior lo que se conoce como fagolisosoma. Esta
estructura contiene diferentes enzimas que les permiten degradar al patégeno
(Newton et al., 2012, pp. 1-3). Normalmente, después de realizar su funcién,
los neutréfilos se someten a apoptosis exponiendo partes del patégeno
degradado para potenciar la respuesta inmune.

Por otro lado, en una inflamacion cronica existe involucramiento de macréfagos
y linfocitos T los cuales infiltran el tejido infectado propagando el proceso
inflamatorio (Kolaczkowska y Kubes, 2013, pp. 160-161). Los macrofagos son
las células dominantes de la inflamacion crénica, cuya acumulacion persiste
por un reclutamiento permanente y la proliferacion local de los mismos. De esta
manera, la inflamacion local propagada y mal controlada durante una

inflamacion crénica genera lesion tisular (Marinovic, 2008).

2.2.1.1 Macrofagos

Los macrofagos realizan funciones indispensables en la inmunidad innata,
desempeiiando un rol central en la inflamacion. Contribuyen a la eliminacion de
patdégenos o células dafiadas por medio de la fagocitosis y su posterior
degradacion, y también ayudan a la activacién del sistema inmune adaptativo

por medio de la presentacion de antigeno (Wynn y Vannella, 2016, p. 450).

2.2.1.1.1 Reconocimiento de macrofagos

Las células del sistema inmune innato son capaces de reconocer un amplio
espectro de patdgenos incluyendo virus, hongos, parasitos y bacterias, asi
como dafio celular. El reconocimiento de ambos, patégenos y dafio celular o

tisular, esta mediado por receptores de reconocimiento de patrones
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moleculares (PRR, pathogen recognition receptors). Estos reconocen
estructuras moleculares ampliamente compartidas por diferentes patégenos,
llamados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) o moléculas
propias expuestas solo en el caso de dafio celular, llamadas alarminas o
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs). Tras dicho reconocimiento,
los PRRs empiezan un programa de sefializacion que desencadena las
respuestas defensivas del sistema inmune para eliminar al patégeno o reparar
el tejido (Takeuchi y Akira, 2010, p. 637).

Los receptores de tipo Toll (TLRs) son los que mejor se han caracterizado, y se
sabe que reconocen una amplia gama de PAMPs. Los TLRs son proteinas
transmembrana formadas por repeticiones ricas en leucina (LRRs), las cuales
median el reconocimiento de los PAMPs. Se los encuentra expresados en las
superficies de las células o asociados a vesiculas intracelulares. Existen
diferentes tipos de TLRs que reconocen diferentes PAMPs, como el TLR4 que
es capaz de detectar el lipopolisacarido (LPS), un componente estructural de la
membrana externa de bacterias Gram negativas. Tras reconocer el PAMP
respectivo, los TLRs reclutan moléculas adaptadoras, y desatan eventos de
sefalizacion que culminan en la activacion del factor de transcripcion NF-kB.
Este, a su vez, activa la transcripcion de genes que codifican para citosinas
inflamatorias, quimiocinas, IFN tipo | y péptidos antimicrobianos (Moresco,
LaVine, y Beutler, 2011, p. 1).

2.2.1.1.2 Efectos de activacién de los macréfagos

Los macréfagos son células capaces de experimentar activacion clasica M1 o
pro- inflamatoria, estimulada por ligandos de TLRs e IFN-y; asi como activaciéon
alternativa M2 o pro-fibrética, estimulada por IL-4 e IL-13. Durante una
infeccion, los macréfagos exhiben el fenotipo pro-inflamatorio (M1). Dichos
macrofagos producen Oxido nitrico y radicales libres de oxigeno en sus
fagolisosomas secretan quimiocinas para atraer a otras células inmunes y

citosinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-0), la
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interleucina-1b (IL-1b) y la interleucina-6 (IL-6) para ayudar el acceso de la
células reclutadas al sitio de la infeccidén y activar procesos de destrucciéon de
los microorganismos invasores. Sin embargo, también pueden dafiar a los
tejidos cercanos por medio de la produccion aberrante y propagada de ROS,
sintesis de metaloproteinasas, produccién de NO por parte de la enzima 6xido
nitrico sintasa (iINOS) y NADPH, y acido araquidonico (Lech y Anders, 2013,
pp. 989-991). En consecuencia, se relaciona a los macrofagos M1 con varias
enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunes. Por lo tanto, estas
respuestas deben ser estrechamente controladas para impedir que ocurra dafo
colateral grave en el tejido (Murray y Wynn, 2011, p. 729). En estos casos las
células sobre expresan varias enzimas protectoras o0 reparadoras,
principalmente OGG1 que repara dafios en el el ADN mediante escision de
base en los residuos 8-0xoG, asi como las superoxido dismutasas SOD1 y
SOD2m, que destruyen radicales libres al convertirlos en peroxido de
hidrogeno y oxigeno molecular (Wang et al., 2018, p. 628). Adicionalmente, se
expresa la enzima catalasa (CAT) que transforma el peroxido de hidrogeno en

agua y oxigeno molecular (Glorieux y Calderon, 2017, pp. 1095-1097).

Ademéas de actuar en la respuesta pro-inflamatoria y antimicrobiana, los
macrofagos se encuentran involucrados en la reparacion del tejido. Estos
pueden exhibir un fenotipo antiinflamatorio (M2) por la estimulacién de IL-4, IL-
13. Antagonizan la actividad de los macréfagos M1, desempefiando funciones
de cicatrizacion y restauracion del homeostasis del tejido por medio de la
secrecion de las citosinas profibréticas clasicas (IL-10 y TGF-). De la misma
manera, favorecen a la regeneracion tisular al: promover la diferenciacion de
los fibroblastos, estimular la sintesis de colageno e incrementar la expresion de
inhibidores de metaloproteinasas que impiden la degradacion de la matriz
extracelular. Estudios han demostrado que los dos fenotipos son

intercambiables (Wang, Liang, y Zen, 2014, p. 3).

2.2.1.1.3 Mecanismos efectores de los macréfagos en la inflamacion
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2.2.1.1.3.1 Citosinas

La respuesta inflamatoria se encuentra orquestada por varias citosinas, entre
las cuales las mas importantes son las pro-inflamatorias (IL-6, IL-1b y TNF-a).
Los macréfagos son las principales células productoras de citosinas en la
inflamacion cronica. Al secretar IL-1, favorecen a la destruccion del tejido al
aumentar la expresion de metaloproteasas, permitiendo el paso de los
leucocitos a través de las paredes de vasos sanguineos. Ademas, dificulta la
reparacion tisular al inhibir la sintesis de proteoglicanos y colageno (Takeuchiy
Akira, 2010, p. 805). Un tipo de citoquinas conocidas como quimiocinas, son

altamente especificas para leucocitos y los reclutan hacia el tejido inflamado.

2.2.1.1.3.2 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo hace referencia a la accion de radicales libres que afectan a
las células, cuando existe un desequilibrio entre la produccion de ROS vy los
mecanismos antioxidantes. Esto provoca danos que conllevan a cambios
bioquimicos y fisiolégicos, causando deterioro y muerte celular. Este
desequilibrio podria asociarse a un déficit en el mecanismo antioxidante o a
una proliferacion descontrolada de radicales libres (Coronado, Vega, Gutiérrez,
Vazquez, y Radilla, 2015, p. 207).

2.2.1.1.3.3 Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas inestables y altamente reactivas por
tener uno o mas electrones no apareados. Pueden donar o aceptar un electron
de otras moléculas, comportandose como oxidantes o reductores, siendo
dafinas para lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos. Cuando estos
componentes que son muy importantes para la célula se oxidan, pierden sus
funciones normales, y la acumulacién de estos dafios puede causar la muerte

celular. Se puede producir diferentes tipos de dafio oxidativo en el ADN:
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cambio en las bases nitrogenadas, ruptura de la estructura azlcar-fosfato, de
una o las dos hebras, y por la formacién de uniones cruzadas. El producto de
oxidacion mas comun del ADN es la lesion de la base 8-oxo-7,8-dihidroguanina
(8-0x0G). Los radicales libres tienen una vida media corta, por lo cual actian
cerca del lugar donde se forman (Wojtunik-Kulesza Oniszczuk, Oniszczuk, y
Waksmundzka-Hajnos, 2016, pp. 40-42).

2.2.1.1.3.3.1 Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno, o ROS, son metabolitos del oxigeno que ha
sido parcialmente reducido, adquiriendo gran capacidad oxidante. En
concentraciones normales, actian como moléculas sefializadores que regulan
el crecimiento celular, su diferenciacion, apoptosis, y adhesion a otras células.
Sin embargo, en altas concentraciones resultan perjudiciales para las células,
porque oxidan proteinas, lipidos, y dafian el ADN. Es por esto que la
produccion prolongada de ROS juega un papel fundamental en la inflamacion
cronica. Las especies mas conocidas son: el anion superoéxido, el peréxido de
hidrogeno, y el radical hidroxilo (Mittal et al., 2014, p. 1127).

3. CAPITULO Illl. PROCEDIMIENTOS

3.1. Poblacion y muestra

3.1.1. Poblacion

La poblacion corresponde a los mercados de frutos de mora (Rubus glaucus

B.) del Ecuador, de la region de Ambato.

3.1.2. Muestra
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Las muestras utilizadas corresponden a los extractos de frutos mora (Rubus
glaucus B.) del Ecuador, de la region de Ambato.

3.2. Preparacién de muestras

Las muestras se lavaron y trituraron con nitrégeno liquido, utilizando pistilo y
mortero, y se liofilizaron hasta estar completamente secas. De este liofilizado
se pesé 2 g de la muestra y se extrajo en una solucion de metanol/agua
(80:20), dejando en agitacion por 2 horas. Posteriormente, se centrifugé y una
vez obtenido el pellet, se lavd nuevamente en una soluciéon de metanol/agua
(80:20) y se coloco en el rotavapor a 45°C. Por ultimo, se retird el solvente

restante en un concentrador al vacio a 37°C, por 1 hora aproximadamente.

3.3. Cultivo celular

Para el cultivo de células RAW 264.7 (ATCC) (Anexo 1) se utiliz6 20 ml de
medio "Dulbeco’s Modified Eagle Medium”™ (DMEM) alto en glucosa y
suplementado con glutamina, 5000 unidades/ml de Penicilina-Estreptomicina y
10% de Suero Bovino Fetal (FBS). Las células se incubaron a una temperatura
de 37°C con 5% de CO.. Los experimentos de estimulaciones de células se
realizaron entre los pases 4 y 10 de los cultivos celulares (American Type
Culture Collection [ATCC], 2018).

3.4. Estimulaciéon con LPSy extractos de frutos

3.4.1. Sembrado celular
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Al llegar a una confluencia de aproximadamente el 80%, las células se
levantaron, se contaron en una placa Neubauer (Bastidas, 2008) vy se
sembraron en placas de 6 pocillos en una concentracion de 0.3x10°
células/pocillo, en un volumen final de 2 ml por pocillo. Las placas se incubaron

a 37°C con 5% de COg, por 24 horas, antes de las estimulaciones.

3.4.2. Tratamientos de estimulacién con LPSy extractos de frutos

Se realizaron 6 diferentes tratamientos en cada experimento.

1. Control negativo (condicion donde se agrega solo medio sin
ninguna estimulacion por 24 horas)

2. 0.1 ug/ml de LPS por 24 horas

3. 80 ug/ml de mora por 24 horas

4. 0.1 ug/ml de LPS y 80 ug/ml de mora simultdaneamente, por 24
horas

5. 0.1 ug/ml de LPS por 24 horas, no se lavaron las células y se
agrego 80 ug/ml de mora por 24 horas mas.

