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1.5 RESUMEN

El virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV), afecta a cerdos
provocando alta morbilidad. Las células blanco del virus son los macréfagos alveolares cuyas
funciones disminuyen durante la infeccion. Previamente, hemos identificado epitopos
(péptidos) de reconocimiento de linfocitos T en la proteina de envoltura GP5, los cuales
indujeron la expresion de mRNA de citocinas proinflamatorias en macréfagos de raton y
estimularon la polarizacién al fenotipo M1. Se desconocen los mecanismos que subyacen en
la respuesta de macrofagos de cerdo ante los péptidos virales. Objetivo: Evaluar la
participacion de la via NF-xB en la activacion de macrdfagos de cerdo inducida por los
péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV, denominados GP5T1, GP5T2 y GPTS3.
Metodologia: Se utilizd Western Blot, Sistema de reporteros y sistema X-MAP/Luminex.
Resultados: Se observo un aumento estadisticamente significativo en la expresion de p-P65
de acuerdo con el siguiente orden GP5T2 > GP5T1 > TNFo > LPS > GPT3 comparados con
el control, lo cual sugiere que los péptidos GP5T1, GP5T2 y GPT3 activan la via NF-kB. Por
otro lado, se observo que los tres péptidos virales fueron capaces de inducir la transactivacién
del elemento cis de NF-xB en comparacion con el control, medido por la expresion de la
proteina verde fluorescente GFP. También, se observé un aumento significativo en la
secrecion de IFN-y, IL-1f, IL-10 y TNF-B con el tratamiento con el péptido GP5T2 y un
aumento en la secrecion de IL-10 después del tratamiento con el péptido GP5T3.
Conclusién: Los resultados sugieren que los péptidos derivados de la proteina GP5 del
PRRSV GP5T1, GP5T2 y GP5T3 son capaces de inducir la activacion de la via NF-xB en
macrofagos de cerdo. En conjunto, estos datos mostraron que los péptidos GP5T1 GP5T2 y

GP5T3 son suficientes para inducir el fenotipo M1/M2 en macro6fagos de cerdo.

PALABRAS CLAVE: PRRSV, macréfago, GP5, citocina, cerdo




1.6 ABSTRACT

Swine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRSV) virus affects pigs causing
high morbidity. The target cells of the virus are alveolar macrophages whose functions
decrease during infection. We have previously identified epitopes (peptides) of T-cell
recognition in the GP5 sheath protein, which induced mRNA expression of proinflammatory
cytokines in mouse macrophages and stimulated polarization to the M1 phenotype. The
mechanisms underlying the response of pig macrophages to viral peptides are unknown.
Objective: To evaluate the participation of the NF-xB pathway in the activation of pig
macrophages induced by the peptides derived from the GPGP5 protein of PRRSV, called
GP5T1, GP5T2 and GPT3. Methodology: Western Blot, Reporters system and X-
MAP/Luminex system were used. Results: A statistically significant increase in p-P65
expression was observed according to the following order GP5T2 > GP5T1 > TNFa > LPS
>GPT3 compared to the control, which suggests that the peptides GP5T1, GP5T2 and GPT3
activate the NF-kB pathway. On the other hand, it was observed that the three viral peptides
were able to induce the transactivation of the cis element of NF-kB compared to the control,
measured by the expression of the green fluorescent protein GFP. Also, a significant increase
in IFN-y, IL-1pB, IL-10 and TNF-f secretion was observed with GP5T2 peptide treatment and
anincrease in IL-10 secretion after GP5T3 peptide treatment. Conclusion: The results suggest
that peptides derived from the GP5 protein of PRRSV GP5T1, GP5T2 and GP5T3 are
capable of inducing the activation of the NF-xB pathway in pig macrophages. Together,
these data showed that the peptides GP5T1 GP5T2 and GP5T3 are sufficient to induce the
phenotype M1/M2 in pig macrophages.

KEYWORDS: PRRSV, macrophage, GP5, cytokine, pork




2.- MARCO TEORICO

2.1 Importancia y generalidades del PRRSV

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino es causado por el virus del mismo
nombre (PRRSV por sus siglas en inglés) actualmente es considerado como una de la de las
enfermedades en cerdos mas importantes a nivel mundial debido a su alta prevalencia y
distribucion en diferentes paises. La enfermedad causa pérdidas millonarias en diferentes
paises porcicultores afio tras afio (Montaner-Tarbes et al., 2019). Para 2013, solamente en
EE. UU, se estimaron pérdidas econdmicas de $ 664 millones de dolares anuales (Holtkamp,
2013). Actualmente se calculan pérdidas anuales aproximadamente de 2.5 billones de ddlares
en los estados unidos y Europa. (Chase-Topping et al., 2020). Datos obtenidos realizados a
través de analisis de datos en Alemania, han calculado perdidas aproximadas debido a
PRRSV de 255 euros por cerdo, los cuales concuerdan con los de otros paises europeos
(Renken et al., 2021).

Este virus se considera un patégeno de gran importancia dado que ha cobrado
relevancia en las ultimas décadas debido al impacto econémico en cuanto a pérdidas anuales
en granjas con diferentes grados de tecnificacion, En nuestro pais se desconocen las cifras
reales de su impacto y prevalencia, pero se considera que es similar al de otros paises con
cifras reportadas. Por lo que SADER (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural) de
acuerdo Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica ha denominado el PRRSV como
conforme al articulo 344 del Reglamento de la Ley Federal de Sanidad Animal como

enfermedad de notificacion obligatoria (DOF - Diario Oficial de La Federacion, n.d.).

El mercado de carne de cerdo es muy importante en México, ya que la misma es una
importante fuente de proteinas. Tan solo en 2017 se produjeron aproximadamente 6.69
millones de toneladas de carne, de las cuales 21.5% fueron de origen porcino. También se
vio un incremento en la produccion de 3.7% en comparacion con el 2016 (OCDE, 2019).

Este virus es causa importante de enfermedad respiratoria tanto en infeccion aislada

como coinfeccion con otros agentes. El cual es uno de los mayores contribuidores al complejo




respiratorio porcino, el cual reine patdgenos de distinta naturaleza los cuales en conjunto

ocasionan una gran morbilidad respiratoria en cerdos (Thaa et al., 2008).

Actualmente prevalece la preocupacion respecto a virus que infectan animales
domesticados, dado que se considera importante la relacion entre la salud animal y de
humanos, ha cobrado mayor importancia en los ultimos afios con el surgimiento de
pandemias originadas a partir de virus que previamente infectaban animales por ejemplo el

virus de la influenza HIN1.

2.2 Origen y evolucion

A finales de la década de los 80°s fueron descritos varios brotes en granjas porcicolas
en diferentes estados de E.E.U.U de una enfermedad misteriosa en cerdos, caracterizada
principalmente por fallo reproductivo en cerdas gestantes y afeccion respiratoria de diferentes
grados de severidad. Posteriormente fueron descritos en Europa cuadros similares en
diferentes paises del continente con una rapida propagacion entre granjas. En 1991 fue
aislado por primera vez el virus causante del PRRS (PRRSV) en los laboratorios de Lelystad.
El cual fue denominado virus Lelystad, a su vez considerado PRRSV-1. Posteriormente
también fue aislado un afio después en Estados unidos (E.E.U.U.) la cepa VR-2332
denominado PRRSV-2. Es importante mencionar que tanto el virus Lelystad y el Vr-2332 a
pesar de contar con cuadros clinicos muy similares, caracteristicas biologicas y
epidemioldgica semejantes, estos dos virus fueron clasificados desde su inicio como dos
cepas de diferentes, denominandose genotipo 1 y genotipo 2 respectivamente (Carvajal,
2020).

Esta variabilidad genética del virus queda demostrada con la presencia de diferentes
subtipos para cada uno de los dos genotipos, contando con una reducida homologia entre
ellos, esto debido a que al ser un virus RNA tiene una alta tasa de mutacion. Y esto queda de

manifiesto con la presencia brotes de diferentes cepas en todo el mundo (ver figura 1).
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Figura 1. Regionalizacion de las diferentes cepas del PRRSV en el mundo (Modificado de Cano, 2012.)

2.3 Impacto del PRRSV en México y el mundo

Actualmente se desconocen las cifras del impacto econémico del PRRSV en nuestro
pais, pero se estiman que son similares a paises como E.E.U.U., tan solo en aquel pais desde
el inicio de la epidemia por PRRSV se reconocié un importante impacto econémico debido
a perdidas en piaras infectadas con el virus, con una pérdida del rendimiento bruto calculado
de 6 a 8% por cada mes del brote. Datos mas recientes estiman perdidas de productividad
que ascienden a un estimado de $664 millones de dolares americanos, notandose un
incremento sustancial en comparacién con un analisis realizado en 2005 (Holtkamp et al.,
2013). En granjas europeas se calcula una media en cuanto a pérdidas anuales de €75,724 si
la granja era afectada en el area de crecimiento y engorda, mientras que las pérdidas
calculadas se elevaban a € 650,090 si eran afectadas todas las areas de la granja (Nathues et
al., 2017).
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2.4 Cuadro clinico

El cuadro clinico por PRRSV clasicamente ha sido descrito como un cuadro
caracterizado principalmente por afeccion pulmonar con cuadros de neumonia intersticial y
otros signos respiratorios, y perdidas gestacionales en cerdas gestantes, estos acompafados
de signos generales como fiebre, anorexia, eritema, cianosis, alteraciones dermatoldgicas,
entre otros, Aungue los signos clinicos de PRRS son muy variables, estos dependiendo de la
cepa infectante, raza y edad del animal. Se ha observado signos clinicos mas severos y
prolongados en cerdos jovenes. Es importante mencionar que carece de signos
patognomaonicos, por lo que es dificil e importante realizar diagndstico diferencial en cuadros
respiratorio con infecciones por otros patégenos como H. hyopneumoniae, A.
pleuropneumoniae, P. multocida y H. parasuis. Y en el caso de falla reproductiva se debera
descartar otras infecciones como Leptospirosis, Parvovirus, Brucelosis, enfermedad de

Aujeszky.

La tase de morbilidad se estima aproximadamente en un 50% en cerdos jovenes y
alcanza una mortalidad de 25% en cerdos en crecimiento. Las muertes por lo general son
debidas a sobreinfecciones bacterianas secundarias como S. cholerasuis, S. suis, A.
pleuropneumoniae y H. parasuis. Las mayores pérdidas econdmicas se dan en el fallo

reproductivo en cerdas (Constable, 2017).

2.5 Vias de transmisién

El virus puede esparcirse rapidamente dentro de una piara, si los cerdos se encuentran
dentro de un lugar cerrado y mal ventilado. Hasta un 90% de los cerdos llegaran a presentar
seroconversion en los 3 meses posterior de la introduccién del virus a la piara. La via de
transmision mas comun se cree que es el contacto directo. Otras posibles rutas de contagio
serian la introduccion de animales vacunados, uso de semen en inseminacion artificial de

machos infectados y por aerosoles (Constable, 2017).
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2.6 Curso temporal de la enfermedad por PRRSV

Las etapas tempranas de la infeccion por PRRSV, posterior a la entrada del virus a un
cerdo previamente sano, se caracteriza por la presencia de diversos signos clinicos y una alta
tasa de replicacion en macréfagos alveolares y otros subtipos de macrofagos. Posteriormente
se observa una alta carga viral en tejidos, acompafiado de presencia de viremia (Lépez & Osorio,

2004).

Mas all& de la etapa aguda, sobreviene una etapa de infeccion persistente. En la cual
el PRRSV persiste en cantidades disminuidas en tejido linfoide. En esta etapa el virus se
encuentra en replicacion continta, pero lo hace a niveles mucho menores que en las etapas
anteriores de la infeccion. Por dltimo, el virus es eliminado del organismo por lo general
muchos meses después de la infeccion inicial. Los cerdos infectados desarrollan una
respuesta mediada por células T que inicia aproximadamente a las 4 semanas Post infeccion
(PI). La produccion especifica de IFN- y muestra una demora en su respuesta al igual que

anticuerpos neutralizantes (ver Figura 2).

Se estima un lapso de 150 dias 0 més para la completa eliminacién del virus en la
totalidad de animales infectados. Actualmente no se conoce a través de qué mecanismos hay
una persistencia del virus en el organismo, que pareciese ser debido a incapacidad del sistema
inmune del hospedero para montar una respuesta efectiva contra el virus (L6pez & Osorio,
2004).
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Figura 2. Secuencia temporal de eventos posterior a infeccion con PRRSV Se observa desde el primer dia
viremia detectable y mantenida durante semanas, correspondiendo con la secrecion de anticuerpos no
neutralizantes. Pasadas semanas inicia una respuesta celular y humoral detectadas por la presencia de
anticuerpos neutralizantes (linea punteada gruesa) y aumento de interferén (Linea punteada fina) (Tomado de

Lopez et al., 2009)

2.7 Clasificacion, genoma y estructura del PRRSV

El PRRSV es un virus encapsulado RNA de sentido positivo, el cual se clasifica
dentro del orden Nidovirales, y dentro de la familia de los arterivirus junto a otros como el
virus de la arteritis equina y fiebre hemorragica en simios. Una caracteristica de esta familia
es la presencia de un tropismo muy selectivo. La forma del viridn es casi esférica con un
tamafio aproximado de 50-60 nm de didmetro. De acuerdo con las caracteristicas de su
genoma, el PRRSV lo podemos clasificar en el grupo 4 del sistema de Baltimore para
clasificacion de los virus (ver figura 3), dado que su genoma es un RNA de sentido positivo

de aproximadamente 15 kb (Lunney et al., 2016)
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Figura 3. Sistema de Baltimore para clasificacion de virus Este sistema clasifica a los virus dependiendo del
acido nucleico que contienen. EI PRRSV se clasifica dentro del grupo 4 por tener RNA monocatenario de

sentido positivo (Tomado de Racaniello et al., 2009).

El tamafio promedio del genoma del PRRSV es de 15kb, el cual cuenta con 10 marcos
de lectura abierta (ORF) con los genes involucrados en la replicacion en el extremo 5°,
seguido de genes que codifican para las diferentes proteinas estructurales hacia el extremo 3’
del genoma. Mas de la mitad del genoma (aproximadamente 60 a 70%) codifica para las
proteinas no estructurales, las cuales son importantes para el complejo de replicacion,
contenidas dentro de los ORFla y ORF1b. Mientras que los ORF 2 a 7 codifican para las
proteinas estructurales del PRRSV (ver figura 4). Cabe resaltar que el ORF 5 es de gran
importancia debido a su alta variabilidad genética entre cepas. EI PRRSV cuenta con 8
proteinas estructurales codificadas en su genoma, de las cuales las podemos dividir en
glicosiladas: GP2a, GP2b, GP3, GP4, GP5a y GP5b; las cuales cobran gran importancia para
interaccidn del virus con la célula diana, y a su vez son las proteinas que principalmente son
reconocidas por el sistema inmune del hospedero. Por otro lado, tenemos proteinas no

glicosiladas: M y N (Montaner-Tarbes et al., 2019)
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Figura 4. Genoma y estructura de la particula viral del PRRSV. Representacién esquematica del genoma
completo del PRRSV. Los ORF 1a-1b abarcan mas de la mitad de todo el genoma del virus. En la figura se
esquematiza el virion del PRRSV, donde se observa la asociacion en heterotrimero de las proteinas GP2a,3 y

4; y la formacién del dinero constituido por GP5-M (Tomado de Montaner-Tarbes et al., 2019).

2.8. Tropismo del PRRSV

El cerdo es el Unico hospedero natural conocido del PRRSV. Al igual que en otros
arterivirus, en PRRSV se observa un tropismo selectivo del linaje monocitico, especialmente
en macrofagos diferenciados, como macrofagos alveolares, y en menor medida células
plasmaticas plasmocitoides (pDC por sus siglas en inglés). En condiciones In vitro el PRRSV
puede ser propagado en células de rifion de mono verde africano MA-104, y sus derivados
como células Marc-145, Vero y CL-2621. La infeccion de la célula blanco es un proceso
mediado a través de receptores celulares tales como heparan sulfato (HS), sialoadhesina (sn),
CD 163, CD151 y vimentina (Shi et al., 2015).
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Las células diferenciadas del sistema fagocitico mononuclear, tales como macréfagos
y células dendriticas, provienen de células mieloides. Las cuales demuestran una
heterogeneidad tanto fenotipica como funcional de acuerdo con su estado de activacion o
maduracion, los cuales estan determinados por patdgenos y/o estados de enfermedad y
sefiales del microambiente celular, da como resultado varios subtipos de estas células, las

cuales determinan el resultado de la enfermedad (Singleton et al., 2016a).

2.9 Replicacion de PRRSV

El PRRSV entra a la célula blanco posterior a la interaccion con proteinas de
superficie a través de endocitosis mediada por clatrina. Actualmente se cree que CD163, el
cual es un receptor tipo “scavenger”, es el principal receptor que media la internalizacion del
virion y su desensamble. EI genoma del virus es liberado al citosol mediante la acidificacion
del endosoma temprano y fusion con la membrana de este. (Lunney et al., 2016) Una vez que
el RNA gendémico (gRNA) es liberado, es usado como RNA mensajero (mMRNA) para la
traduccidn de las poliproteinas de replicasa, ppla-nsp2TF, ppla-nsp2N, pplay pplab (Kappes
& Faaberg, 2015). A partir de proteinasas virales, también codificadas en el genoma del virus,
las 4 poliproteinas son escindidas en 16 proteinas no estructurales, las cuales se ensamblan
en un complejo de replicacion y transcripcion (RTC por sus siglas en inglés). Una vez
establecidos estos complejos son anclados a vesiculas de doble membrana, las cuales se creen
que provienen del reticulo endoplasmatico, y a partir de estas cadenas de RNA sentido
positivo comienzan a traducir a cadenas de RNA de sentido negativo para poder producir
RNA de sentido positivo para el ensamblaje de nuevos viriones. A su vez los RTC también
traducen RNA subgenémico (sgRNA) los cuales son necesarios para la expresion de
proteinas estructurales (Lunney et al., 2016).Ya en etapas tardias de la replicacion, una vez
ensamblados los viriones ya maduros son acumulados en compartimientos de membrana
intracelulares y son liberados en el espacio extracelular a través de exocitosis (Ver Figura
5).(Kappes & Faaberg, 2015)
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Figura 5. Replicacién del PRRSV en el macro6fago. Posterior a la interaccion con proteinas de superficie de
la célula blanco, el virus es internalizado a través de formacién de endosomas por cambios en la clatrina de
membrana. Una vez dentro el material gendmico es liberado por acidificacion de endosomas tempranos y por
medio de su gRNA comienza a transcribir poliproteinas de replicasa, las cuales son escindidas en 14 proteinas
no estructurales las cuales forman los RTC. Encargados de la transcripcion de gRNA y sgRNA de sentido
negativo que serviran como molde para gRNA y sgRNA sentido positivo para la traduccién de gRNA y
proteinas estructurales respectivamente. (Tomado de Lunney et al., 2016).

2.10 Proteina GP5

La estructura de la proteina estructural GP5 esta comprendida por 200 aminoacidos,
en el caso del genotipo americano) la cual contiene un péptido sefial en el extremo N-
terminal, que dirige la sintesis proteica al reticulo endoplasmico (RE), seguido de un
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ectodominio de 30 aminoacidos, el cual contiene sitios de glicosilacion, de los cuales N44 y
N51 estan altamente conservados en la proteina GP5 de diferentes cepas. Después es seguido
por una porcion altamente hidrofébica que abarca los aminoécidos 63 a 135, la cual atraviesa
la membrana tres veces. Por altimo, finaliza con una porcién citosdlica el extremo C terminal
(ver figura 6) (Thaa et al., 2008).

A p? -
f ectodomain
el
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| trans-
membrane
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{cytosolic) fuiay
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Figura 6. Representacion esquematica de la proteina GP5 del PRRSV. En el extremo N terminal se
encuentra un péptido sefial, seguido de un ectodominio, el cual se sigue por una porcioén hidrofébica que
atraviesa la membrana 3 veces, y termina en un endodominio intracitosélico en su extremo C-terminal
(Modificado de Thaa et al., 2013).

También la proteina GP5 adquiere gran relevancia en su estudio, porque contiene una
region inmunodominante con un epitopo neutralizante y a su vez un epitopo sefiuelo en su
ectodominio que aporta a la evasion del sistema inmune del hospedero, a través de la
formacion de anticuerpos no neutralizantes, que por lo general aparecen 3 semanas PI. La
proteina GP5 se asocia a la proteina M las cuales forman un heterodimero a través de puentes
disulfuro (Roques et al., 2013).