6. 80 ug/ml de mora por 24 horas, no se lavaron las células y se

agrego 0.1ug/ml de LPS por 24 horas mas.

Para las estimulaciones se agreg6 1ml adicional de medio suplementado para
un total de 3ml por pocillo. Después de cada estimulacion las células se

incubaron bajo las mismas condiciones para el tiempo total de la estimulacion.

3.5. Extraccién de ARN

El ARN de las células RAW se extrajo por el método de TRIzol™ Reagent.
Brevemente: el medio fue desechado y cada pocillo lavado dos veces con
Phosphate Buffer Saline (PBS). Después se colocé 1 ml de TRIzol en cada

pocillo y los lisados fueron transferidos a tubos para ser incubados por 5
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minutos a temperatura ambiente. En los tubos se agreg6 0.2 ml de cloroformo
por cada 1 ml de TRIzol utilizado para la lisis seguido por vortex de cada tubo,
y se incubo por 10 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron
por 15 minutos a 12000 x g a 4°C, para separar la muestra en 3 fases: superior
o fase acuosa que contiene el ARN, interface o intermedia que contiene
principalmente ADN e inferior u organica que contiene restos de ADN vy
proteinas. Se transfirid la fase acuosa a tubos nuevos. A estos tubos se les
agregd6 0.5 ml de isopropanol por 1 ml de TRIzol utilizado en la lisis con el fin de
precipitar el acido nucleico. Se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente,
y se centrifugd por 10 minutos a 1200 x g a 4°C. Con una micropipeta, se
descarto el sobrenadante y se realizaron 2 lavados, resuspendiendo el pellet en
1ml de etanol al 75% por 1ml de TRIzol utilizado en la lisis para purificar la
muestra de sales. Se realizé vortex de cada tubo y se centrifugd por 5 minutos
a 7500 x g a 4°C. Entre lavados se descarto el sobrenadante. Después del
segundo lavado se descarto el sobrenadante y se dejo secar el pellet de ARN a
temperatura ambiente por 10 minutos. Los pellets se resuspendieron en 50ul

de agua tratada con DEPC (Pirocarbonato de dietilo) (Invitrogen, 2016).

Las concentraciones finales de ARN se cuantificaron en el Nanodrop a una

absorbancia de 260 nm y también se calculo la pureza de cada muestra.

3.6. Tratamiento con DNasa

Para la purificacion del ARN del ADN gendmico se utilizé el kit TURBO™
DNase de Ambion. Los voliumenes para la reaccion se mezclaron en tubos de
0.5 ml, con 2 unidades/ul de enzima Turbo DNasa, para un volumen final de
50ul. Estos tubos se incubaron por 30 minutos a 37°C. Para inactivar las
DNasas, se agregd EDTA a una concentracion final de 15 mM y se incubd a
75°C por 10 minutos (Ambion, 2012, pp. 1-2).

Por altimo, las concentraciones finales de ARN se cuantificaron en el Nanodrop

a una absorbancia de 260 nm, y se almacenaron las muestras a -80°C.



23

3.7. Expresién génica por RT-gPCR

La transcripcion inversa y la PCR en tiempo real subsiguiente se realizaron con
el kit SuperScript Il Platinum SYBR Green One-Step RT-gPCR (Invitrogen,
2010), segun el protocolo presentado en el Anexo 2. Se utilizaron primers de 8
diferentes genes asociados con respuestas, tanto pro-inflamatorias como
antiinflamatorias (TNF-a, IL-1b, NFkb), y otros genes asociados con el estrés
oxidativo (OGG1, iNOS, SOD1, SOD2m, CAT); asi como para el gen
housekeeping (Act-b).

Las secuencias de los pares de primers utilizados para cada gen se presentan

en el Anexo 3.

Adicionalmente se programo un analisis de la curva de melting de los productos
de la gPCR para verificar la formacion de productos especificos y evaluar la

interferencia de dimeros de primers en nuestros resultados.

3.7.1. Analisis de la expresion génica relativa de los genes de interés

La expresion génica relativa de cada gen de interés se calculé mediante el
método AACt descrito por Livak (Livak y Schmittgen, 2001, pp. 403-406).

3.8. Evaluacion estadistica de los resultados

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistic para
Windows version 2.0. Se calculé el valor medio + desviacion estandar (DE) para
tres experimentos individuales. Los datos entre los diferentes grupos se
analizaron estadisticamente utilizando ANOVA de una via y la prueba post hoc

de Tukey; P<0.05 fue considerado significativo y P<0.01 altamente significativo.
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4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de la mora en la expresion del gen NF-kB en macréfagos RAW
264.7

El factor de transcripcion NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells — factor nuclear potenciador de cadena ligera kappa de
linfocitos B) es un complejo de proteinas que controla la transcripcion del ADN
para activar ciertas respuestas inmunes, principalmente inflamatorias. Puede
ser activado por una amplia variedad de estimulos, aunque los inductores mas
potentes son lipopolisacaridos (LPS) (Reddy y Serasanambati, 2016, p. 373).
Estos estimulan vias de sefalizacion de macrofagos por dos adaptadores de
TLR, MyD88 y TRIF. La via MyD88 es esencial para la expresion de citocinas
pro-inflamatorias y su sefalizacion implica la activacion de factor de
transcripcion clave de los macréfagos NF-kB citoplasmatico, para ser
trasladado al nucleo e inducir la expresion de varios genes inflamatorios,
incluidos TNF-a y IL-1B (Liu, Zhang, Joo, y Sun, 2017, p. 4). Se conoce que las
antocianinas tienen efectos antiinflamatorios por diferentes mecanismos,
incluyendo la inhibicion de la translocacion nuclear de NF-kB (Lee et al., 2014,
p. 409). Los frutos rojos como fresas, arandanos y zarzamoras, constituyen una
de las principales fuentes de polifenoles en la dieta, en especial por su alto
contenido de antocianinas (Fuentes et al., 2016). Para estudiar si la mora de
castilla tiene efecto sobre la inhibicibn de la expresidbn de genes pro-
inflamatorios al mediar cambios en la translocacion nuclear de NF-kB, se
analizaron los niveles de expresion de este gen en células RAW 264.7

sometidos a 5 tratamientos.

Los niveles de expresion de este gen en los macréfagos incrementaron
notablemente al estimularlos con LPS en comparacién con la estimulacién solo
con mora. De la misma manera, se observa un incremento en la estimulacion
simultdnea y al estimular primero LPS y después con mora, Por otro lado, los

niveles de expresion disminuyeron significativamente en el tratamiento con
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mora y después LPS (P<0.05) en relacion al tratamiento solo con LPS (Anexo
4), similar a los resultados reportados por Lee et al, (2014, p. 409). Esto sugiere
gue la mora tiene un efecto preventivo, y que sus efectos antiinflamatorios se

pueden atribuir, en parte, por la inhibicion de la translocacion nuclear de NF-kB.

4.2. Efecto de la mora en la expresiéon de los genes pro-inflamatorios IL-18
y TNF a en macréfagos RAW 264.7

Los macréfagos activados pueden diferenciarse en fenotipos distintos bajo
distintas condiciones fisiopatoldgicas, macrofagos de tipo pro-inflamatorios
(M1) y macréfagos de tipo pro-fibroticos (M2). Los macrofagos M1 producen
citocinas pro-inflamatorias, como la interleucina-1B (IL-1B) y el factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), asi como quimiocinas, que actlan en procesos
inflamatorios. Las sefales de Toll-like Receptors (TLR), en especial el
lipopolisacarido (LPS) de TLR4, promueven la diferenciacion de los macréfagos
al fenotipo M1, resultando en la secrecion de estas citocinas (Liu et al., 2017,
p.2). La induccion de expresion de las citocinas pro-inflamatorias se produce
por la via TLR dependiente de MyDD88, que involucra la activacion de
guinasas IRAK, las cuales estimula la actividad de la ligasa ubiquitina E3 de
TRAF6, permitiendo que activen la quinasa dependiente de ubiquitina TAKL1.
TAK1 activa la quinasa IKK, la cual fosforila el inhibidor de NF-kB, IkBa,
degradandolo y activando NF-kB, y en consecuencia induciendo la
transcripcion de genes los pro-inflamatorios que codifican para las citocinas

antes mencionadas (Liu et al., 2017, p. 2).

Los niveles de expresion de la citocina pro-inflamatoria IL-1B que se observan
en el Anexo 5, aumentaron significativamente en los macrofagos estimulados
con LPS con respecto al tratamiento solo con mora (p<0.01). Por otro lado, los
3 tratamientos con LPS y mora presentan niveles elevados de IL-1B sin
cambios estadisticamente significativos con respecto a las células estimuladas
solo con LPS, a diferencia de NF-kB. Estos resultados discrepan de los

reportados por Lee et al, (2014, p. 406), donde la mora disminuyo los niveles
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de IL-1B significativamente en células tratadas primero con mora y después con
LPS. Sin embargo, Chen, Teng, Fang y Xiao (2016, p. 6) reporta que los
niveles de IL-1B en macrofagos tratados con otra fuente de polifenoles, y LPS,
no disminuye significativamente, a diferencia del gen TNFa. El estudio realizado
por Greten y otros (2007, p. 918), describe el rol inesperado de NF-kB
impulsado por IKKb, como regulador negativo de la secrecion de IL-1 revelado
por inhibicion genética de IKKb. Por lo que es aceptable inferir que alguin
componente de la mora pudo inhibir la quinasa IKKb.

La activacion de NF-kB por IKKb es importante para el control transcripcional,
tanto de la inflamacién aguda como de la cronica. Inesperadamente, la
inhibicion de esta via aumenta la secrecion de IL-1b, pero previenen la
expresion, y a su vez, la secrecion de TNF-a (Greten et al., 2007, p. 2). La
expresion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a (Anexo 5) muestra que la
estimulacion con LPS caus6 un aumento significativo en la expresion de TNF-a
en comparacion con el tratamiento solo con mora (p<0.01). Ademas, existe una
tendencia de disminucién en la expresion de las células estimuladas primero
con mora y después con LPS en comparacion con las estimuladas solo con
LPS. Posiblemente porque también existi6 una disminucion de estas en la
expresion de NF-kB (Anexo 4), ya que este gen induce la sintesis de este tipo
de citocinas pro-inflamatorias. Se puede inferir que los compuestos
relacionados con las propiedades antiinflamatorias de la mora inhibieron este
factor de transcripcion, afectando a la expresion de TNF-a. Estos resultados se
asemejan a los reportados previamente por Lee et al. (2014, p. 407), los cuales
sefialan que los niveles de TNF-a también disminuyeron significativamente en

los macrofagos de raton tratados primero con mora y después con LPS.

4.3. Efecto de la mora en la expresion del gen iNOS en macrofagos RAW
264.7
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Una de las caracteristicas de los macréfagos activados es la de producir éxido
nitrico. La sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) libera NO, cuyos niveles, si
son altos, pueden causar dafo tisular durante una infeccion en la respuesta
inflamatoria (Zhang, Hu, Jiang, Zhao y Zhu, 2018, p. 7138). La actividad de
iINOS en macrofagos es regulada por los receptores de tipo Toll y CD14. CD14
también es receptor de LPS y es esencial para la respuesta pro-inflamatoria a
través de la activacion de la via NF-kB (Aktan, 2004, p. 644). Se conoce que la
la quercetina y el kaempferol son los inhibidores mas potentes para la
expresion de iINOS y la produccion de NO (Gonzélez-Gallego, Garcia-
Mediavilla, Sanchez-Campos y Tufidn, 2010, p. 18), y que son los flavonoides
mas comunes en los frutos de tipo baya (Kaume et al., 2012, p. 5718). Debido
a que INOS es crucial para la produccion de NO, se analizaron los niveles de
expresion del gen en las células RAW 264.7 estimuladas con LPS y mora
(Anexo 6).

Existio un aumento estadisticamente significativo de los niveles de expresion
de INOS, en los macréfagos estimulados con LPS en relacion al tratamiento
solo con mora (P<0.05). Ademas, las células estimuladas con mora y LPS
exhibieron niveles de expresion del gen estadisticamente similares al
tratamiento solo con LPS. Esto pudo ocurrir ya que iNOS también puede ser
inducido por IFN-y, a través de otra via de sefializaciéon conocida como JAk-
STAT (Aktan, 2004, p. 643). Se conoce que la produccion de IFN-y es
controlada por citocinas secretadas por células presentadoras de antigeno,
como lo son los macréfagos, especialmente la interleucina 12 (IL-12), cuya
produccion puede ser inducida por LPS a través del receptor TLR4 (Schroder,
Hertzog, Ravasi y Hume, 2004, p. 164; Liu et al., 2005, p. 9). Por esta razén

seria importante analizar la expresion génica de 1L-12.

4.4. Efecto de lamora en la expresion de los genes SOD1y SOD2m en
macrofagos RAW 264.7
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Una de las enzimas antioxidantes mas importantes presente en los eucariotas
es la superoxido dismutasa, la cual convierte el superdxido en peréxido de
hidrogeno. Existen tres isoformas distintas encontradas en mamiferos: SOD1,
SOD2 y SOD3. La SOD1 predomina en la mayoria de células y tejidos, y la
SOD?2 tiene actividad antioxidante mitocondrial (Fukui y Ting Zhu, 2010, p.
822). Los resultados de la expresion génica de SOD1 y SOD2m en los

macroéfagos estimulados se muestran en el Anexo 7.

SOD1 mostro tener niveles de expresion significativamente mas altos para los
macroéfagos estimulados primero LPS y luego mora (P<0.05) en comparacion
con los otros tratamientos, ya que el LPS tiene un efecto mas prolongado en
este tratamiento. Ademas se muestra que para el tratamiento de primero mora
y luego LPS, los niveles de expresion disminuyen, incluso un poco mas que en
las células estimuladas solo con mora, similar a los resultados reportados por
Hannon, Thompson, Khoo, Juturu y Vanden (2017, p. 155), donde se estudio al
arandano en células THP-1. Sin embargo, estos no llegan a ser
significativamente menores, ya que los niveles de expresion de las células
estimuladas solo con LPS tampoco fueron muy elevados. Esto probablemente
ocurre porque sitio de NF- kB en el promotor SOD1 no es sensible a estimulos
externos, como afirman Miao y St. Clair (2009, p. 350). Se espera que los
polifenoles exhiban su actividad protectora a través de la activacion de las vias
de sefializacion relacionadas con la respuesta antioxidante y no directamente
con las rutas relacionadas con la respuesta inflamatoria. Se ha propuesto que
los polifenoles son capaces de ejercer su accion antioxidante in vivo regulando
la activacion de la vias de sefalizacion y la expresion de las enzimas

antioxidantes como SOD1 (Alvarez-Suarez et al., 2017, pp. 12-13).

Para SOD2m se observaron niveles significativamente mas altos en las células
estimuladas con LPS (P<0.05) en relacion con solo mora. Un estudio reporto
resultados similares de los efectos inhibidores del ardndano en la inflamacion
inducida por obesidad en adipocitos y macréfagos, donde existio regulacion
positiva de SOD2m (Kowalska, Olejnik, Zielinska-Wasielica, y Olkowicz, 2019,

p. 376). Los niveles de expresion de los tratamientos con LPS y mora, no son
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significativamente diferentes a las células tratadas solo con LPS, y se puede
observar que se encuentran cercanos a los mismos valores. También, se
muestra que los niveles de expresion de SOD2m son muy diferentes que los de
SOD1, lo que se puede deber a que SOD1 no es facilmente inducible a
diferencia de otras superéxido dismutasas, ya que normalmente se expresa de
manera constitutiva. Por otro lado, SOD2m tiene actividad mitocondrial, y se
conoce que la fosforilacion oxidativa mitocondrial es la fuente intracelular mas
grande de ROS (Benavides y Pinzén, 2008, p. 46). Ademas, se ha encontrado
gue la transcripcién del gen SOD2m puede ser modulada por IFN-y, y citocinas
pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-18 e IL-6 (Miao y St Clair, 2009, p. 850), y no
solo por la induccién de NF-kB.

4.5. Efecto de la mora en la expresion del gen OGG1 en macrofagos RAW
264.7

La actividad de OGG1l para reparacion de ADN, puede representar un
marcador de dafio del ADN. Se ha reportado que los frutos rojos como la
frutilla, reducen la expresion de OGG1 (Gasparrini et al., 2017, p. 17). Los
resultados obtenidos del analisis de la expresion génica relativa del gen OGG1,

se muestran en el Anexo 8.

Los datos de la expresiéon del gen OGG1 no muestran diferencias significativas
entre tratamientos. Sin embargo, se puede observar una disminucion notable
de la expresion en los macrofagos estimulados primero con mora y luego con
LPS, en relacion a los estimulados solo con LPS o solo con mora. Estos
resultados son similares a los reportados por Gaparrini y otros (2017, p. 18)
obtenidos de estudios con fresas, a pesar de no ser estadisticamente
significativos. Ademas, se observa una disminucibn menos notable del
tratamiento simultaneo y en el de primero mora no lavo y luego LPS. Estas
diferencias no significativas pueden deberse a la posible expresion de otro gen

que codifica para una enzima con actividad similar a la de OGG1, como
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MUTYH que codifica para MYH glicosilasa, una enzima que elimina la adenina
pareada incorrectamente, opuesta a 8oxoG (Meira et al., 2008, p. 2517); asi
como por el valor de la desviacion estandar entre repeticiones, que resulté ser

alto.

4.6. Efecto de la mora en la expresion del gen CAT en macrofagos RAW
264.7

La catalasa es una enzima oxidorreductasa que descompone el radical libre
peroxido de hidrégeno (H202) en agua y oxigeno, por lo que esta relacionada
con el estrés oxidativo (Genetics Home Reference [GHR], 2019, p. 1). La

expresion génica relativa del gen CAT, se muestran en el Anexo 9.

Los resultados para la expresion de CAT no fueron estadisticamente
significativos, sin embargo se puede observar un aumento notable de la
expresion para las células estimuladas primero con LPS y después con mora,;
asi como una disminucion para el tratamiento simultaneo en comparacion con
las células estimuladas solo con LPS. Como se observo en la expresion del
gen iNOS, los niveles en los tratamientos fueron mayores al tratamiento solo
con LPS, por lo que se puede inferir que existid la produccion de radicales
libres y por ende la actividad de la enzima catalasa (CAT). Por otro lado, el
incremento en los niveles de expresion del gen en las células estimuladas
primero con LPS y luego mora en comparaciéon con el tratamiento solo con LPS

por 24 horas, puede deberse a que el LPS ejerce su funcién por 48 horas.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Fue posible observar una disminucion de la expresion génica relativa del gen
NF- kB, asi como una tendencia en la disminucién de otros genes, como TNF-
a, SOD1, OGGL1 y CAT, en las células estimuladas primero con mora por 24
horas y posteriormente con LPS por 24 horas mas. Lo que sugiere que la mora
tiene actividad antiinflamatoria preventiva en los macrofagos de raton, y que
esta propiedad se encuentra influenciada, en cierta medida, por la inhibicién de
la translocacion de NF- kB al ndcleo.

Genes como IL-1B3, INOS y SOD2m, exhibieron una tendencia de niveles de
expresion iguales o mayores que las células estimuladas solo con LPS,
probablemente porque siguen otras vias de sefializacion que conducen a su
expresion. En este sentido, seria importante analizar la expresion de otros

genes como la IL-12.

La expresion de la mayoria de los genes tendia a ser bastante alta en el
tratamiento que consistia en estimular las células primero con LPS por 24
horas y posteriormente con mora por 24 horas mas, por la accidén prolongada

del LPS en comparacion a los demas tratamientos.

5.2 Recomendaciones

Realizar un tratamiento de estimulacién de las células RAW 264.7 con LPS por

48 horas, asi como otro tratamiento con mora por 48 horas.

Estudiar los tratamientos utilizados para analizar la expresion génica en los

macrofagos de raton, a nivel proteico para corroborar resultados.
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Investigar el compuesto especifico que le confiere propiedades
antiinflamatorias a la mora, y cuantificar/titular sus concentraciones éptimas en

un estudio a futuro.
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ANEXO 1

Fotografias de las células RAW 264.7 sometidas a cada uno de los
tratamientos
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Protocolo utilizado para el programa de gPCR




Procedimiento T (°C) Ciclos

Sintesis de cDNA 50°C 3:00 1
Denaturacion inicial 95°C 5:00 1

Denaturacion 95°C 0:30
Annealing B5°C 0:30 40

Extensidn 72°C 0:30
Incubacian final 40°C 1:00 1

Curva de Melting Ver equipo
ANEXO 3

Secuencias de pares de primers de ratén utilizados para cada gen

NM_011434.1 Mus musculus superoxide dismutase 1, soluble (Sod1), mRNA

ATGGCGATGAAAGCGGTGTGCGTGCTGAAGGGCGACGGTCCGGTGCAGGGAACCATCCACTTCGAGCAGA
AGGCAAGCGGTGAACCAGTTGTGTTGTCAGGACAAATTACAGGATTAACTGAAGGCCAGCAITGGGTTCCA
CGTCCATCAGTATGGGGACAATACACAAGGCTGTACCAGTGCAGGACCTCATTTTAATCCTCACTCTAAG
AAACATGGTGGCCCGGCGGATGAAGAGAGGCATGIITCGCGAGACCTGCCCAATGTGACTGCTGGAAAGGACG
GTGTGGCCAATGTGTCCATTGAAGATCGTGTGATCTCACTCTCAGGAGAGCATTCCATCATTGGCCGTAC
AATGGTGGTCCATGAGAAACAAGATGACTTGGGCAAAGGTGGAAATGAAGAAAGTACAAAGACTGGAAAT
GCTGGGAGCCGCTTGGCCTGTGGAGTGATTGGGATTGCGCAGTAA

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 132 20 63.75 55.00 4.00 1.00
TGGGTTCCACGTCCATCAGT

RIGHT PRIMER 264 20 64.35 55.00 3.00 0.00
CACATTGCCCAGGTCTCCAA

SEQUENCE SIZE: 465
INCLUDED REGION SIZE: 465

PRODUCT SIZE: 133, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 ATGGCGATGAAAGCGGTGTGCGTGCTGAAGGGCGACGGTCCGGTGCAGGGAACCATCCACLC