2.11 Respuesta inmune e infeccion por PRRSV

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa ante la llegada de un agente
patdgeno a un organismo, en el caso de infecciones virales es esencial para prevenir la
replicacion viral y la invasion a mucosas. La respuesta a través de la secrecion de interferones
del tipo I (IFN o/p) es una de las formas méas potentes de la respuesta inmune innata ante la
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presencia de virus, a traveés del cual se expresan varios genes que participan en la eliminacion
del virus. Virtualmente todas las células nucleadas son capaces de secretar interferones, pero
entre los mas potentes productores encontramos a los macréfagos y especialmente pDC. Pero
se ha observado el PRRSV ha evolucionado mecanismos para la supresion de la secrecion de
IFN como mecanismo de modulacion de la respuesta del hospedero, tanto in vivo como in
vitro, teniendo como resultado una expresion baja de citocinas en cerdos infectados. De las
proteinas identificadas como moduladoras de la expresion de citocinas en la célula infectada

se encuentran nspla, nsplb, nsp2, nsp4, nspll, y N. (Montaner-Tarbes et al., 2019)

2.12 Polarizacion de macrofagos

Los macrdfagos son de las células mas importantes y mas diversas implicadas en la
respuesta inmune innata, especialmente para patdgenos intracelulares tales como virus, los
cuales se encuentran casi en todos los tejidos del organismo. También sirven como puente
entre la respuesta inmune innata y celular, al reclutar otras células del sistema inmune como
el caso de los linfocitos. Los macréfagos de cerdo guardan ciertas similitudes con los de los
humanos, pero a diferencia de estos ultimos los de cerdo los podemos dividir en dos
subpoblaciones de acuerdo con los CD que expresan en su membrana celular. En las que
expresan CD163 y CD16, aunque a diferencia de otros mamiferos estas células no producen
oxido nitrico (Kapetanovic, 2012)

Dependiendo de estimulos en el microambiente, estos son polarizados a uno de los

dos principales fenotipos (ver figura 7).
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Figura 7. Representacién esquematica de la polarizacion de macréfagos. Estimulos como lipopolisacarido
(LPS) o interferones, inducen al macréfago a un fenotipo M1, el cual tiene funciones proinflamatorias. Mientras
que estimulos como IL-4,13 y 1° lo polarizan al fenotipo M2 el cual tiene funciones antiinflamatorias

(Realizado Biorender modificado de Lee et al., 2019).

La plasticidad de los macrofagos es una caracteristica distintiva de este tipo celular,
el cual representa un equilibrio dindamico entre la actividad proinflamatoria (M1 o clésica) la
cual esta caracterizada por la secrecion de citocinas que inhiben el crecimiento celular de
células adyacentes con consecuente dafio tisular y la actividad antiinflamatoria (M2 o
alternativa) marcada por la produccion de citocinas que promueven la proliferacion de células
adyacentes con reparacion tisular. Cada uno de estos fenotipos del macréfago estan
caracterizados por un perfil de citocinas bien caracterizado que le permite tener funciones
especificas en diferentes tejidos dependiendo del contexto del microambiente celular, las
cuales son opuestas entre estos fenotipos.(Wang et al., 2014). Para la polarizacién clasica,
principalmente es necesaria la estimulacion por IFN- vy ligaciéon de TLR, lo cual es necesario
para la eliminacién y remocion de patdgenos intracelulares. Por otro lado, la activacion
alternativa (M2) tiene poca capacidad de neutralizacion de patogenos, y tienen mas funciones

de reparacion de tejidos (Singleton et al., 2016)
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2.13 Via de sefalizacion NF-kB:

El factor nuclear kappa B (NF-xB) estd comprendido por una familia de factores de
transcripcion los cuales actuan de manera precisa ante diversos estimulos para coordinar
diversos procesos en casi todos los organismos multicelulares como la respuesta inflamatoria,
diferenciacion, proliferacion celular y supervivencia de las células. Todos estos procesos
tienen un alto grado de precision y complejidad, por lo que su desregulacion ocasiona
diversos procesos patolégicos. En mamiferos, NF-xB esta constituido por 5 mondmeros
miembros de la misma familia, p65/RelA, RelB, cREL, p50 (p105 es su precursor) y p52
(p100 es su precursor), los cuales forman homodimeros o heterodimeros. Estos dimeros van
a ser distintos dependiendo del tipo celular. Especificamente para macr6fagos vamos a
encontrar el heterodimero formado por p65 y p50, del cual especificamente p65 va a
funcionar como factor de transcripcion para diversos genes involucrados en inflamacion y
proliferacion celular (ver figura 8). Esta transactivacion se logra mediante la translocacion
del dimero p65/p50 al nucleo y uniéndose a su elemento cis de respuesta.(Mitchell et al.,

2016) Haga clic o pulse aqui para escribir texto.

En un estado basal el dimero se encuentra secuestrado en el nucleo por la proteina
inhibidora de Kb (IxBa). Una vez que los receptores involucrados en la via son activados, se
activa una cascada de sefializacion que culmina con la fosforilacion y subsecuente activacion
de la quinasa de IxB (IKK). Una vez activada IKK esta fosforila a /xBa, la cual subsecuente
es ubiquitinizada para su degradacién. Una vez que se degrada /kBa va a permitir que el
dimero, formado por p65 y p50, se trasloque al nicleo para unirse a su elemento de respuesta
para iniciar la transcripcion de genes involucrados en la respuesta inflamatoria y de

proliferacion celular (ver figura 9)
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Figura 8. Formacion de heterodimeros y homodimeros que componen la via NF-kB en células eucariotas.

Dependiendo del tipo celular, los dimeros que conforman NF-xB varian. En el caso de macréfagos el principal

dimero esta conformado por RelA (conocido también como p65) y p50. (realizado en Bio-render)

Entre las citocinas mas estudiadas capaces de inducir la activacion de la via NF-xB
se encuentra IL-1y TNF, las cuales son rapidamente liberadas en tejido dafiado o infeccion,
los cuales son ligando de diferentes receptores celulares con estructuras diferentes, pero
utilizan mecanismos de transduccion de sefiales similares que incluye la activacion de la
cinasa de IkB (IKK) y NF-kB. Se conocen actualmente dos maneras diferentes en la que la
via puede ser activada. Una es la via canonica la cual es activada a través de moléculas de
origen bacteriano y citocinas proinflamatorias, como TNF e IL-1, a través de sus respectivos
receptores, lo cual culmina usualmente con la activacion y transcripcion de diversos genes

tanto inflamatorios como antiinflamatorios (Lawrence, 2009).
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Figura 9. Esquema simplificado de la via de sefializacion del NF-kB. La via puede ser activada a través de
la interaccion de diferentes receptores como TLR4 y receptores de citocinas como TNF-a e IL-1 con sus
respectivos ligando. A partir de esta activacion y subsecuente cascada de sefializacion la proteina IKK es
fosforilada y activada Lo cual permite la fosforilacion de kB y su degradacion. Esto permite que el dimero
p65/p50 se trasloque al ndcleo y p65 ejerza su funcién como factor de transcripcién para activar la expresion

de diferentes genes relacionados con la inflamacion y respuesta inmune.

2.14 Interaccion PRRSV/célula blanco y evasion de la respuesta inmune

Los macrofagos alveolares se encuentran estratégicamente en la interfaz entre gases-
superficie en la superficie de los alveolos y son los macrofagos predominantes que
interacttan con patdgenos que ingresan por la via aérea. Diversos estudios han demostrado
aumento la produccién de citocinas proinflamatorias por parte de macréfagos alveolares en
presencia de patdgenos respiratorios, en comparacién a animales sanos. Se ha demostrado de
esta manera la capacidad del macrdfago alveolar para cambiar su fenotipo al fenotipo
proinflamatorio M1 (Li et al., 2018).
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Se sabe que la proteina CD163 es el principal receptor que media la interaccion entre
el virus y el macréfago, a su vez que sialoadhesina (CD169) funciona como mediador para
la internalizacion del virus al interactuar con los ectodominios de GP5/M (Lunney et al.,
2016). Una vez que genoma del PRRSV es liberado al citoplasma de la célula blanco. Este
al ser RNA sentido positivo es traducido por los ribosomas de la célula infectada a diversas
proteinas no estructurales las cuales interactan con diferentes proteinas bloqueando la via
de sefalizacion. La via NF-xB generalmente se encuentra inactiva en células sin estimulos,
dado que el dimero se encuentra secuestrado en el citoplasma por la proteina IkB. Una vez
que llega un estimulo proinflamatorio se da la cascada de sefializacion la cual da lugar a la
activacion de NF-xB, traslocandose al nucleo seguido de la expresion de genes especificos
que dan lugar a la activacion en este caso de macréfagos (Mastropiero., 2014). Se conoce

que la expresion de CD163 y sialoadhesina es modulada por citocinas.

En cerdos infectados con PRRSV disminuye la secrecion de TNF-a al igual que
interferones, las cuales son citocinas antivirales por excelencia, mientras que hay una
regulacion al alza de IL-10. Lo que permite la replicacion en macréfagos y propagacion del
virus por el organismo debido al bloqueo de la via NF-xB.(Sun et al., 2012). La respuesta de
interferones es una de las principales maneras en las cuales el organismo actia ante la
infeccion por virus, esta respuesta esta altamente regulada y actta al poco tiempo de la
exposicion a interferones.(Schneider, 2014). La supresion de la produccién y sefializacion de
interferones es una de las principales caracteristicas del PRRSV. Se sabe que las proteinas
no estructurales nsplo, nsplp, nsp2, nsp4 y nspll, y la proteina estructural N han sido
identificadas como antagonistas de IFN, siendo nspl la mas potente(Ke & Yoo, 2017) (ver
figura 10).
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Figura 10. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune mediada por PRRSV. Las proteinas virales
funcionan como antagonistas de interferones y de la via NF-xB (Realizado en BIORENDER y modificado de
Yoo et al, 2017)

De acuerdo con la figura 10, se puede observar que el PRRSV tiene codificado en su
genoma diversos antagonistas de interferones, que permiten al virus evadir la respuesta
inmune de la célula huésped, esto permite el aumento de la carga viral debido a la tasa elevada
de replicacion del virus en la célula hospedera. Tanto nsploa como nsp1f tienen la capacidad
de inhibir interferones tipo I e impiden la funcion del promotor de IFN, que puede ser a través
del bloqueo de componentes cruciales para la expresion de IFN en el nucleo de la célula. A
su vez nspla inhibe la activacion del factor NF-kB. En cuanto a nsp2, esta proteina
contribuye a la evasion de la respuesta inmune inhibiendo la fosforilacion de IxB y su
degradacion, resultando en la inhibicion de NF-xB dado que este paso es crucial para la
activacion de esta via de sefializacion. Nsp4 se cree que pudiera inhibir también la
transcripcion de IFN-B. Nspl1l inhibe la traslocacion nuclear de IRF3 (factor regulador de
interferon 3) blogueando la produccion de interferon mediada por este factor. Por Gltimo, la
proteina de nucleocapside (N) induce aumento de IL-10. Esta tiene al igual que las proteinas
previamente mencionadas la funcidn de inhibir la produccion de interferones, y a la vez a

través de activacion de vias de sefializacion regula positivamente la expresion de IL-10.
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3.- ANTECEDENTES

El genoma de PRRSV tiene un tamafo de aproximadamente 15 kb, el cual contiene
once marcos de lectura abiertos (ORF). ORFla y ORFI1b en el extremo 5’ del genoma
codifica una poliproteina que se procesa en 13 proteinas no estructurales: Nspla, Nsplb y
Nsp2 a Nspl2. ORF2-ORF7 en el extremo 3’ del genoma codifican cuatro glicoproteinas
asociadas a lamembrana (GP2, GP3, GP4 y GP5), dos proteinas de membrana no glicosiladas

(E'y M), y una proteina nucleocépside (N) (Kappes & Faaberg, 2015) .

Se sabe que el complejo formado por las proteinas GP2a, GP2b, GP3, GP4, M y GP5
se une al receptor CD163, y esta interaccion es fundamental para el ingreso del virus a la
célula (Lunney et al., 2016).