61 TTCGAGCAGAAGGCAAGCGGTGAACCAGTTGTGTTGTCAGGACAAATTACAGGATTAACT

121 GAAGGCCAGCATGGGTTCCACGTCCATCAGTATGGGGACAATACACAAGGCTGTACCAGT

SESOSEEEE5555555555>>

181 GCAGGACCTCATTTTAATCCTCACTCTAAGAAACATGGTGGCCCGGCGGATGAAGAGAGG

241 CATGTTGGAGACCTGGGCAATGTGACTGCTGGAAAGGACGGTGTGGCCAATGTGTCCATT
LLLL L L L L L L


https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ

301 GAAGATCGTGTGATCTCACTCTCAGGAGAGCATTCCATCATTGGCCGTACAATGGTGGTC

361 CATGAGAAACAAGATGACTTGGGCAAAGGTGGAAATGAAGAAAGTACAAAGACTGGAAAT

421 GCTGGGAGCCGCTTGGCCTGTGGAGTGATTGGGATTGCGCAGTAA

1. NM 013671.3 Mus musculus superoxide dismutase 2, mitochondrial
(Sod2) , mRNA

GGAGTCCAAGGTTCAGGCTCEEECICECTICEOTTCARTAAGGAGCAAGGTCGCTTACAGATTGCTGCCT
GCTCTAATCAGGACCCATTGCAAGGAACAACAGGCCTTATTCCGCTGCTGGGGAT TGACEICIGCCAGCA
CECTFACTACC TTCAGTATAAAAACGTCAGACCTGACTATCTGAAAGCTATTTGGAATGTAATCAACTGG
GAGAATGTTACTGAAAGATACACAGCTTGCAAGAAGTGA

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 21 20 64.58 55.00 3.00 2.00
GGGCTGGCTTGGCTTCAATA

RIGHT PRIMER 150 22 64.18 59.09 4.00 3.00

GTAGTAAGCGTGCTCCCACACG

SEQUENCE SIZE: 249

INCLUDED REGION SIZE: 249

PRODUCT SIZE: 130, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

1 GGAGTCCAAGGTTCAGGCTGGGGCTGGCTTGGCTTCAATAAGGAGCAAGGTCGCTTACAG
SESSS5O55E555E555555>>

61 ATTGCTGCCTGCTCTAATCAGGACCCATTGCAAGGAACAACAGGCCTTATTCCGCTGCTG

121 GGGATTGACGTGTGGGAGCACGCTTACTACCTTCAGTATAAAAACGTCAGACCTGACTAT
<L L L L L L L L L L L L L L Lk

181 CTGAAAGCTATTTGGAATGTAATCAACTGGGAGAATGTTACTGAAAGATACACAGCTTGC

241 AAGAAGTGA

NM_009804.2 Mus musculus catalase (Cat), mRNA

CTTCAGGGCCGCCTTTTTGCCTACCCGGACACTCACCGCCACCECCTCECACCCAACTATCTGCAGATAC
CTGTGAACTGTCCCTACCGCGCTCGAGTGGCCAACTACCAGCGTGATGGCCCCATGTGCATGCATGACAA
CCAGGGTGGTGCCCCCAACTATTACCCCAACACCTICACCECACCAGAGCAGCAGCGCTCAGCCCTGGAG
CACAGCGTCCAGTGCGCTGTAGATGTGAAACGCTTCAACAGTGCTAATGAAGACAATGTCACTCAGGTGC


https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ

GGACATTCTACACAAAGGTGTTGAACGAGGAGGAGAGGAAACGCCTGTGTGAGAACATTGCCGGCCACCT
GAAGGACGCTCAGCTTTTCATTCAGAAGAAAGCGGTCAAGAATTTCACTGACGTCCACCCTGACTATGGG
GCCCGCATCCAGGCTCTTCTGGACAAGTACAACGCTGAGAAGCCTAAGAACGCAATTCACACCTACACGC
AGGCCGGCTCTCACATGGCTGCGAAGGGAAAAGCTAACCTGTAA

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 41 20 65.00 60.00 7.00 2.00
ACCGCCTGGGACCCAACTAT

RIGHT PRIMER 188 20 64.53 55.00 4.00 1.00
TCTGGTGCGCTGAAGCTGTT

SEQUENCE SIZE: 534
INCLUDED REGION SIZE: 534

PRODUCT SIZE: 148, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 CTTCAGGGCCGCCTTTTTGCCTACCCGGACACTCACCGCCACCGCCTGGGACCCAACTAT
SESSS5555555555555>>

61 CTGCAGATACCTGTGAACTGTCCCTACCGCGCTCGAGTGGCCAACTACCAGCGTGATGGC
121 CCCATGTGCATGCATGACAACCAGGGTGGTGCCCCCAACTATTACCCCAACAGCTTCAGC
<L L L L L L L L L

181 GCACCAGAGCAGCAGCGCTCAGCCCTGGAGCACAGCGTCCAGTGCGCTGTAGATGTGAAA
<LLLLL LKL

241 CGCTTCAACAGTGCTAATGAAGACAATGTCACTCAGGTGCGGACATTCTACACAAAGGTG

301 TTGAACGAGGAGGAGAGGAAACGCCTGTGTGAGAACATTGCCGGCCACCTGAAGGACGCT

361 CAGCTTTTCATTCAGAAGAAAGCGGTCAAGAATTTCACTGACGTCCACCCTGACTATGGG

421 GCCCGCATCCAGGCTCTTCTGGACAAGTACAACGCTGAGAAGCCTAAGAACGCAATTCAC

481 ACCTACACGCAGGCCGGCTCTCACATGGCTGCGAAGGGAAAAGCTAACCTGTAA

Tnf tumor necrosis factor [ Mus musculus (house mouse) |

NM_001278601.1; NM_013693.3
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NM 013693.3 168
CRITCC T TS ICET
NM 001278601.1
CAICC IO S IC T

cons
khkkhkhkkkAkkkhkkhkhkkhkk k) kK%

NM 013693.3 168
CCCAAAGGGATGAGAAG
NM 001278601.1

CCCAAAGGGATGAGAAG

cons
Ak khkhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 013693.3 168
CACTCAGATCATCTTCT
NM 001278601.1

CACTCA-—————----~-

cons
* K kK Kk Kk

NM 013693.3 168

99
99
99

ATGAGCACAGAAAGCATGATCCGCGACGTGGAACTGGCAGAAGAGG

ATGAGCACAGAAAGCATGATCCGCGACGTGGAACTGGCAGAAGAGG

R R I e S b b I b I b b b b SR I i 2b b b b b b b b b b b b e SR b b db b R Sh b S db b 2b b

GGGGGCTTCCAGAACTCCAGGCGGTGCCTATGTCTCAGCCTCTTCT

GGGGGCTTCCAGAACTCCAGGCGGTGCCTATGTCTCAGCCTCTTCT

R R I b b b b I i b b b b SR b 2 b b b b b b b b b b b I SR S b db b b SR b 2 4 b db b

GGGGCCACCACGCTCTTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTC

GGGGCCACCACGCTCTTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTC

R R b b b b I b dh b b b b SR b S b b b b b b b S b b b b I 2 b b 2 b b Sh b 2 4 b b b

TTCCCAAATGGCCTCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCAGACCCTCA

TTCCCAAATGGCCTCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCAGACCCTCA

R R b b b b I b S b b b b S b b b b b b b b b b S b b b b I S b b dh b b Sh b 2 2 b b b

CAAAATTCGAGTGACAAGCCTGTAGCCCACGTCGTAGCAAACCACC



AAGTGGAGGAGCAGCTG
NM 001278601.1

CAAACCACCAAGTGGAGGAGCAGCTG

cons
khkkhkhkkkAk kA Ak Ak Ak Kk Kk %k

NM 013693.3 168
ATCTCAAAGACAACCAA
NM 001278601.1
ATCTCAAAGACAACCAA

cons
khkAhkhkhkAkkkhkkhkhkhkkhk kKK %k

NM 013693.3 168
TCTTCAAGGGACAAGGC
NM 001278601.1
TCTTCAAGGGACAAGGC

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkhkhkk k) kK%

NM 013693.3 168
TCTCATACCAGGAGAAA
NM 001278601.1
TCTCATACCAGGAGAAA

cons
khkkhhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 013693.3 168
CTGAGGGGGCTGAGCTC
NM 001278601.1
CTGAGGGGGCTGAGCTC

cons
Kk Kk kkk ok ok ok ok ok ok kkkk Kk

NM 013693.3 168
AGAAGGGGGACCAACTC

kkKkkK Kk k) K

GAGTGGCTGAGCCAGCGCGCCAACGCCCTCCTGGCCAACGGCATGG

GAGTGGCTGAGCCAGCGCGCCAACGCCCTCCTGGCCAACGGCATGG

KA KR AR A A KR A AR A AR A A A AR A A KRR A A A AR A A KA AR AR AR A Xk kK

CTAGTGGTGCCAGCCGATGGGTTGTACCTTGTCTACTCCCAGGTTC

CTAGTGGTGCCAGCCGATGGGTTGTACCTTGTCTACTCCCAGGTTC

R R I b b b b I 2 i b b b b SR b i 2 b b b b b b b b b b b I SR b b db b b SR b 2 4 b 2b b

TGCCCCGACTACGTGCTCCTCACCCACACCGTCAGCCGATTTGCTA

TGCCCCGACTACGTGCTCCTCACCCACACCGTCAGCCGATTTGCTA

R R b b b b I b dh b b b b SR b 2 b b b b b b b S b b b b I S b b db b b dh b 2 4 b b b

GTCAACCTCCTCTCTGCCGTCAAGAGCCCCTGCCCCAAGGACACCC

GTCAACCTCCTCTCTGCCGTCAAGAGCCCCTGCCCCAAGGACACCC

R R I b b b I dh b b b b SR b b b b b b b b b S b b b b I S S b 2 b b dh b 2 4 b b b

AAACCCTGGTATGAGCCCATATACCTGGGAGGAGTCTTCCAGCTGG



NM 001278601.1 AAACCCTGGTATGAGCCCATATACCTGGGAGGAGTCTTCCAGCTGG
AGAAGGGGGACCAACTC

cons KA AR AR A A KR A AR A AR A A A AR A KRR A A A AN A A KA AR AR KA AR AR Kk K

khkkhkhkkkAk kK Ak Ak Ak k Kk %k

NM 013693.3 168 AGCGCTGAGGTCAATCTGCCCAAGTACTTAGACTTTGCGGAGTCCG
GGCAGGTCTACTTTGGA

NM 001278601.1 AGCGCTGAGGTCAATCTGCCCAAGTACTTAGACTTTGCGGAGTCCG
GGCAGGTCTACTTTGGA
cons ]k Kk ok K K ok ok ok kK K ok ok ok kK K ok ok ok kK ok ok ok Kk ko kK Kk ko kK kK kK ok Kk

khkkhkhkkkAk kA Ak Ak kA Kk kk %k

NM 013693.3 168  GTCATTGCTCTGTGA
NM 001278601.1  GTCATTGCTCTGTGA

cons kkhkkkhkAhkhkhkhkhkkhkkKhkhk K
TGCCCCGACTACGTGCTCCTCACCCAICACCETCACCCCATTTGCTAT CTCATACCAGGAGAAAGTCAACC
TCCTCTCTGCCGTCAAGAGCCCCTGCCCCAAGGACACCCCTGAGGGGGCTGAGCTCAAACCCTGGTATGA

GCCCATATACCTEECACCACTCTICCABET GGAGAAGGGGGACCAACTCAGCGCTGAGGTCAATCTGCCC
AAGTACTTAGACTTTGCGGAGTCCGGGCAG

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 27 20 64.46 55.00 4.00 2.00
CACCGTCAGCCGATTTGCTA

RIGHT PRIMER 169 21 64.23 61.90 7.00 3.00
GCTGGAAGACTCCTCCCAGGT

SEQUENCE SIZE: 252
INCLUDED REGION SIZE: 252

PRODUCT SIZE: 143, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 TGCCCCGACTACGTGCTCCTCACCCACACCGTCAGCCGATTTGCTATCTCATACCAGGAG
SESSS5555555555555>>