Una de las proteinas méas estudiadas es GP5, Se han detectado anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra la proteina GP5 (Wang et al., 2016) por lo que esta proteina
contiene epitopos neutralizantes. Por otro lado, durante una infeccion viral la respuesta
inmune innata est4 mediada por la activacion de los macréfagos. En el caso de la infeccion
por el PRRSV, esta respuesta se ve afectada porque el virus se replica dentro de los
macrofagos y modula su activacion a fenotipo M (antinflamatorio) (Pérez Duran, 2020., datos
no publicados). Como antecedente, se conoce que la respuesta inmune innata es un factor

imprescindible para eliminar la infeccién con PRRSV que frecuentemente no se evalla.

El enfoque actual de las vacunas ha sido priorizado para favorecer la inmunidad
adaptativa, sin embargo, la respuesta inmune innata celular tiene un papel preponderante en
la neutralizacion del virus y en la induccién de la respuesta inmune adaptativas de larga
duracion para la consolidacion de respuesta inmune de memoria.(Wahyuningtyas et al.,
2021)

De esta manera, los macréfagos activados son importantes en la inmunidad tanto
innata como adaptativa porque estimulan la proliferacion y activacion de los linfocitos a
través de la presentacion de antigenos y expresion de citocinas. En consecuencia, los
macrofagos funcionan como un puente eficaz entre la respuesta inmune innata y la
adaptativa. La respuesta adaptativa funciona través de los linfocitos B y T, porque se genera

una respuesta duradera y especifica, que a su vez genera memoria inmunoldgica.
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La infeccion por PRRSV en los cerdos induce una respuesta inflamatoria en el tejido
pulmonar, que se caracteriza por el aumento de citocinas proinflamatorias. Las citocinas
involucradas en dicha respuesta incluyen a IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-o y también, se asocia
el reclutamiento de monocitos y neutrofilos al sitio de inflamacién. Dado que las citocinas
proinflamatorias aumentan y la sefializacion de NF-«xB esta activada en células infectadas por
PRRSV, se sugiere que PRRSV activa NF-xB. La sobreexpresion de NF-xB media la
produccion de citocinas proinflamatorias, que se correlaciona con la eliminacién del virus
del organismo. Datos aun no publicados de nuestro grupo de trabajo mostraron que péptidos
derivados de la proteina GP5 del PRRSV, que corresponden a epitopos de reconocimiento
para linfocitos T, son capaces de inducir la expresion de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, IFN-al,
IFN- a4 TFN-B en macrdfagos de raton. Para conocer si este fendmeno ocurre de la misma
manera en macrofagos de cerdo, es decir, el hospedero natural de PRRSV, en este trabajo se

evalud la expresion de dichas citocinas en macrofagos de cerdo.

Anteriormente Vaishisht., 2008, inmunizé cerdos con péptidos derivados de la
proteina GP5 del PRRSV, después de 6 semanas recolectd los PMBC de sangre periférica e
identifico ciertos péptidos que fueron capaces de aumentar el nimero de células productoras
de IFN- y. En conclusién, se sugirioé que la proteina GP5 posee epitopos de reconocimiento
para linfocitos T.(Vashisht et al., 2008). Wahyuningtyas et al., 2021, identificaron dos
antigenos recombinantes que surgieron de la uniéon del ORF5, ORF6 y ORF7, los cuales
codifican para las proteinas GP5, la M y N, los denomindé Al y A2 (a partir de PRRSV
genotipo americano). El antigeno Al se conjugd con epitopos de células T, el cual se
construyd uniendo estos epitopos a la secuencia completa del ORF5 y la secuencia parcial
del ORF6 y A2 con elementos lipidicos. Los dos antigenos se utilizaron para evaluar la
regulacion de la activacion de macrofagos alveolares. Los resultados mostraron que la
inmunizacion con el antigeno Al, favoreci6 la disminucion de la expresion de CD163+, la
cual fue acompafiada por una marcada elevacion de la expresion de genes que codifican para
citocinas proinflamatorias. También, se demostrd que los macréfagos tienen la capacidad de
inducir la activacion de linfocitos Thl en co-cultivo mediante el aumento de citocinas
involucradas en la activacion de linfocitos Thl. Las citocinas se detectaron por medio de
ELISA (Wahyuningtyas et al., 2021) (ver tabla 1)
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Otros autores valoraron la respuesta inmune adaptativa ante proteinas del PRRSV.
Por ejemplo, Wang indculo ratones y cerdos con un adenovirus recombinante que expresaba
GM-CSF-GP3-GP5, posteriormente se hizo valoracién de la respuesta en estos modelos, lo
que encontrd fue un aumento de anticuerpos circulantes contra PRRSV GP3/GP5 (Wang et
al., 2009) (ver tabla 2)

En nuestro grupo de trabajo, también, hemos explorado la participacién de la via de
sefializacion NF-xB como posible ruta de la regulaciéon en respuesta a los péptidos.(Pifia
Diaz, 2021) Debido a que es una de las principales vias de regulacion de la activacion de
macrofagos a fenotipo proinflamatorio ante diversos estimulos como agentes virales,

bacterianos e inclusive de dafo celular.

En este trabajo se explord la participacion de la via de sefializacion NF-xB en la
activacion de macrofagos de cerdo y su perfil de expresidn de citocinas, inducida por péptidos
de reconocimiento de linfocitos T derivados de la proteina GP5. La activacion de la via de
NF-xB se evalud a través de la fosforilacion del factor de trascripcion de p65, y una vez que
es activado se transloca al nicleo para unirse a su elemento de respuesta y regular la expresion
de diversos genes involucrados en procesos inflamatorios, de crecimiento y sefializacién

celular.

Los macrdfagos alveolares de cerdo, al ser la célula blanco principal del PRRSV y el
cerdo al ser el Unico hospedero del virus, son un excelente modelo para explorar la
interaccidn de epitopos inmunodominantes de la proteina GP5 con la respuesta inmune innata

del huésped, para determinar factores de proteccion contra el PRRSV.
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Tabla 1. Analisis de activacion de células en respuesta a péptidos virales.

Hallazgo

Referencia

Activacion PBMC productoras de IFN- 'y en respuesta a péptidos

derivados de GP5

Adenovirus recombinante que expresaba GM-CSF-GP3-GP5 induce

secrecion de anticuerpos especificos contra GP3 y GP5

Identificacion de epitopos T inmunodominantes

La proteina N activa la via NF-xB

Activacion de macréfagos de ratén en presencia de péptidos derivados

de la proteina GP5

Vashisht.,2008

Xinglong Wang.,2009

Diaz.,2009
Ke.,2019

Pifia Diaz.,2021

Tabla 2. Andlisis de la polarizacién de macréfagos en respuesta a diferentes estimulos.

Estimulo Hallazgo Referencia
HP-PRRSV Aumento de mRNA de diferentes citocinas Longtao Wang.,2017
proinflamatorias en macréfagos ml
Antigenos Polarizacion de macréfagos a fenotipos Wahyuningtyas.,2021

recombinantes

Membrana de

polilactida

Vesiculas de
membrana externa
de A.

pleuropneumoniae

Proteina N de
SARS-CoV-2

proinflamatorios

Induccioén de polarizacion de macréfagos a fenotipo
M1 con aumento de mMRNA para TNF-a e IL-6

Modulacién de la polarizacién de macréfagos

Modulacidn de la respuesta inmune con proteina N

Shuo Wang.,2021

Zhu.,2022

Chen.,2022
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La activacion de la via NF-xB esta relacionada con la polarizacion de macréfagos
hacia el fenotipo M1. Por ejemplo, Wang demostrd la polarizacion de monocitos de raton al
fenotipico M1 mediada por la activacion de NF-kB en presencia de una membrana de acido
polilactico (un biomaterial también conocido como polilactida). Al contrario, el bloqueo de
esta via causa un cambio al fenotipo M2 lo cual disminuye la inflamacion. De esta manera,
Wang demostré que la activacion de macrdofagos estd altamente regulada a través de la
traslocacion nuclear de la subunidad p65, por lo que el microambiente en el que se encuentra
la célula es determinante para la polarizacion del macrofago, y esto se logra mediante la

activacion de la via NF-xB en este caso (S. Wang et al., 2022).

Por otra parte, durante la infeccion por PRRSV, se encontré que en la infeccién se
aumenta la expresion de TNF-o ¢ IL-1P y a su vez estas citocinas aumentan su expresion
mediante retroalimentacion positiva. lo que se traduce en un aumento de la inflamacion y
dafio tisular. También se encontrd que las proteinas no estructurales de PRRSV suprimen la
activacion de la via NF-xB dando como resultado una disminucion de las citocinas como
TNF-a ¢ IL-1B; Mientras que las proteinas estructurales, como E y N, son capaces de inducir
activacion de NF- kB (Ke et al., 2019)

Durante la activacion de la via NF-xB se induce la transcripcién de genes que
codifican para citocinas proinflamatorias. Entre las que analizamos en el presente trabajo
tenemos IFN- y. Esta citocina es un interferdn de tipo Il la cual es importante para potenciar
la respuesta inmune en enfermedades virales y cancer. Esto lo logra aumentando la capacidad
de presentacion de antigeno por parte de las células presentadoras de antigeno (APC).
También esta citocina potencializa la capacidad de los macrofagos de neutralizar agentes
patdgenos dentro del organismo, e induce una sobre expresion de MHC-I11 la cual es esencial
para la presentacion de antigeno a linfocitos. (Kak et al., 2018a). Por otro lado, tenemos al
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que actia como un mediador de la respuesta inmune
ante agentes infecciosos. TNF-a es secretado principalmente por macréfagos y DC que al
unirse a su respectivo receptor induce la activacion de factores de transcripcién como NF-

kB. A su vez, IL-1 ejerce funciones similares a las de TNF-a en la defensa del huésped
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mediante la activacion de factores de transcripcion relacionados con inflamacion y respuesta
a estrés celular como AP-1y NF-xB (Abbas, 2018)

La activacion de la via NF-kB se conoce que puede ser inducida a través de las
citocinas previamente mencionadas. Pero a su vez también puede ser activada mediante la
estimulacion por antigenos virales de naturaleza peptidica como se menciond previamente
en esta seccion. Por lo que nuestro grupo de trabajo realizé andlisis de la literatura en cuanto
a la proteina GP5 del PRRSV, de esto se pudieron identificar en su secuencia dos péptidos
altamente inmunogeénicos, denominados GP5T1 y GP5T2. De estos dos péptidos mediante
el analisis in silico se encontraron posibles epitopos de reconocimiento para linfocitos T
cuyas secuencias se encuentran altamente conservadas entre las cepas del PRRSV. Ademas,
debido a la inmunogenicidad predicha para estos dos péptidos se disefié un tercer péptido,
denominado GP5T3, el cual resulta de la fusion de GP5T1 y GP5T2.
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4.- JUSTIFICACION

El virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV) afecta a cerdos
de todas las edades produciendo alta morbilidad. PRRSV es considerado un virus importante
a nivel mundial por las pérdidas econdmicas en la industria porcina. Las células blanco del
virus son los macrofagos alveolares, los cuales interactian con un complejo heterotrimérico
de glicoproteinas virales (Loving et al 2015) y el receptor CD163 para facilitar la infeccion.
En la interaccion virus-célula blanco destaca la proteina GP5, la cual es la més abundante en
la envoltura del virus. GP5 podria poseer epitopos capaces de evadir la respuesta inmune lo
cual facilita la permanencia del virus en el hospedero. Por otro lado, la proteina GP5 pudiera

tener secuencias peptidicas involucradas en la activacion de macréfagos.