61 AAAGTCAACCTCCTCTCTGCCGTCAAGAGCCCCTGCCCCAAGGACACCCCTGAGGGGGCT
121 GAGCTCAAACCCTGGTATGAGCCCATATACCTGGGAGGAGTCTTCCAGCTGGAGAAGGGG
L L L L L L L L L

181 GACCAACTCAGCGCTGAGGTCAATCTGCCCAAGTACTTAGACTTTGCGGAGTCCGGGCAG
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NM_008361.4 Mus musculus interleukin 1 beta (l11b), mRNA

ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACTGTGAAATGCCACCTTTTGACAGTGATGAGAATGACCTGTTCTTTG
AAGIITCACCEACCCCAAAAGATGAN GGGCTGCTTCCAAACCTTTGACCTGGGCTGTCCTGATGAGAGCAT
CCAGCTTCAAATCTCGCAGCAGCACATCAACAAGAGCTTCAGGCAGGCAGTATCACTCATHGTIGCECTGIC
BAGAAGCTETECCAGCTACCTGTGTCTTTCCCGTGGACCTTCCAGGATGAGGACATGAGCACCTTCTTTT
CCTTCATCTTTGAAGAAGAGCCCATCCTCTGTGACTCATGGGATGATGATGATAACCTGCTGGTGTGTGA

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 75 21 64.81 47.62 3.00 1.00
TTGACGGACCCCAAAAGATGA

RIGHT PRIMER 222 21 64.91 57.14 4.00 0.00

CACAGCTTCTCCACAGCCACA
SEQUENCE SIZE: 350
INCLUDED REGION SIZE: 350
PRODUCT SIZE: 148, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
1 ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACTGTGAAATGCCACCTTTTGACAGTGATGAGAATGA
61 CCTGTTCTTTGAAGTTGACGGACCCCAAAAGATGAAGGGCTGCTTCCAAACCTTTGACCT
SO
121 GGGCTGTCCTGATGAGAGCATCCAGCTTCAAATCTCGCAGCAGCACATCAACAAGAGCTT
181 CAGGCAGGCAGTATCACTCATTGTGGCTGTGGAGAAGCTGTGGCAGCTACCTGTGTCTTT

< LLLLLL L L L L L L L L

241 CCCGTGGACCTTCCAGGATGAGGACATGAGCACCTTCTTTTCCTTCATCTTTGAAGAAGA

301 GCCCATCCTCTGTGACTCATGGGATGATGATGATAACCTGCTGGTGTGTGA

2. NM 008689.2 Mus musculus nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B cells 1, pl05 (Nfkbl), mRNA

CTTCTGGAGGGTGATGCCCACGTGGACAGTACCACCTATGATGGGACTACACCTCTGCATATAGCGGCEE
CAAGACEETCCACCAGAGT GGCAGCTCTTCTCAAAGCAGCAGGAGCAGACCCCCTGGTGGAGAACTTTGA
GCCTCTCTATGACCTGGACGACTCTTGGGAGAAGGCTGGAGAAGATCGACCGACTGGTGCCAGETACCACA
CCCCTGGACATGGCTGCCAACTGGCAGGTATTTGACATACTAAATGGGAAACCGTATGAGCCTGTGTTCA
CATCTGATGATATACTACCACAAGGGGACATGAAGCAGCTGACAGAAGACACGAGGCTACAACTCTGCAA

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions
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OLIGO start len tm gc% any 3' seq

LEFT PRIMER 69 20 64.29 65.00 4.00 1.00
CGGAAGAGGGTCCACCAGAC
RIGHT PRIMER 204 20 64.20 60.00 4.00 2.00
ACCTGGCACCACTCCCTCAT

SEQUENCE SIZE: 350
INCLUDED REGION SIZE: 350

PRODUCT SIZE: 136, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 0.00
1 CTTCTGGAGGGTGATGCCCACGTGGACAGTACCACCTATGATGGGACTACACCTCTGCAT
61 ATAGCGGCCGGAAGAGGGTCCACCAGACTGGCAGCTCTTCTCAAAGCAGCAGGAGCAGAC
DSOS
121 CCCCTGGTGGAGAACTTTGAGCCTCTCTATGACCTGGACGACTCTTGGGAGAAGGCTGGA
181 GAAGATGAGGGAGTGGTGCCAGGTACCACACCCCTGGACATGGCTGCCAACTGGCAGGTA
<L L LL L L L L L L L L Lk

241 TTTGACATACTAAATGGGAAACCGTATGAGCCTGTGTTCACATCTGATGATATACTACCA

301 CAAGGGGACATGAAGCAGCTGACAGAAGACACGAGGCTACAACTCTGCAA

3. NM 010957.4 Mus musculus 8-oxoguanine DNA-glycosylase 1 (Oggl),
mRNA

GGCTGGTCCAGAAGCAGAGACTCACCTGAGGAAGTTGGGCCTGGGGTACCGTGCCCGCTATGTACGTGCC
AGTGCCAAAGCCATCCTCGAAGAGCAAGGTGGGCCAGCTTGGCTGCAGCAGCTTCGAGTGGCCCCTTATG
AAGAGGCCCACAAGGCCCTCTGCACCCTGCCCGGGGTGGGCGCCAAGGTGGCTGACTGCATCTGCTTAAT
GGCCCTTGACAAACCCCAGGCTGTGCCCGTGGATGTCCATGTATGGCAGATTGCCC

[FEEEATE . TAAGACATCCCAGGCTAAGGGCCCGAGCCCTTTGGCCAACAAAGAACTGGGAAACTTTTTCC
GGAATCTGTGGGGACCTTATGCTGGCTGGGCCCAAGCAGTGCTGTTCACTCCTCACCTICCCCAACE G

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 268 20 64.64 60.00 3.00 3.00
TCGTGACTACGGCTGGCATC

RIGHT PRIMER 417 20 64.92 60.00 4.00 2.00
GGTTGGCGAAGGTCAGCACT

SEQUENCE SIZE: 420
INCLUDED REGION SIZE: 420

PRODUCT SIZE: 150, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

1 GGCTGGTCCAGAAGCAGAGACTCACCTGAGGAAGTTGGGCCTGGGGTACCGTGCCCGCTA

61 TGTACGTGCCAGTGCCAAAGCCATCCTCGAAGAGCAAGGTGGGCCAGCTTGGCTGCAGCA
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121 GCTTCGAGTGGCCCCTTATGAAGAGGCCCACAAGGCCCTCTGCACCCTGCCCGGGGTGGG

181 CGCCAAGGTGGCTGACTGCATCTGCTTAATGGCCCTTGACAAACCCCAGGCTGTGCCCGT

241 GGATGTCCATGTATGGCAGATTGCCCATCGTGACTACGGCTGGCATCCTAAGACATCCCA
DSOS >
301 GGCTAAGGGCCCGAGCCCTTTGGCCAACAAAGAACTGGGAAACTTTTTCCGGAATCTGTG

361 GGGACCTTATGCTGGCTGGGCCCAAGCAGTGCTGTTCAGTGCTGACCTTCGCCAACCAAG
<L L L LL L L L L L L L L L L Lk

4. Nos2 nitric oxide synthase 2, inducible [ Mus musculus (house
mouse) ]

NM 001313921.1; NM 001313922.1; NM 010927.4

T-COFFEE, Version 11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 -
Revision d625267 - Build 507)

Cedric Notredame

SCORE=998

*

BAD AVG GOOD

*

NM 001313921.1 ¢ 99
NM 001313922.1 ¢ 99
NM 010927.4 256 ¢ 99
cons 3 99
NM 001313921.1 e ——————————-— e e
NM 001313922.1 e ——————————-— e e

NM 010927.4 256 ATGGCTTGCCCCTGGAAGTTTCTCTTCAAAGTCAAATCCTACCAAA
GTGACCTGAAAGAGGAA

cons Bl *




NM 010927.4 256 AAGGACATTAACAACAACGTGAAGAAAACCCCTTGTGCTGTTCTCA
GCCCAACAATACAAGAT

cons * %k

NM 010927.4 256 GACCCTAAGAGTCACCAAAATGGCTCCCCGCAGCTCCTCACTGGGA
CAGCACAGAATGTTCCA

cons

NM 010927.4 256 GAATCCCTGGACAAGCTGCATGTGACATCGACCCGTCCACAGTATG
TGAGGATCAAAAACTGG

cons

NM 010927.4 256 GGCAGTGGAGAGATTTTGCATGACACTCTTCACCACAAGGCCACAT
CGGATTTCACTTGCAAG

cons

NM 001313921.1  =———mmmm e
CCAAGAGTTTGACCAGAGGACCCAGAGACAAG

NM 001313922.1  =———mmm e
CCAAGAGTTTGACCAGAGGACCCAGAGACAAG

NM 010927.4 256  TCCAAGTCTTGCTTGGGGTCCATCATGAACCCCAAGAGTTTGACCA
GAGGACCCAGAGACAAG




cons
khkkhkhkkAk kK kA Ak Kk Kk %k

NM 001313921.1
ACCAGTATTATGGCTCC
NM 001313922.1
ACCAGTATTATGGCTCC
NM 010927.4 256
ACCAGTATTATGGCTCC

cons
khkkhkhkkkAk kA Ak Ak kA Kk kk %k

NM 001313921.1
TAACAAAGGAAATAGAA
NM 001313922.1
TAACAAAGGAAATAGAA
NM 010927.4 256
TAACAAAGGAAATAGAA

cons
khkkhhkkkkAkkkhkkhkhkhkk k) Kk %k

NM 001313921.1
CCAAGATGGCCTGGAGG
NM 001313922.1
CCAAGATGGCCTGGAGG
NM 010927.4 256
CCAAGATGGCCTGGAGG

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 001313%921.1
TCTTTGACGCTCGGAAC
NM 001313%922.1
TCTTTGACGCTCGGAAC
NM 010927.4 256
TCTTTGACGCTCGGAAC

cons

AR I I b Ib b db b b b 2 4

CCTACCCCTCTGGAGGAGCTCCTGCCTCATGCCATTGAGTTCATCA

CCTACCCCTCTGGAGGAGCTCCTGCCTCATGCCATTGAGTTCATCA

CCTACCCCTCTGGAGGAGCTCCTGCCTCATGCCATTGAGTTCATCA

KA KR AR A A KR A AR A AR A AR AR A A AR A A A AR A AR A AR AR A AR A Xk kK

TTTAAAGAGGCAAAAATAGAGGAACATCTGGCCAGGCTGGAAGCTG

TTTAAAGAGGCAAAAATAGAGGAACATCTGGCCAGGCTGGAAGCTG

TTTAAAGAGGCAAAAATAGAGGAACATCTGGCCAGGCTGGAAGCTG

R R I S b b b I b i b b b b SR b 2 b b b b b b b b b b b I 2R S b db b b SR b 2 4 b db b

ACAACAGGAACCTACCAGCTCACTCTGGATGAGCTCATCTTTGCCA

ACAACAGGAACCTACCAGCTCACTCTGGATGAGCTCATCTTTGCCA

ACAACAGGAACCTACCAGCTCACTCTGGATGAGCTCATCTTTGCCA

R R I b b b b I 2 b b I b SR A 2b b b b b b b b b b b b b I 2 S b b b dE b 2 2b b b S Y