En este trabajo se estudio la activacion de monocitos estimulados con péptidos de
GP5, los cuales contienen epitopos de reconocimiento para células T. Esto, a través del
analisis de la activacion de la via de sefializacion NF-kB mediante la deteccion de la
subunidad p65 fosforilada y la evaluacion mediante un sistema de reportero. El objetivo fue
determinar la capacidad de los péptidos para activar macrofagos y estimular una respuesta

inflamatoria.
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5.- HIPOTESIS

Los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 seran capaces de regular la expresion de NF-
kB en macréfagos alveolares de cerdo.

6.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la activacion de la via NF-xB en macrofagos alveolares de cerdo en respuesta
a péptidos de la proteina GP5 de PRRSV.

7.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la fosforilacién de la subunidad p65 (p-p65) de la via NF-kB en macrofagos

alveolares de cerdo estimulados con los péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV.

2. Evaluar la activacion de la via NF-xB en macréfagos alveolares de cerdo después

de la estimulacion con los péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV

3. Evaluar la expresion de citocinas asociadas a la activacion de macréfagos de cerdo,
después de la estimulacién con los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3.
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8.- METODOLOGIA

8.1 Materiales y métodos

8.1.1. PEPTIDOS Y ESTIMULOS

A partir de andlisis bioinformatico, se obtuvieron 3 péptidos por sintesis quimica. Los
péptidos corresponden a secuencias altamente conservadas de la proteina GP5 del virus
PRRSV Yy tedricamente son epitopos de reconocimiento para linfocitos T (Tabla 3). Las
secuencias de estos péptidos conservan un alto grado de homologia de aproximadamente un

80% entre los dos genotipos descritos (Pifia Diaz, 2021).

El ensayo de estimulacion se establecid de acuerdo con la literatura y con hallazgos previos

de nuestro grupo de trabajo (ver tabla 4).

Tabla 3. Caracteristicas de los péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV. (modificado de Pifia
Diaz 2021)

Caracteristicas
Péptido Secuencia de aminoacidos

Longitud  P.L P.M.
GP5T1 KGRLYRWRSPVIVEK 15 aa 11.12 1,887.24 Da
GP5T2 LAALICFVIRLAKNC 14 aa 10.17 1,544.95 Da
GP5T3 KGRLYRWRSPVIVEKLAALICFVIRLAKN 29 aa 10.7 3,41418 Da

C

Tabla 4. Estimulos empleados para inducir la polarizacién de macréfagos alveolares de cerdo, de acuerdo

con el fenotipo asociado.
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Estimulo Fenotipo Referencia

asociado
Dexametasona M2 (Desgeorges et al., 2019)
11-10 M2 (Makita et al., 2014)
TNF-a M1 (Ait-Lounis & Laraba-Djebari, 2015)
Lipopolisacarido M1 (Tang et al., 2018)
Péptido GP5T1 M1 (Pifia Diaz, 2021)
Péptido GP5T2 M1 (Pifia Diaz, 2021)
Péptido GP5T3 M1 (Pifia Diaz, 2021)

8.1.2. LINEA CELULAR DE MACROFAGOS DE CERDO 3D4/31 (ATCC®
CRL-2844™)

La linea celular se obtuvo a través del proveedor American Type Culture Collection
(ATTCC) (ver figura 11). Es una linea celular de macrofago alveolar de cerdo (Sus scrofa)
inmortalizada con el antigeno T grande del virus simio 40 (Simian virus 40 -SV40- por sus
siglas en inglés). Esta linea celular mielomonocitica tiene diversas aplicaciones en virologia
e inmunologia porcina. Fue establecida en diciembre de 1998 al transfectar exitosamente
macrofagos alveolares de cerdo con el plasmido pSV3neo, el cual contiene el gen para
resistencia a neomicinay el antigeno T grande de SV40. (American Type Culture Collection
2020). Esta linea celular estable tiene la capacidad de ser inducida a los fenotipos M1 como
M2 ante diversos estimulos, produce interferones y tiene relevancia al ser epitelio pulmonar
en contexto del PRRS.
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Figura 11. Fotomicrografia representativa de macréfagos de cerdo (Linea celular 3D4/31). Estas lineas

mielomonociticas tienen una amplia variedad de aplicaciones en virologia e inmunologia porcina. (3D4/31

CRL-2844™), Microscopio de contraste de fases, con magnificacion: a) 4x y b) 40x

Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 (SIGMA) adicionado con suero fetal

bovino (Gibco) al 10%, estreptomicina como antibiético y anfotericina B (Gibco) como

antifangico. Las células se incubaron a 37.5° C y CO- al 5%.

Todas las fotomicrografias del presente trabajo se realizaron con camara Nikon

Coolpix P6000 acoplada a microscopio Nikon Eclipse TE2000-U.

8.1.3. SISTEMA DE VECTORES REPORTEROS (IS

Los sistemas de porteros cis son utilizados para valorar la

activacion o la inhibicion

de vias de sefializacién, y sus efectos en la expresion de genes involucrados en la via

evaluada. Esto se logran fusionando elementos de respuesta especificos con genes que

codifican para una proteina reportera. Al valorar la presencia o ausencia del gen reportero se

valora de manera indirecta la activacion de la via de interés.
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El sistema de reporteros cis consiste en un plasmido con un promotor TATA'y el gen
reportero de la proteina verde fluorescente humanizada (hrGFP). En este trabajo se utilizé el
sistema de vectores reporteros PathDetect (Agilent Thechnologies, especificamente, el
sistema reportero pNF-kB-hrGFP) (ver figura 12). En el caso de este plasmido el elemento
de respuesta de NF-xB se encuentra unido a la unidad reportera que consiste en un promotor
sintético (TATA) y el gen de la proteina verde fluorescente humanizada (hrGFP) (ver figura
13).

Este plasmido contiene su origen de replicacion bacteriano (pUC), un gen de
resistencia a ampicilina para amplificacion y seleccidn en procariotas, y a su vez también

contiene otro gen de resistencia a higromicina b para seleccion en células eucariotas.

P bla

ampicillin
SV40 3'-splice site/SV40 pA7 P

pUC ori

cis-Reporter Plasmids
(hrGFP reporter)

TATA ///

enhancer element hiyairoiyen

PTK

Figura 12. Plasmidos reporteros cis hrGFP . (Tomado de Agilent Technologies, 2019). El sistema de
reportero se utiliza para monitorear la activacion de la via NF-xB mediante la expresion de la hrGFP la cual se

trascribe cuando p65 se une a su elemento de respuesta.
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Figura 13. Representacion esquematica del vector NF-kB del sistema de Reporteros cis-hrGFP.

8.1.4 TRANSFORMACION BACTERIANA POR CHOQUE TERMICO

Se realizé la transformacion de bacterias competentes XL-1 con el plasmido pNF-
kB-hrGFP, utilizando la metodologia de choque térmico. El procedimiento consistio en
colocar 200 pl de las bacterias mas 1ug del plasmido en tubos de polipropileno y darles un
ciclo de enfriamiento 30 min a 4° C. Después se aplicé el choque térmico poniendo el tubo
en bafio maria 45 segundos a 42°C, pasandose de nuevo durante 5 minutos a 4° C. (Froger
& Hall, 2007)

8.1.5 EXTRACCION DE PLASMIDO A PEQUENA ESCALA

Después de la transformacion bacteriana, se incubaron las bacterias durante 24 h a
37° C y agitacion de 250 rpm. Por cada 2 ml de caldo Luria Bertani (LB) se adicion6
ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml, el cual funcioné como antibidtico de
seleccion.

Posteriormente, se realizé la extraccion del plasmido utilizando el protocolo CTAB.
Se prepararon alicuotas de bacterias en tubos polipropileno de 1ml. Seguido de
centrifugacion 12,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se descartd y se obtuvo una
pastilla que posteriormente se resuspendid en 300 pl de solucion STET mas lisozima
(20mg/ml). Después esta mezcla homogénea se incubd durante 5 min a temperatura
ambiente (TA). Después, los tubos se colocaron en agua en ebullicién durante 50 segundos,
seguido de centrifugacion durante 10 min a 12,000 rpm. El moco bacteriano, obtenido
después de la centrifugacion, se precipitd con solucion TAB al 5% y se incub6 durante 5
min a TA. De nuevo se centrifug6 a 12,000 rpm. La pastilla obtenida fue resuspendida en

NaCl al 1.2 M, completandose con un volumen de isopropanol frio para centrifugar el tubo
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10 min a 12,00 rpm. Por ultimo, se desechd el sobrenadante, los tubos se secaron a
temperatura ambiente. EI ADN se resuspendié en 30 pl de H20O Milli-Q.(Green &
Sambrook, 2018)

El plasmido fue cuantificado con el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

8.1.6 EXTRACCION DE PLASMIDO A GRAN ESCALA (METODO DE LISIS
ALCALINA)

Se utilizaron las enzimas de digestion EcoR1, Xbal y BamH1, para determinar las clonas
bacterianas que contenian el plasmido pNF-kB-hrGFP. La preparacion del mix de digestion
enzimatica se realizd con una mezcla de volumen de Buffer apropiado para cada enzima,
volumen de enzima, concentracion del plasmido a analizar y H>O desionizada (Milli-Q)
para aforar a volumen final de 10 pl.

Una vez identificada una clona bacteriana pura que contenia el plasmido descrito
anteriormente, se realizé el indculo en 200 ml de medio LB adicionado de 100 pg/ml de
ampicilina. Seguido de incubacion a 37° C y en agitacion a 250 rpm.

El medio de cultivo que contenia las bacterias se coloco en tubos conicos de 50 ml
para centrifugarse 15 min a 5,000 rpm. Una vez retirado el sobrenadante, se agregaron 15
ml de la solucion I, se mezcld bien y se dejo reposar por 5 minutos a TA. Posteriormente se
agrego6 15 ml de la solucion 11y se dejé reposar por 5 minutos a TA. Después se agrego6 15
ml de solucion |11 para dejarse reposar 5 min a TA. Después se filtré con fibra de vidrio y
la solucién filtrada se recuperd en un tubo nuevo de 50 ml. El contenido se afor6 a 45 ml
con isopropanol y se dejo reposar por 24 h a 4° C para precipitar el DNA.

Después de 24 h, se centrifugaron los tubos durante 20 min a 5000 rpm. Se descarto
el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en 750 ul de etanol al 70% frio. Después se
colocé el sedimento en un tubo de 1.5 ml. Se centrifugé 5 min a 12,000 rpm y se desecho
el sobrenadante Después se centrifugd 4 minutos a 12,000 rpm y se recuperé el
sobrenadante. Se agregaron 5 pl de RNAsa y se homogeniz6 con vortex. Se incubo 1h en
bafio maria a 37°C. Se adicion06 un volumen de PEG 800 (Polietilenglicol al 13% + NaCl

6M) y se incubo durante 5 minutos a TA. Se centrifugo 15 min a 12,000 rpm. Se desecho
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el sobrenadante. Posteriormente la pastilla obtenida se lavé con etanol frio al 70% y se seco
el tubo y la pastilla se resuspendio6 en 50 ul de agua Milli Q. (descrito en Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2001).

La concentracion del plasmido fue cuantificada con el equipo NanoDrop 2000.

8.1.7 CURVA DE RESISTENCIA A HIGROMICINA

Con la finalidad de obtener una linea estable de macrdfagos de cerdo (linea 3D4/31)
gue expresaran de manera constitutiva el plasmido reportero pNF-xB-hrGFP, se realizd una
curva de resistencia a higromicina. Este plasmido contiene el gen de resistencia a higromicina
que codifica para un polipéptido que degrada a la higromicina. Este antibiético soluble
pertenece a la familia de los aminoglucdsidos y se obtiene partir de Streptomyces
kanamyceticus. Su mecanismo de accion consiste en inhibir la sintesis de proteinas tanto en
procariotas como eucariotas. Es un antibiotico de seleccion cominmente utilizado en ensayos

con células eucariotas y procariotas.

Para determinar la curva de sensibilidad se sembraron 3 x 10° células por pozo en

cajas de 6 pozos (marca Corning) en concentraciones crecientes de higromicina.

A partir de un stock de higromicina B (50 mg/mL) se seleccionaron concentraciones
finales de trabajo de 50, 100, 150, 200 y 400 pg /mL de medio en pozos por duplicado y un
control sin antibidtico para cada dosis. Luego de 6 dias de seleccion se determind la

viabilidad celular y concentracion minima citotoxica.

8.1.8 TRANSFECCION ESTABLE DE MACROFAGOS DE CERDO (ATCC
3D4/31) CON EL PLASMIDO PNF-«xB-hrGFP.

Para la transfeccién estable de macrofagos de cerdo con plasmido pNF-kB-hrGFP se
utilizo6 polietilamina (PEI). PEI es un polimero catiénico que condensa el DNA en particulas
con carga positiva las cuales se unen a las superficies anionicas de la membrana celular,
posteriormente el complejo DNA: PEI es internalizado en la célula mediante endocitosis y
liberado en el citoplasma (Longo et al., 2013).
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Para la transfeccion se utilizaron células con méas de 5 pasajes, libres de
contaminacion y completamente adaptadas al medio de cultivo como indica el protocolo. En
una caja de 12 pozos se sembraron aproximadamente 1x10° células por pozo 24 h. Cuando
los cultivos alcanzaron una confluencia aproximadamente de 80% se realiz6 la transfeccion
con PEI. Los complejos PEI: ADN se prepararon en una relacion 3:1 de la siguiente manera.
Primero, en un microtubo de 1.5 ml se agregaron 124 pl de medio OPTIMEM,
posteriormente se agregaron 3 g de PEI, luego se agregd 1 ul del plasmido pNF-xB-hrGFP.
Para la transfeccion, se retir6 el medio de cultivo de cada pozo y se cambid por medio nuevo
(RPMI 1640 SFB 10%). La mezcla bien homogeneizada de PEI: DNA se agregd por goteo
y se incub6 por 24 h a 37° C. Posteriormente, el medio se sustituyd por medio fresco con 200
pg/ml de higromicina. EI medio se cambié cada tercer dia y la evaluacion de las clonas
resistentes se realiz6 al dia 6 post seleccion. De esta manera se obtuvo una linea policlonal
pNF-xB-hrGFP 3D4/31.

8.1.9 ENSAYOS DE ESTIMULACION EN MACROFAGOS 3D4/31-pNF-KB-
hrGFP

Las células pNF-kB-hrGFP 3D4/31 fueron sembradas 24 h antes en placas de 96
pozos blanco y negro (Nunc) a una concentracion de 1.5 x10* por pozo en 100 pl medio
RPMI 1640 completo con higromicina a una concentracion de 200 pug/ml. Para el ensayo de
estimulacion se retird el medio y se agregdé medio RPMI 1640 fresco al 10% de SFB sin
higromicina adicionado con los diferentes estimulos: el estimulo control, LPS, DEXA, TNF-
a; péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 a las concentraciones enlistadas en la Tabla 5.
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Tabla 5. Moléculas utilizadas como estimulos en cultivos de macréfagos porcinos. Las concentraciones
utilizadas para estimulacion fueron estandarizadas previamente en nuestro grupo de trabajo de acuerdo con lo

reportado en la literatura.

Estimulo Concentracion

Sin tratamiento

(control)
Dexametasona (-) 1 pg/mi
TNF-a (+) 50 ng/ml
LPS (+) 1 pg/mi
GP5T1 5 pg/ml
GP5T2 5 pg/ml
GP5T3 5 pg/ml

8.1.10 EVALUACION DE LA ACTIVACION DE NF-kB EN MACROFAGOS
DE CERDO

Se evaluo la activacion de la via NF-kB en macrofagos de cerdo estimulados con
péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV mediante la cuantificacién de

fluorescencia a las 8 h de estimulo en las condiciones mencionadas en el punto 8.1.10.

Las células con los estimulos fueron incubadas durante 8h. La lectura de fluorescencia
se realizd en un lector de microplacas (Thermo Scientific Varioskan LUX) a una longitud de
onda de 480/520 nm. Los datos obtenidos en unidades relativas de fluorescencia (RFU)

fueron analizados con el software estadistico Graphpad Prism 8.

8.1.11 EXPRESION DE CITOCINAS

La concentracion de citocinas, en el sobrenadante de los cultivos celulares, se
cuantificO mediante ensayos luminex. Las citocinas evaluadas fueron: IFN «; IFN- vy; IL-1 ;
IL-10; IL-12/1L-23p40; IL-4; IL-6; IL-8 (CXCL8) y TNF a.
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Los macrdfagos fueron estimulados con las concentraciones referidas en la Tabla 5.
Después de 8 horas de estimulacién, se recuperd el sobrenadante para el analisis en la

plataforma luminex.

La tecnologia luminex utiliza microesferas de 6.5 micrones que contienen un nlcleo
magnético y una superficie de poliestireno. Las esferas estan tefiidas con proporciones
precisas de fluordéforos rojos e infrarrojos, los cuales son detectados por el equipo luminex
XMAP (marca Thermofisher). La union de diferentes anticuerpos a diferentes esferas permite

el andlisis de diferentes analitos en un solo pozo.

Para este experimento se utilizaron 50 pl de sobrenadante de medio de cultivo de

macrofagos estimulados y el protocolo se realizé como indica el fabricante.

8.1.12 PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE PROTEINAS
TOTALES

Previo a la estimulacion, se cultivaron células 3D4/31 en una caja de 100 mm para
valorar su crecimiento y confluencia a 24 horas posteriores a ser tripsinadas y sembradas en
cada uno de los pozos. La evaluacion de las células por medio de microscopia de contraste
de fase nos indicd que las células no se activaron indirectamente en respuesta al estrés por
aumento de confluencia o disminucion de nutrientes; por lo que se continudé con el
experimento. Una vez obtenida una caja de 100mm a una confluencia de 80%, la caja fue
lavada con PBS, las células fueron tratadas con tripsina y contadas en camara de Neubauer
para sembrarse en la caja de 6 pozos. Se establecio que la concentracion de células necesarias
para una confluencia de 70 a 80 % es aproximadamente de 350,00 células, en las siguientes
condiciones: medio RPMI completo con SFB 10%, incubacién a de 37° con CO2 al 5%,
durante 19 a 22 horas. Los macrdfagos fueron estimulados durante 8 h con las

concentraciones referidas en la Tabla 5.

Para la lisis de las células se utiliz6 el buffer RIPA el cual lisa componentes celulares

debido a que contiene detergentes idnicos y no iénicos. A su vez solubiliza proteinas

44




minimizando la degradacién de proteinas, manteniendo su inmunorreactividad y actividad

bioldgica. También se le agregan inhibidores de proteasas (PMSF) (ver tabla 6).

Tabla 6. Contenido del buffer RIPA.

Buffer RIPA

Tris al 50mM con un PH 7.4
NP-40 al 0.5%

NaCl al 100mM

PMSF al 100mM

Inhibidor de proteasas “complete mini” ROCHE

8.1.13 PROCEDIMIENTO CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

Para la cuantificacion de las proteinas obtenidas de macrofagos de cerdo, se utilizé
método de Bradford (Bradford, 1976a). Este método tiene como principio la reaccion
colorimétrica de las proteinas con el reactivo de Bradford (BIORAD) para el cual se lee la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm por espectrofotometria. En este protocolo se
hace uso de albumina sérica de bovino a concentraciones conocidas para generar la curva de

referencia para la cuantificaciéon (Bradford, 1976).

En una caja de 96 pozos se realizd una curva estandar poniendo en cada pozo, por
duplicado, concentraciones crecientes de BSA (0,1,2,4,6 y 8 ug) en agua mili Q para un
volumen final de 100 pl. A su vez se agregd 1 pul de las proteinas a cuantificar en 99 pl de
agua. A los pozos con BSA 'y proteinas se agregaron 100 ul por pozo de reactivo de Bradford,
lo que da como resultado un cambio diferencial del color dependiendo de la concentracion
de proteina en el pozo el cual se midi6 a través de su absorbancia en lector de microplacas.
La cuantificacion de absorbancia de las proteinas extraidas se comparé con la de la
BSA.(Bradford, 1976b)
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8.1.14 WESTERN BLOT

Se realizo un ensayo de Western Blot para detectar la fosforilacion de la subunidad

p-p65 NF-kB como métrica indirecta para valorar su activacion y traslocacion al nacleo.

El Western blot consiste en una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% de
proteinas desnaturalizadas que son evidenciadas a través de un anticuerpo de captura

especifico para la forma fosforilada de la proteina p65.

Primero, se obtuvieron los extractos de proteinas de células 3D4/31 estimuladas como
se describio en el punto 8.1.10. Se realizo electroforesis de la proteina extraida (10 pg por
pozo en 3ul de buffer de carga) por triplicado en gel de acrilamida al 10% en camara mini-
PROTEAN tetra cell (BIO-RAD).

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa en Trans-blot SD Semi-dry transfer cell (BIO-RAD). La membrana se bloqued

con leche en polvo al 2% en PBS-Tween al 0.05% durante toda la noche.