AATGCCCCTCGCTGCATCGGCAGGATCCAGTGGTCCAACCTGCAGG

AATGCCCCTCGCTGCATCGGCAGGATCCAGTGGTCCAACCTGCAGG

AATGCCCCTCGCTGCATCGGCAGGATCCAGTGGTCCAACCTGCAGG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA AR A KA A KR AR AR AN AN AN AN AN AR XK




khkkhkhkkAk kK kA Ak khk kA hkk Kk %k

NM 001313921.1
TTTATGCCACCAACAAT
NM 001313922.1
TTTATGCCACCAACAAT
NM 010927.4 256
TTTATGCCACCAACAAT

cons
khkkhkhkkkAk kK kA hkAk kA hk kX kk %k

NM 001313921.1
GCAAACATGACTTCAGG
NM 001313922.1
GCAAACATGACTTCAGG
NM 010927.4 256
GCAAACATGACTTCAGG

cons
khkkhkhkkkkhkkkhkkhkhkhkk k) kK%

NM 001313921.1
ATGGCACCATCAGAGGG
NM 001313922.1
ATGGCACCATCAGAGGG
NM 010927.4 256
ATGGCACCATCAGAGGG

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 001313921.1
GGAAGCCCCGCTATGGC
NM 001313922.1
GGAAGCCCCGCTATGGC
NM 010927.4 256
GGAAGCCCCGCTATGGC

cons
Kk Kk kkkokkokkkkkkkk Kk

TGTAGCACAGCACAGGAAATGTTTCAGCACATCTGCAGACACATAC

TGTAGCACAGCACAGGAAATGTTTCAGCACATCTGCAGACACATAC

TGTAGCACAGCACAGGAAATGTTTCAGCACATCTGCAGACACATAC

KA KR AR A A KR A AR A AR A A A AR A A AR A A A AN A AR A AR A AR AR A A Xk kK

GGCAACATCAGGTCGGCCATCACTGTGTTCCCCCAGCGGAGTGACG

GGCAACATCAGGTCGGCCATCACTGTGTTCCCCCAGCGGAGTGACG

GGCAACATCAGGTCGGCCATCACTGTGTTCCCCCAGCGGAGTGACG

R R I b b b b I b i b b b b SR b 2 b b b b b b b b b b b I 2R b b db b b SR b 2 4 b 2b b

CTCTGGAATTCACAGCTCATCCGGTACGCTGGCTACCAGATGCCCG

CTCTGGAATTCACAGCTCATCCGGTACGCTGGCTACCAGATGCCCG

CTCTGGAATTCACAGCTCATCCGGTACGCTGGCTACCAGATGCCCG

R R b b b b I b dh b b b b SR b b b b b b b b b S b b b b I S b b 2 b b dh b 2 db b 2 b

GATGCTGCCACCTTGGAGTTCACCCAGTTGTGCATCGACCTAGGCT

GATGCTGCCACCTTGGAGTTCACCCAGTTGTGCATCGACCTAGGCT

GATGCTGCCACCTTGGAGTTCACCCAGTTGTGCATCGACCTAGGCT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A KA A KA A KR A KR AR AN AN AN AN AN AR XK




NM 001313921.1
CAGAGGTCTTTGAAATC
NM 001313922.1
CAGAGGTCTTTGAAATC
NM 010927.4 256
CAGAGGTCTTTGAAATC

cons
khkkhkhkhkAk kA Ak Ak kA kA Kk kk %k

NM 001313921.1
AGTGGTTCCAGGAGCTC
NM 001313922.1
AGTGGTTCCAGGAGCTC
NM 010927.4 256
AGTGGTTCCAGGAGCTC

cons
khkkhkhkkkkAkkkhkkhkhkkhkk k) Kk %k

NM 001313921.1
5\ COICEEMEEET TR
NM 001313922.1
 COIEEEnEEEE T
NM 010927.4 256
 CCIEEEnEEET T

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 001313921.1
GAGTTCGAGACTTCTGT
NM 001313922.1
GAGTTCGAGACTTCTGT
NM 010927.4 256
GAGTTCGAGACTTCTGT

cons
Kk Kk kkk ok ok ok ok kkkkkk Kk

NM 001313921.1_

CGCTTTGATGTGCTGCCTCTGGTCTTGCAAGCTGATGGTCAAGATC

CGCTTTGATGTGCTGCCTCTGGTCTTGCAAGCTGATGGTCAAGATC

CGCTTTGATGTGCTGCCTCTGGTCTTGCAAGCTGATGGTCAAGATC

KA KAk A KRR A KR A AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR AR AR A AR ARk k kK

CCTCCTGATCTTGTGTTGGAGGTGACCATGGAGCATCCCAAGTACG

CCTCCTGATCTTGTGTTGGAGGTGACCATGGAGCATCCCAAGTACG

CCTCCTGATCTTGTGTTGGAGGTGACCATGGAGCATCCCAAGTACG

R R e I b b I S I b b b e SR I i 2b b b b b b b b A b b b e SR b db b b SR b S db b db b

GGGTTGAAGTGGTATGCACTGCCTGCCGTGGCCAACATGCTACTGG

GGGTTGAAGTGGTATGCACTGCCTGCCGTGGCCAACATGCTACTGG

GGGTTGAAGTGGTATGCACTGCCTGCCGTGGCCAACATGCTACTGG

R R I b b b b I A b b b b SR b 2 b b b b b b b b b b b I 2R b b 2b b b dh b 2 db b 2 b

TTCCCAGCCTGCCCCTTCAATGGTTGGTACATGGGCACCGAGATTG

TTCCCAGCCTGCCCCTTCAATGGTTGGTACATGGGCACCGAGATTG

TTCCCAGCCTGCCCCTTCAATGGTTGGTACATGGGCACCGAGATTG

R R b b b b I b S b b b b S b b b b b b b b b b S b b b b I S b b dh b b Sh b 2 2 b b b

GACACACAGCGCTACAACATCCTGGAGGAAGTGGGCCGAAGGATGG




GCCTGGAGACCCACACA
NM 001313922.1
GCCTGGAGACCCACACA
NM 010927.4 256
GCCTGGAGACCCACACA

cons
khkkhkhkkAk kK Ak Ak Ak Kk Kk %k

NM 001313921.1
CTGTGCTCCATAGTTTC
NM 001313922.1
CTGTGCTCCATAGTTTC
NM 010927.4 256
CTGTGCTCCATAGTTTC

cons
khkAhkhkhkAk Kk Kk Ak khkk kA kKK %k

NM 001313921.1
CCTTCATGAAGCACATG
NM 001313922.1
CCTTCATGAAGCACATG
NM 010927.4 256
CCTTCATGAAGCACATG

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkhkkhkk k) kK %k

NM 001313921.1
GGCTGGTCCCTCCAGTG
NM 001313922.1
GGCTGGTCCCTCCAGTG
NM 010927.4 256
GGCTGGTCCCTCCAGTG

cons
Kk Kk hkkkhkkkkkkkkkk Kk

NM 001313921.1
TCCTATCTCCATTCTAC
NM 001313922.1

GACACACAGCGCTACAACATCCTGGAGGAAGTGGGCCGAAGGATGG

GACACACAGCGCTACAACATCCTGGAGGAAGTGGGCCGAAGGATGG

KA AR AR KA A KR A AR A A KR A A A AR A AR KA A A AN A AR A AR AR KA AR AKXk K

CTGGCCTCCCTCTGGAAAGACCGGGCTGTCACGGAGATCAATGTGG

CTGGCCTCCCTCTGGAAAGACCGGGCTGTCACGGAGATCAATGTGG

CTGGCCTCCCTCTGGAAAGACCGGGCTGTCACGGAGATCAATGTGG

R R I e S b b S b I b b b b SR S i db b b b b b b b A b b b I SR S db b b Sb b S db b db b

CAGAAGCAGAATGTGACCATCATGGACCACCACACAGCCTCAGAGT

CAGAAGCAGAATGTGACCATCATGGACCACCACACAGCCTCAGAGT

CAGAAGCAGAATGTGACCATCATGGACCACCACACAGCCTCAGAGT

R R e I b b b S e S b b b b dh b 2 b b b b b I g b b S b b db b S b 2 4b b db b i 44

CAGAATGAGTACCGGGCCCGTGGAGGCTGCCCGGCAGACTGGATTT

CAGAATGAGTACCGGGCCCGTGGAGGCTGCCCGGCAGACTGGATTT

CAGAATGAGTACCGGGCCCGTGGAGGCTGCCCGGCAGACTGGATTT

R R b b b b I b S b b b b S b b b b b b b b b b S b b b b I S b b dh b b Sh b 2 2 b b b

TCTGGGAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGTTGAACTATG

TCTGGGAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGTTGAACTATG




TCCTATCTCCATTCTAC
NM 010927.4 256
TCCTATCTCCATTCTAC

cons
khkkhkhkkkAk kA Ak Ak Ak Kk Kk %k

NM 001313921.1
AGCTGAGGCCCAGGAGG
NM 001313922.1
AGCTGAGGCCCAGGAGG
NM 010927.4 256
AGCTGAGGCCCAGGAGG

cons
khkAhkhkkkAkk Ak Ak khkkhk kK%

NM 001313921.1
CCATGCTAATGCGAAAG
NM 001313922.1
CCATGCTAATGCGAAAG
NM 010927.4 256
CCATGCTAATGCGAAAG

cons
khkkhkhkkkhkkkhkkhkhkkhkk k) kK%

NM 001313921.1
CAGGGAAGTCTGAAGCA
NM 001313922.1
CAGGGAAGTCTGAAGCA
NM 010927.4 256
CAGGGAAGTCTGAAGCA

cons
Kk Kk hkkkhkk ok ok kkkkkk Kk

NM 001313%921.1
AGGTTGTCTGCATGGAC
NM 001313922.1
AGGTTGTCTGCATGGAC
NM 010927.4 256

TCTGGGAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGTTGAACTATG

KA AR AR KA A KR A AR A AR A A A AR A KRR A A A AN A AR A AR AR XA AR A XKk K

TACTACCAGATCGAGCCCTGGAAGACCCACATCTGGCAGAATGAGA

TACTACCAGATCGAGCCCTGGAAGACCCACATCTGGCAGAATGAGA

TACTACCAGATCGAGCCCTGGAAGACCCACATCTGGCAGAATGAGA

R R I e I b b b B S I b b b b SR I i 2 b b b b b b b b b b b e 2R S db b R SR b 2 db b 2b b

AGAGAGATCCGATTTAGAGTCTTGGTGAAAGTGGTGTTCTTTGCTT

AGAGAGATCCGATTTAGAGTCTTGGTGAAAGTGGTGTTCTTTGCTT

AGAGAGATCCGATTTAGAGTCTTGGTGAAAGTGGTGTTCTTTGCTT

R R e b b b b I A b b b b SR b i 2 b b b b b b b b b b b I 2R b b 2b b b Sh b 2 db b 2 b

GTCATGGCTTCACGGGTCAGAGCCACAGTCCTCTTTGCTACTGAGA

GTCATGGCTTCACGGGTCAGAGCCACAGTCCTCTTTGCTACTGAGA

GTCATGGCTTCACGGGTCAGAGCCACAGTCCTCTTTGCTACTGAGA

R R b b b b I b S b b b b S b b b b b b b b b b S b b b b I S b b dh b b Sh b 2 2 b b b

CTAGCCAGGGACCTGGCCACCTTGTTCAGCTACGCCTTCAACACCA

CTAGCCAGGGACCTGGCCACCTTGTTCAGCTACGCCTTCAACACCA

CTAGCCAGGGACCTGGCCACCTTGTTCAGCTACGCCTTCAACACCA




AGGTTGTCTGCATGGAC

cons
khkkhkhkkAk kK kA hkkhAk Ak Kk Kk %k

NM 001313921.1
TGACAAGCACATTTGGG
NM 001313922.1
TGACAAGCACATTTGGG
NM 010927.4 256
TGACAAGCACATTTGGG

cons
khkAhkhkhkAkkkhkkhkhkhkkhk kKK %k

NM 001313921.1
IS AIEE A CACRREIC]
NM 001313922.1
AN ACACAREIT]
NM 010927.4 256
AU ACACARE ]

cons
khkkhkhkkkkkkhkkhkhkhkk k) kK%

NM 001313921.1
ACCCTCAGTTCTGCGCC
NM 001313922.1
ACCCTCAGTTCTGCGCC
NM 010927.4 256
ACCCTCAGTTCTGCGCC

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 001313921.1_
AGCTTGCCCCAACAGGA
NM 001313922.1
AGCTTGCCCCAACAGGA
NM 010927.4 256
AGCTTGCCCCAACAGGA

KA AR AR A A KR A AR A AR A A A AR A AR KA A A AR AR AR AR XA AR AN A Kk K

CAGTATAAGGCAAGCACCTTGGAAGAGGAGCAACTACTGCTGGTGG

CAGTATAAGGCAAGCACCTTGGAAGAGGAGCAACTACTGCTGGTGG

CAGTATAAGGCAAGCACCTTGGAAGAGGAGCAACTACTGCTGGTGG

KA KR AR A A KR A AR A AR A A A AR A A KRR A A A AR A A KA AR AR AR A Xk kK

AATGGAGACTGTCCCAGCAATGGGCAGACTCTGAAGAAATCTCTGT

AATGGAGACTGTCCCAGCAATGGGCAGACTCTGAAGAAATCTCTGT

AATGGAGACTGTCCCAGCAATGGGCAGACTCTGAAGAAATCTCTGT

R R I b b b b b i b b b b SR b i 2 b b b b b b b b b b b I 2R S b db b b SR b 2 db b db b

AACCACACCTTCAGGTATGCTGTGTTTGGCCTTGGCTCCAGCATGT

AACCACACCTTCAGGTATGCTGTGTTTGGCCTTGGCTCCAGCATGT

AACCACACCTTCAGGTATGCTGTGTTTGGCCTTGGCTCCAGCATGT

khkhk kA hkhkhkhkhk kA hkhkhhkhhkhhkhkhkkhhhkhkhrhrkkhkhrkhkkhhrhkhrrkhkhkhxxx%x

TTTGCTCATGACATCGACCAGAAGCTGTCCCACCTGGGAGCCTCTC

TTTGCTCATGACATCGACCAGAAGCTGTCCCACCTGGGAGCCTCTC

TTTGCTCATGACATCGACCAGAAGCTGTCCCACCTGGGAGCCTCTC




cons
khkkhkhkkAk kK Ak hAkkhk kA hkk Kk %k

NM 001313921.1
CTGTACAAACCTTCCGG
NM 001313922.1
CTGTACAAACCTTCCGG
NM 010927.4 256
CTGTACAAACCTTCCGG

cons
khkkhkhkkkAk kA Ak Ak kA kK * %k

NM 001313921.1
TCCCGAAACGCTTCACT
NM 001313922.1
TCCCGAAACGCTTCACT
NM 010927.4 256
TCCCGAAACGCTTCACT

cons
khkkhkhkkkAkkkhkkhkhkkhkk k) kK%

NM 001313921.1
CGGAGCCTTTAGACCTC
NM 001313922.1
CGGAGCCTTTAGACCTC
NM 010927.4 256
CGGAGCCTTTAGACCTC

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 001313%921.1
GGCTGAAATCCCAGCAG
NM 001313%22.1
GGCTGAAATCCCAGCAG
NM 010927.4 256
GGCTGAAATCCCAGCAG

cons
Kk Kk kkkhkkkkkkkkkKk Kk

KA AR AR KA A KR A AR A AR A AR AR A AR A AR AR I AR A AR A AR A AR AKXk K

GAAGGGGACGAACTCAGTGGGCAGGAGGATGCCTTCCGCAGCTGGG

GAAGGGGACGAACTCAGTGGGCAGGAGGATGCCTTCCGCAGCTGGG

GAAGGGGACGAACTCAGTGGGCAGGAGGATGCCTTCCGCAGCTGGG

KA KR AR A A KR A AR A AR A AR AR A A AR A A A AR A AR A AR AR A AR AR kKK

GCAGCCTGTGAGACCTTTGATGTCCGAAGCAAACATCACATTCAGA

GCAGCCTGTGAGACCTTTGATGTCCGAAGCAAACATCACATTCAGA

GCAGCCTGTGAGACCTTTGATGTCCGAAGCAAACATCACATTCAGA

R R e b b b b S S S b b b b dh b 2 b b b b b b g b b b I SR S i 2b b b IR b b db b i 44

TCCAATGCAACATGGGAGCCACAGCAATATAGGCTCATCCAGAGCC

TCCAATGCAACATGGGAGCCACAGCAATATAGGCTCATCCAGAGCC

TCCAATGCAACATGGGAGCCACAGCAATATAGGCTCATCCAGAGCC

R b b b b I b S b b b b SR I 2b b b b b b b b S b b b b I S b b 2 b b b 2 4 b 2 b

AACAGAGCCCTCAGCAGCATCCATGCAAAGAACGTGTTTACCATGA

AACAGAGCCCTCAGCAGCATCCATGCAAAGAACGTGTTTACCATGA

AACAGAGCCCTCAGCAGCATCCATGCAAAGAACGTGTTTACCATGA

KA A A AR A A A A A A A A A A A A A A KA A KA A KA A KR A KR AR AN AN AN AN AN AKX XK




NM 001313921.1
TCACCTTCGAGGGCAGC
NM 001313922.1
TCACCTTCGAGGGCAGC
NM 010927.4 256
TCACCTTCGAGGGCAGC

cons
khkkhkhkkkAk kA kkhkhkAk kA hk Kk Kk %k

NM 001313921.1
GCAACCAGACCGCCCTG
NM 001313922.1
GCAACCAGACCGCCCTG
NM 010927.4 256
GCAACCAGACCGCCCTG

cons
khkkhkhkkkAkkkhkkhkhkkhkkhkk Kk %k

NM 001313921.1
2135 CIEE G EIC SN EE AT
NM 001313922.1
ARACTGTGTGCCTGGAG
NM 010927.4 256
ARACTGTGTGCCTGGAG

cons
khkkhhkkkkkhkkhkkkhkkhkkkk*k

NM 001313921.1
CCCCCTGCTCACTCAGC
NM 001313922.1
CCCCCTGCTCACTCAGC
NM 010927.4 256
CCCCCTGCTCACTCAGC

cons
Kk Kk kkkokkokkkkkkkk Kk

AATCTGCAGAGTGAAAAGTCCAGCCGCACCACCCTCCTCGTTCAGC

AATCTGCAGAGTGAAAAGTCCAGCCGCACCACCCTCCTCGTTCAGC

AATCTGCAGAGTGAAAAGTCCAGCCGCACCACCCTCCTCGTTCAGC

R I e I b I b 4 b b b b dR db i b b b b Ib b S I b b S S I e S b b b b SR S i 2b b b S

CGAGGGCCCAGCTACCTGCCTGGGGAACACCTGGGGATCTTCCCAG

CGAGGGCCCAGCTACCTGCCTGGGGAACACCTGGGGATCTTCCCAG

CGAGGGCCCAGCTACCTGCCTGGGGAACACCTGGGGATCTTCCCAG

R R I b b b b b i b b b b IR b i 2 b b b b b b b b b b b I S S b db b b SR b 2 db b db b

GTGCAGGGAATCTTGGAGCGAGTTGTGGATTGTCCTACACCACACC

GTGCAGGGAATCTTGGAGCGAGTTGTGGATTGTCCTACACCACACC

GTGCAGGGAATCTTGGAGCGAGTTGTGGATTGTCCTACACCACACC

R R b b b b I dh b b b b SR b 2 b b b b b b b S b b b b I S S b db b b b 2 db b b b

GTTCTGGATGAGAGCGGCAGCTACTGGGTCAAAGACAAGAGGCTGC

GTTCTGGATGAGAGCGGCAGCTACTGGGTCAAAGACAAGAGGCTGC

GTTCTGGATGAGAGCGGCAGCTACTGGGTCAAAGACAAGAGGCTGC

R R b b b b I S S b b b b S b b b b b b b b 2 b b b b SR b b 2b b b b b b b b i 24




NM 001313921.1
TGCAGCTCCACAAGCTG
NM 001313922.1
TGCAGCTCCACAAGCTG
NM 010927.4 256
TGCAGCTCCACAAGCTG

cons
khkkhkhkkkAk kA kkhkhk Ak hk kKK %k

NM 001313921.1
TGTGTCAGCCCTCAGAG
NM 001313922.1
TGTGTCAGCCCTCAGAG
NM 010927.4 256
TGTGTCAGCCCTCAGAG

cons
khkAhkhkhkAkk Ak Ak khkk Kk kKK %k

NM 001313921.1
LERREATIIICCOIIEIT]
NM 001313922.1
LERREATIIICCOIIEIT]
NM 010927.4 256
LLEE AT CCILET]

cons
khkkhhkkkhkkkhkkhkhkkhkk k) kK%

NM 001313921.1
AGCCCCGCTACTACTCC
NM 001313922.1
AGCCCCGCTACTACTCC
NM 010927.4 256
AGCCCCGCTACTACTCC

cons
Kk Kk kkk ok ok ok ok ok ok kkkk Kk

NM 001313921.1
TGGCCGTGGTCACCTAC

CAAGCCCTCACCTACTTCCTGGACATTACGACCCCTCCCACCCAGC

CAAGCCCTCACCTACTTCCTGGACATTACGACCCCTCCCACCCAGC

CAAGCCCTCACCTACTTCCTGGACATTACGACCCCTCCCACCCAGC

KA KR AR A A KR A AR A AR A A A AR A KRR A A A AR A AR A AR AR A AR AR KKK

GCTCGCTTTGCCACGGACGAGACGGATAGGCAGAGATTGGAGGCCT

GCTCGCTTTGCCACGGACGAGACGGATAGGCAGAGATTGGAGGCCT

GCTCGCTTTGCCACGGACGAGACGGATAGGCAGAGATTGGAGGCCT

R I I b b b I b I b b b b SR b 2 b b b b e b b A b b I SR b b 2b b R SR b 2 4 b db b

TACAATGACTGGAAGTTCAGCAACAACCCCACGTTCCTGGAGGTGC

TACAATGACTGGAAGTTCAGCAACAACCCCACGTTCCTGGAGGTGC

TACAATGACTGGAAGTTCAGCAACAACCCCACGTTCCTGGAGGTGC

R R I b b b b I 4 b b Ib b SR db b 2b b b b b b b b b b b S I 2 S b b b dE S i db b b S Y

TTGCATGTGCCCGCTGCCTTCCTGCTGTCGCAGCTCCCTATCTTGA

TTGCATGTGCCCGCTGCCTTCCTGCTGTCGCAGCTCCCTATCTTGA

TTGCATGTGCCCGCTGCCTTCCTGCTGTCGCAGCTCCCTATCTTGA

R R I b b b I dh b b b b SR b b b b b b b b b S b b b b I S S b 2 b b dh b 2 4 b b b

ATCAGCTCCTCCCAGGACCACACCCCCTCGGAGGTTCACCTCACTG




NM 001313922.1
TGGCCGTGGTCACCTAC
NM 010927.4 256

TGGCCGTGGTCACCTAC

cons
khkkhkhkkAk kK kA hkkhk Ak k Kk %k

NM 001313921.1
CTTGGATCAGGAACCTG
NM 001313922.1
CTTGGATCAGGAACCTG
NM 010927.4 256
CTTGGATCAGGAACCTG

cons
khkAhkhkkkAkk Kk Ak khkkhk kKK %k

NM 001313921.1
TCCAGCTCCCTGAGGAC
NM 001313922.1
TCCAGCTCCCTGAGGAC
NM 010927.4 256
ICIEACIT O ICACERAT]