Posteriormente se incub6 con un anticuerpo de captura contra p-p65 hecho en conejo
(Phospho-NF-KB P65 (Ser536) (93H1) Rabbit MAD | Cell Signaling Technology, n.d.) a una
concentracion de 1:1000 en PBS-tween al 0.05% durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavé con PBS-Tween al 0.05%. Después de incubd durante 2 h con un
anticuerpo secundario contra IgG de conejo hecho en raton asociado a fosfatasa alcalina a
una concentracion de 1:1000 en PBS-tween al 0.05%. (Anti-rabbit IgG, HRP-linked
Antibody Cell Signaling Technology). Después la membrana se lavé 3 veces con PBS-Tween
al 0.05%.

La membrana se reveld durante 15 min en agitacién con kit comercial de revelado AP

conjugate substrate kit (marca BIO-RAD).
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9.- RESULTADOS

9.1 CURVA DE RESISTENCIA A HIGROMICINA

La concentracién minima tdxica de higromicina en los cultivos de células 3D4/31 se
determiné mediante una curva de resistencia. Una vez transcurridos seis dias de iniciada la
evaluacion se encontrd que la dosis minima citotdxica fue de 200 pg/ml. Por lo tanto, los
ensayos para la seleccion de clonas portadoras del plasmido pNF-kB-hrGFP se realizaron

utilizando esta concentracion de antibiotico.

Dia 3 Dia 6

t 100 pg/ml

200 pg/ml

ER
300 pg/ml

Figura 14. Evaluacion de la resistencia a higromicina en macroéfagos de cerdo Se cultivaron macréfagos de

cerdo en condiciones estandar con higromicina en diferentes concentraciones. Al dia seis no se observaron
células viables con las concentraciones 200 pg/ml y 300 pg/ml. Por lo tanto, la concentracion de 200 pg/ml se

eligio para la seleccion de los macréfagos transfectados con el plasmido pNF-kB-hrGFP.
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9.2 EVALUACION DE LA ACTIVACION DE NF-xB

Para evaluar la activacion de la via NF-xB en macréfagos de cerdo se obtuvo la linea
pNF-kB-hrGFP 3D4/31 transfectandose con el plasmido con gen reportero pNF-kB-hrGFP
utilizando PEI. Las células de la linea policlonal pNF-kxB-hrGFP 3D4/31 fueron estimuladas
con LPS, DEXA, TNF-a como controles y péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 como
estimulos experimentales. A las 8 h post-estimulacion GP5T1, GP5T2 y GP5T3 indujeron
un aumento en las unidades relativas de fluorescencia en comparacion con el control. La

fluorescencia del gen reportero GFP indica la activacion de la via NF-kB.

Figura 15. Expresion de hrGFP en macré6fagos de cerdo transfectados con sistema de reporteros pNF-
kB-hrGFP. En a) se muestran los macré6fagos de cerdo 3D4/31, magnificacion 4x en microscopia de contraste
de fases. En b) se muestra la fluorescencia obtenida con estimulo de LPS a las 8 h en microscopia de
fluorescencia a 4 x. En ¢) se muestra la convergencia de las dos imagenes previas para mostrar la expresion de

GFP por macréfagos de cerdo.

La evaluacion de la fluorescencia, como se muestra en la figura 16 demuestra una
diferencia estadisticamente significativa de la las RFU en comparacién con el control, igual
que los controles positivos con el control (P<0.05). Los tres péptidos fueron capaces de
inducir fluorescencia obteniendo valores de fluorescencia mas altos que en las células sin

estimulo, sin diferencias estadisticas entre ellos.
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Figura 16. Activacion del elemento cis NF-kB en macrofagos de cerdo despues de la estimulacion con
diferentes inductores. Expresion del gen reportero GFP, lo cual es directamente proporcional a la activacién
del elemento cis de NF-xB, evaluacion después de 8 h de tratamiento con los estimulos control: (LPS, DEXA
y TNF-a) y los péptidos: GP5T1, GP5T2 y GP5T3. Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, pos-

hoc de Tukey. Los asteriscos representan un valor de P < 0.05 con respecto al control.

9.3 ANALISIS DE LA FOSFORILACION DE P65

La fosforilacion de p65 se evalu6 mediante Western blot. La forma fosforilada de p65
es un indicador de su translocacion al nucleo y su activacion como factor de transcripcion.
La membrana de Western Blot fue analizada posterior a su revelado con fosfatasa alcalina.
La captura de imagen de las membranas reveladas se realizé con un transiluminador Bio-
imaging systems (ver figura 17). El andlisis de las bandas y se realiz por unidades relativas
de fluorescencia mediante analisis con el software “GelQuant Express Analysis Software”

este software analiza la imagen detectando las bandas mas el fondo dandole un ndmero
relativo dependiente de la densidad de cada una de las bandas. En donde se observan valores

mayores con los peptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 en comparacion al Control.

El software hace un analisis incluyendo el fondo de la imagen, detectando de manera

automatica las bandas una vez que se establecen los carriles de manera manual. EI mismo
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arroja un resultado en un valor numérico, comparando todas las bandas de la imagen de la

membrana, las cuales se exportan a una base de datos para su posterior analisis estadistico.

Ctr Dex TNF-a LPS GPST1 GP5T2 GPST3

A kDa . -Phospho- NF-xB
65 p6sS
50 'B tubulina
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Control Dexa TNF-o LPS GP5T1 GP5T2 GP5T3

Figura 17. Inmunodeteccion de la proteina fosoforilada p65 en proteinas totales obtenidas de macréfagos
de cerdo despues del tratamiento con diferentes estimulos. A) Los macréfagos de cerdo fueron tratados de
la siguiente manera: Control; Dexametasona [1pg/ml]; TNFo [50ng/ml]; LPS [1 pl/ml]; GP5T1 [5pg/ml];
GP5T2 [5ug/ml] y GP5T3 [5ug/ml]. Se indica el peso molecular de acuerdo con un marcador de peso molecular
de proteinas (Pageruler prestained protein ladder Thermo). Figura representativa de un gel. Se realizaron un
total de 3 experimentos. Se utiliz6 como control de carga la expresion de B tubulina. B) Cuantificacion de la
expresion de fosfo-p65. Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, pos-hoc de Tukey. Los asteriscos

representan un valor de P < 0.05 con respecto al control.

El resultado de la figura 17 robustece la hipdtesis de la participacion de la via NF-xB
en la activacion de macrofagos de cerdo en respuesta al tratamiento con los péptidos
derivados de la proteina GP5 del PRRSV.
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Los datos mostraron que los péptidos GP5T1, T2 y T3 son capaces de inducir la
fosforilacion de la proteina P65 igual que LPS el cual se sabe que es un fuerte inductor de la
activacion de la via NF-xB. Por lo que se puede asumir, con estos datos y aunado a lo
obtenido previamente en el equipo de trabajo, que los macréfagos de cerdo pudieran ser
polarizados al fenotipo M1 (proinflamatorio) a través del estimulo con péptidos derivados de
la proteina GP5. Lo cual nos dice que estos péptidos son capaces de inducir la activacion de
la via NF-kB. Asimismo, el perfil de expresion de citocinas que se demostré en estudios
previos en nuestro equipo de trabajo, indica que la via NF-xB puede estar involucrada en la

activacion de macrofagos alveolares.

9.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DE CITOCINAS EN EL SOBRENADANTE
DEL MEDIO DE CULTIVO

Se cuantificé la expresion de citocinas a partir del sobrenadante del medio de cultivo
de macrofagos de cerdo tratados con los péptidos a 8 h de iniciado estimulo control, control
positivo y negativo. Las citocinas analizadas fueron IL-1B, IL-10, TNF-o e IFN-y y se

analizaron mediante la plataforma luminex.

La figura 18 muestra la deteccion de IL-1B en el sobrenadante. Como se observa el
péptido GP5T2 indujo un aumento de esta interleucina, en la grafica se muestra una
diferencia estadisticamente significativa respecto al control y a LPS (control positivo), y

niveles similares a los inducidos por TNF-a.
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Figura 18. Expresion de IL-1p por M® 3D4/31 con los estimulos control: LPS, DEXA, TNF-a y péptidos:
GP5T1, GP5T2 Y GP5T3. Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, prueba pos-hoc de Tukey. Los

asteriscos representan un valor de P < 0.05 con respecto al control.

La figura 19 muestra la deteccién de IL-10 en el sobrenadante. Los péptidos GP5T2
y GP5T3 indujeron un aumento de esta interleucina en comparacién con el control y ambos
controles positivos (TNF-a y LPS).
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Figura 19. Expresion de IL-10 por M® 3D4/31 con los estimulos control: LPS, DEXA, TNF-a y
péptidos: GP5T1, GP5T2 Y GP5T3. Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, pos-hoc con prueba

de Tukey. Los asteriscos representan un valor de P < 0.05 con respecto al control (C).

La figura 20, muestra los niveles de TNF-a secretados por los macrofagos de cerdo
El péptido GP5T2 fue capaz de inducir el aumento de esta citocina a niveles mayores a los
observados en el control y LPS.
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Figura 20. Expresién de TNF-o por M® 3D4/31 con los estimulos control: LPS, DEXA, TNF-a y
péptidos: GP5T1, GP5T2 Y GP5T3. Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, pos-hoc con prueba

pos hoc de Tukey. Los asteriscos representan un valor de P < 0.05 con respecto al control.

En cuanto IFN- y, como se muestra en la figura 21, se aprecia un marcado aumento
de la secrecion en celulas tratadas con el péptido GP5T2, incluso aun mayor que con TNF-

a. Esto indica que los péptidos inducen la secrecion de esta citocina antiviral en macrofagos

de cerdo.
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péptidos: GP5T1, GP5T2 Y GP5T3. Los datos se analizaron con una ANOVA de una via, pos-hoc con prueba

de Tukey. Los asteriscos representan un valor de P <0.05 con respecto al control (C).

55

40

IFN1 IE)pg/ml) .
T T

[EEN
T

T

T

Control DEX TNF-« LPS GP5T1 GP5T2 GP5T3

Figura 21. Expresion de IFN- Yy por M® 3D4/31 con los estimulos control: LPS, DEXA, TNF-a y




10.- DISCUSION

El PRRSV, desde su aparicion a finales de la década de los 80, ha cobrado una gran
relevancia en el sector porcicola debido a las altas tasas de morbilidad en individuos jovenes.
Esto se refleja en pérdidas millonarias anuales debido a la ausencia de una vacuna que sea
eficaz para prevenir el PRRS. Y sumado a esta ineficacia, se tiene el riesgo de activacion del

virus vacunal, causando brotes epidémicos en diversas granjas en el mundo.

El PRRSV tiene diversos mecanismos por los cuales evade la respuesta inmune del
hospedero. Esto lo logra a través de diferentes proteinas codificadas en su genoma. También
la prevalencia de PRRSV en granjas donde hay brotes es muy alta debido a que la via
respiratoria es una via muy efectiva de entrada al hospedero. Esta es una via que muchos
virus utilizan para ingresar a su huésped, la cual resulta ser altamente efectiva. Por otra parte,
cobra mucha importancia el hecho que en la mayoria de las granjas porcicolas hay un elevado
indice de hacinamiento de los animales, sin importar el grado de tecnificacion de estas. Todo
esto genera un ambiente ideal para la diseminacion del virus y brotes esporadicos, lo cual se
traduce en pérdidas econdémicas en todo el mundo. Las pérdidas econdmicas principalmente
se dan por la incapacidad de individuos jovenes para obtener una ganancia diaria de peso y
perdidas en cerdas gestantes.