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkhkhkk k) kK%

NM 001313921.1
CCTTCCGAAGTTTCTGG
NM 001313922.1
CCTTCCGAAGTTTCTGG
NM 010927.4 256
CCTTCCGAAGTTTCTGG

cons
Kk Kk kkk ok ok ok ok ok ok kkkk Kk

NM 001313%921.1
GCATGAGCTTGGTGTTT
NM 001313922.1
GCATGAGCTTGGTGTTT

ATCAGCTCCTCCCAGGACCACACCCCCTCGGAGGTTCACCTCACTG

ATCAGCTCCTCCCAGGACCACACCCCCTCGGAGGTTCACCTCACTG

KA AR AR A A KR A AR A AR A A A AR A AR A A A AR A AR A AR AR KA AR AKXk K

CGCACCCGAGATGGTCAGGGTCCCCTGCACCATGGTGTCTGCAGCA

CGCACCCGAGATGGTCAGGGTCCCCTGCACCATGGTGTCTGCAGCA

CGCACCCGAGATGGTCAGGGTCCCCTGCACCATGGTGTCTGCAGCA

R R I I b b b b S S I b b b b IR I S b b b b b I S b b b SR I 2b b R IR b b b b 44

AAGCCCCAGGACCCAGTGCCCTGCTTTGTGCGAAGTGTCAGTGGCT

AAGCCCCAGGACCCAGTGCCCTGCTTTGTGCGAAGTGTCAGTGGCT

AAGCCCCAGGACCCAGTGCCCTGCTTTGTGCGAAGTGTCAGTGGCT

R R I b b b b S A b b b b SR I 2 b b b b b b b b b b b I SR b b 2b b b b b 2 4 b 2 b

CCCTCCCAGCCTTGCATCCTCATTGGGCCTGGTACGGGCATTGCTC

CCCTCCCAGCCTTGCATCCTCATTGGGCCTGGTACGGGCATTGCTC

CCCTCCCAGCCTTGCATCCTCATTGGGCCTGGTACGGGCATTGCTC

R R I b b b I S b b b b SR b b b b b b b b b S b b b b I S b b dh b b Sh b 2 2 b b b

CAGCAGCGGCTCCATGACTCCCAGCACAAAGGGCTCAAAGGAGGCC

CAGCAGCGGCTCCATGACTCCCAGCACAAAGGGCTCAAAGGAGGCC




NM 010927.4 256
GCATGAGCTTGGTGTTT

cons
khkkhkhkkkAk kK Ak Ak Ak k Kk %k

NM 001313921.1
AGGAGATGGTCCGCAAG
NM 001313922.1
AGGAGATGGTCCGCAAG
NM 010927.4 256
AGGAGATGGTCCGCAAG

cons
khkkhkhkhkAkkkhkkhkhkkhkk kA kKK %k

NM 001313921.1
AACCCAAGGTCTACGTT
NM 001313922.1
AACCCAAGGTCTACGTT
NM 010927.4 256
AACCCAAGGTCTACGTT

cons
khkkhkhkkkkkhkkhkhkhkkhkk kK%

NM 001313921.1
TCCACGGGGAGCAGGGC
NM 001313922.1
TCCACGGGGAGCAGGGC
NM 010927.4 256
TCCACGGGGAGCAGGGC

cons
Kk Kk kkkokk ok ok kkkkkk Kk

NM 001313921.1_
CCACATTGAAGAAGCTG
NM 001313922.1
CCACATTGAAGAAGCTG
NM 010927.4 256
CCACATTGAAGAAGCTG

CAGCAGCGGCTCCATGACTCCCAGCACAAAGGGCTCAAAGGAGGCC

R IR I b b b b Ib I b I b b b b SR db b b b b b Ib b dh I b b b R I I b b 2b b b dR 9 i 2b b b 9 4

GGGTGCCGGCACCCGGAGGAGGACCACCTCTATCAGGAAGAAATGC

GGGTGCCGGCACCCGGAGGAGGACCACCTCTATCAGGAAGAAATGC

GGGTGCCGGCACCCGGAGGAGGACCACCTCTATCAGGAAGAAATGC

R e I b b S S I b b b b SR I i 2 b b b b b b b A b b b e SR S b db b b Sb b S db b 2b b

AGAGTGCTGTTCCAGGTGCACACAGGCTACTCCCGGCTGCCCGGCA

AGAGTGCTGTTCCAGGTGCACACAGGCTACTCCCGGCTGCCCGGCA

AGAGTGCTGTTCCAGGTGCACACAGGCTACTCCCGGCTGCCCGGCA

R R I I b b b I i b b b b SR b 2 b b b b b b b b b b b I SR b b 2b b R SR b 2 4 b 2b b

CAGGACATCCTGCAAAAGCAGCTGGCCAATGAGGTACTCAGCGTGC

CAGGACATCCTGCAAAAGCAGCTGGCCAATGAGGTACTCAGCGTGC

CAGGACATCCTGCAAAAGCAGCTGGCCAATGAGGTACTCAGCGTGC

R b b b b b I e S b b b b dh b b b b b b b b I 2 S b b b b SR S b b b b b b b b b i 24

CACCTCTACATTTGCGGAGATGTGCGCATGGCTCGGGATGTGGCTA

CACCTCTACATTTGCGGAGATGTGCGCATGGCTCGGGATGTGGCTA

CACCTCTACATTTGCGGAGATGTGCGCATGGCTCGGGATGTGGCTA




cons
khkkhkhkkAk kK kA Ak Kk Kk %k

NM 001313921.1
TCTTCCAGCTCAAGAGC
NM 001313922.1
TCTTCCAGCTCAAGAGC
NM 010927.4 256
TCTTCCAGCTCAAGAGC

cons
khkkhkhkkkAk kA Ak Ak kA Kk kk %k

NM 001313921.1
GGGCAAAAAAGGGCAGC
NM 001313922.1
GGGCAAAAAAGGGCAGC
NM 010927.4 256
GGGCAAAAAAGGGCAGC

cons

khkkhhkkkkAkkkhkkhkhkhkk k) Kk %k

NM 001313921.1
NM 001313922.1
NM 010927.4 256

cons

KA AR AR KA A KR A AR A A KA A A AR A AR A AR AR I AR A AR AKX A AR AKXk K

GTGGCCACCAAGCTGAACTTGAGCGAGGAGCAGGTGGAAGACTATT

GTGGCCACCAAGCTGAACTTGAGCGAGGAGCAGGTGGAAGACTATT

GTGGCCACCAAGCTGAACTTGAGCGAGGAGCAGGTGGAAGACTATT

KA KR AR A A KR A AR A AR A AR AR A A AR A A A AR A AR A AR AR A AR A Xk kK

CAGAAACGTTATCATGAAGATATCTTCGGTGCAGTCTTTTCCTATG

CAGAAACGTTATCATGAAGATATCTTCGGTGCAGTCTTTTCCTATG

CAGAAACGTTATCATGAAGATATCTTCGGTGCAGTCTTTTCCTATG

R R I S b b b I b i b b b b SR b 2 b b b b b b b b b b b I 2R S b db b b SR b 2 4 b db b

GCCTTGGAGGAGCCCAAAGCCACGAGGCTCTGA
GCCTTGGAGGAGCCCAAAGCCACGAGGCTCTGA
GCCTTGGAGGAGCCCAAAGCCACGAGGCTCTGA

R I e b S b b b b S S b b b b A S S b b b b b b i 2 S b b i 4

GGGTGCCGGCACCCGGAGGAGGACCACCTCTATCAGGAAGALATGICACCACATCETCCCOAAGAGA GT GC
TGTTCCAGGTGCACACAGGCTACTCCCGGCTGCCCGGCARACCCAAGGTCTACGTTCAGGACATCCTGCA

AAAGCAGCTGGCCAATG

GGGAGCAGGGCCACCTCTACATTTGCGGAGAT

GTGCGCATGGCTCGGGATGTGGCTACCACATTGAAGAAGCTG

v BLAST Verified

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions
OLIGO start len tm gcs

any

3 |l

seq

LEFT PRIMER 46 20 63.24 60.00
CAGGAGATGGTCCGCAAGAG

3.00

0.00


https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ

RIGHT PRIMER 178 20 64.29 65.00 5.00 2.00
CGTGGAGCACGCTGAGTACC

SEQUENCE SIZE: 252

INCLUDED REGION SIZE: 252

PRODUCT SIZE: 133, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 3.00

1 GGGTGCCGGCACCCGGAGGAGGACCACCTCTATCAGGAAGAAATGCAGGAGATGGTCCGC
SOSOS55555555>>

61 AAGAGAGTGCTGTTCCAGGTGCACACAGGCTACTCCCGGCTGCCCGGCAAACCCAAGGTC
>>>>>

121 TACGTTCAGGACATCCTGCAAAAGCAGCTGGCCAATGAGGTACTCAGCGTGCTCCACGGG
<L L L L L L L L L L L L Lk

181 GAGCAGGGCCACCTCTACATTTGCGGAGATGTGCGCATGGCTCGGGATGTGGCTACCACA

241 TTGAAGAAGCTG

ANEXO 4

Expresion génica relativa logaritmica de NF-kB en células RAW 264.7,

calculada mediante el método AACt de Livak

No se muestra el Anexo 4 antes de su publicacion por confidencialidad

Los resultados se informan como la media * desviaciobn estandar de tres
experimentos. *P<0.05, **P<0.01; diferencias significativas entre las células

estimuladas con LPS.

ANEXO 5

Expresion génica relativa logaritmica de IL-18 y TNFa en células RAW

264.7, calculada mediante el método AACt de Livak



No se muestra el Anexo 5 antes de su publicacién por confidencialidad

Los resultados se informan como la media * desviacion estandar de tres
experimentos. *P<0.05, **P<0.01; diferencias significativas entre las células
estimuladas con LPS.

ANEXO 6

Expresion génica relativa logaritmica de iNOS en células RAW 264.7,

calculada mediante el método AACt de Livak

No se muestra el Anexo 6 antes de su publicacion por confidencialidad

Los resultados se informan como la media * desviacion estandar de ftres
experimentos. *P<0.05, **P<0.01; diferencias significativas entre las células

estimuladas con LPS.

ANEXO 7

Expresion génica relativa logaritmica de SOD1 y SOD2m en células RAW
264.7, calculada mediante el método AACt de Livak

No se muestra el Anexo 7 antes de su publicacion por confidencialidad

Los resultados se informan como la media * desviaciobn estandar de tres
experimentos. *P<0.05, **P<0.01; diferencias significativas entre las células

estimuladas con LPS.



ANEXO 8

Expresion génica relativa logaritmica de OGG1 en células RAW 264.7,

calculada mediante el método AACt de Livak

No se muestra el Anexo 8 antes de su publicacién por confidencialidad

Los resultados se informan como la media * desviacion estandar de tres
experimentos. *P<0.05, *P<0.01; diferencias significativas entre las células

estimuladas con LPS.

ANEXO 9

Expresion génica relativa logaritmica de CAT en células RAW 264.7,

calculada mediante el método AACt de Livak

No se muestra el Anexo 9 antes de su publicacion por confidencialidad

Los resultados se informan como la media * desviaciobn estandar de tres
experimentos. *P<0.05, **P<0.01; diferencias significativas entre las células

estimuladas con LPS.
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