La principal célula que infecta el PRRSV es el macrdfago alveolar. Los macréfagos
son una de las principales lineas de defensa de la inmunidad innata ante patdgenos, esto
gracias a la capacidad de estas células de secretar citocinas y otros mediadores inflamatorios
en funcion del estatus de activacién del macréfago (proinflamatorio o antiinflamatorio).
Ademas, tienen funciones como células presentadoras de antigeno, que sirven como un

puente de comunicacién con la respuesta adaptativa.

La via NF-xB es importante durante las infecciones virales ya que regula la respuesta
inflamatoria en varios tipos celulares, culminando en la secrecion de diferentes citocinas
tanto inflamatorias como antiinflamatoria. La activacion de esta via es mediada a través de
receptores celulares lo que da como resultado una cascada de sefializaciones que culmina con
la transcripcion de diferentes genes relacionados con inflamacion. crecimiento y

supervivencia celular.(Oviedo-Boyso et al., 2008) Esto lo hace actuando mediante factores
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de transcripcion propios de la via. Los cuales estan formados por dimeros que varian de

acuerdo con el tipo celular en el que nos encontremos. (S. Mitchell et al., 2016)

Se sabe que los macrofagos pueden ser activados para secretar de citocinas
proinflamatorias a través de péptidos de los patdgenos o los mismos péptidos del hospedero.
Por ejemplo, Veldhuizen estimulé macréfagos de cerdo con péptidos de la defensa del
huésped (HDPs) como catelicidinas y defensinas de cerdo. Posteriormente realizé analisis
con ELISA. De esto ultimo encontr6 un aumento de TNF-a secretado por los macréfagos
estimulados con HDPs (Veldhuizen et al., 2014), por lo que sugiere que esta linea celular fue
capaz de responder ante el estimulo de péptidos.

Partiendo de esto se propuso dilucidar la participacién en la activacion de macrofagos
de cerdo (la cual es la célula blanco del PRRSV) utilizando péptidos virales derivados del
mismo virus del PRRS los cuales se sabe que son epitopos de reconocimiento para linfocitos
T. Por lo que en el presente trabajo se propuso analizar esto, ya que en la infeccion por
PRRSV los macrofagos adquieren importancia en el contexto de la comunicacion de la
respuesta inmune innata con la respuesta adaptativa celular a través de secrecion de citocinas

inflamatorias y moléculas de sefializacion.

Como se observa en las figuras 18, 20 y 21 el péptido GP5T2 es capaz de inducir la
expresion de citocinas inflamatorias a las 24 horas del estimulo. En el contexto de una
infeccion esto es muy importante ya que las citocinas analizadas tienen una amplia gama de
funciones bioldgicas. Por ejemplo, entre las funciones de TNF-a encontramos la de aumentar
la expresion de genes proinflamatorios como el mismo TNF- a e interleucinas mediante la
unién a su receptor (TNFR1), asi como induccion de apoptosis.(Varfolomeev & Vucic,
2018). Para el caso de las células estimuladas con TNF-a, se observo un aumento de la misma
citocina con diferencia estadisticamente significativa respecto a los 3 péptidos. Es decir que
el mismo TNF-a induce el aumento de la secrecion de esta misma citocina. Esto Gltimo
pudiese explicarse mediante la accion de TNF-a como activador de las mismas vias que
aumentan su expresion mediante retroalimentacion positiva referencia. Por otro lado, IL-
funciona como un amplificador de la respuesta inmune innata induciendo la diferenciacion
de monocitos en Macréfagos M1y la comunicacion con la respuesta adaptativa, ya que esta
citocina activa la proliferacion de linfocitos B y la expansion de T citotoxicos (Bent et al.,

2018). Como se puede observar en la figura 18 el péptido GP5T2 indujo un aumento en la
57




secrecion de IL-pB a las 24 h de estimulacién. De esto se puede inferir que este péptido tiene
la propiedad de inducir la polarizacién de macréfagos a un fenotipo proinflamatorio con un
perfil de secrecion de esta citocina. Por otro lado, IFN-y tiene funciones antivirales mediante
accion como citocina citotdxica (junto con granzima B y perforina) (Jorgovanovic et al.,
2020) y a su vez potencia la funcion de las APC para presentar antigenos a linfocitos T,
ademés de que tiene funciones antivirales (Kak et al., 2018b). Partiendo de los datos
observados en la figura 22 podemos inferir que ante el estimulo con GP5T2 los macrofagos
de cerdo secretan esta citocina proinflamatoria y que pudiese ser un indicador de la activacion

de este para realizar funcion proinflamatorias.

El hallazgo de la secrecion de citocinas por parte de macrofagos estimulados por el
péptido GP5T2 es muy importante. Ya que nos esta indicando la capacidad de este péptido
de inducir un estado de actividad proinflamatoria en los macrofagos de cerdo. Sumado a esto
tenemos los hallazgos de activacion de NF-kB (los cuales se hablan més adelante en esta
seccidn), lo que sugiere la capacidad del péptido de polarizar a estas células a su fenotipo
proinflamatorio (M1). Todo esto es muy importante ya que GP5T2 pudiera ser un actor en la
activacion y subsecuente polarizacion de macrofagos para poder eliminar el PRRSV del

organismo.

Por otra parte, es importante mencionar que tanto GP5T2 como GP5T3 indujeron un
aumento en la secrecion de 1L-10. Esta citocina tiene funciones antiinflamatorias inhibiendo
la secrecidn de otras citocinas (Saraiva et al., 2020). Su presencia es importante ya que en
cualquier proceso inflamatorio normal esta citocina actia como un contrapeso y freno para

evitar la inflamacidn excesiva en tejidos y subsecuente dafio tisular.

Los macréfagos modulan su respuesta efectora en presencia de diversos estimulos a
través de vias de sefializacion, las cuales, dependiendo del estimulo, tendran diferentes
respuesta por parte de la célula. Dentro de las posibles vias implicadas en la activacién de
macrofagos en respuesta a estos péptidos tenemos la via NF-xB. Esto debido a que en nuestro
equipo de trabajo se encontro que el perfil de mMRNA de citocinas en macrdfagos de raton,
tratados con los 3 péptidos, es muy sugerente de la participacion de esta via (Pifia Diaz, 2021

tesis de licenciatura).
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El virus, a través de diversas proteinas estructurales y no estructurales, es capaz de
evadir la respuesta inmune del hospedador (Hanzhong Ke & Dongwan Yoo, 2017). Por lo
cual es de suma importancia estudiar como interactdan estas proteinas virales con la célula
blanco. Hasta el momento no se tiene mucha informacién respecto a la interaccion de
péptidos derivados de GP5 del PRRSV con macrofagos. Partiendo de esto radica el interés
de descubrir de qué manera se pudiera inducir una activacion del macrofago de cerdo

mediante su interaccion con proteinas virales.

Previamente, en nuestro grupo de trabajo, mediante revision de la literatura y analisis
in silico, se identificaron y sintetizaron 3 péptidos obtenidos de la secuencia de la proteina
GP5 del PRRSV del genotipo americano VR2332 el cual es de mayor prevalencia en nuestro
pais. Estos péptidos guardan un alto grado de conservacion entre las cepas circulantes del
virus de aproximadamente un 80%.(Pifia Diaz, 2021) El objetivo del presente trabajo fue
valorar la participacion de epitopos de reconocimiento para linfocitos T derivados de la
proteina GP5 del PRRSV en la activacion de macrofagos de cerdo a través de un modelo in

vitro.

En este trabajo, se utilizaron estimulos previamente reportados en la literatura, tales
como LPS y TNF-a, los cuales son fuertes inductores del fenotipo proinflamatorio (fenotipo
M1). LPS es un componente abundante de la membrana de las bacterias gram negativas, el
cual se conoce como inductor de la polarizacién macrofagos a fenotipos proinflamatorios.
Mientras que TNF- o es una potente citocina proinflamatoria la cual se encuentra en procesos
inflamatorios de diversa etiologia. A su vez se utiliz6 dexametasona la cual es conocida como
corticoesteroide sintético con funcién antiinflamatoria la cual puede inducir a los macrofagos

a un fenotipo antiinflamatorio (Desgeorges et al., 2019).

En nuestro grupo de trabajo previamente se habian realizado experimentos para
valorar la activacion de esta via con sistema de reportero y también analisis de mMRNA de
diferentes citocinas proinflamatorias utilizando macrofagos de raton. Los resultados de estos
experimentos sugirieron la participacion de la via NF-kB en la activacion de macrofagos en
modelo de ratén in vitro (Pifia Diaz, 2021). Ahora el siguiente paso fue corroborar y expandir
el trabajo previamente realizado utilizando el modelo de macréfago de cerdo. La importancia

de este modelo radica en que el hospedero definitivo y Gnico del PRRSV es el macréfago de
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cerdo. Debido a esto ultimo este modelo adquirié gran relevancia para el estudio de la

interaccion de péptidos virales con macrofagos.

Los datos encontrados en la realizacion de deteccion de proteina p-P65 en extractos
totales de proteinas de macrdfagos alveolares de cerdo (linea celular 3D4/31) mediante
western blot tratados con los controles positivos (TNF-o y LPS) control negativo
(dexametasona) y los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3, mostraron un aumento en la
expresion de la proteina p-P65 a las 8 horas del estimulo dando. Lo cual aunado a los perfiles
de mRNA previamente encontrados en modelos de macrofagos de raton, se tiene la via NF-
kB como posible via en la que los macréfagos pudieran estar siendo activados en respuesta
a estos péptidos virales. Autores como Hwang han demostrado en esta linea celular (3D4/31)
que antes estimulos como TNF-a y extracto de A. sessiliflorus activa la via NF-kB en estos
macrofagos para ejercer efectos inflamatorios para remocién de ciertos patégenos.(Hwang et
al., 2019)

En la figura 17 se observa que los péptidos GP5T1y GP5T2 fueron capaces de inducir
la expresion de la proteina p-P65 al igual que LPS. LPS es un conocido inductor de la via
NF-kB a través de su unién a receptores TLR4 en la superficie de las células.(Y. Wang et al.,
2019) Por lo que estos péptidos fueron eficaces para la activacion de la via y consecuente
transcripcion de genes principalmente proinflamatorios. Aunque de momento no hay certeza
del receptor por el que estos péptidos pudieran estar activando la via NF- kB. Por lo que
queda indagar cual es el receptor que media la interaccion de los péptidos con la activacion

de la via.

Por otra parte, también se demostro la transactivacion del elemento cis de respuesta
de NF- kB en macrofagos de cerdo. Esto robustece la hipétesis de la participacion de la via
NF-kB en la modulacion de la respuesta de polarizacion de macrofagos a fenotipo M1
(proinflamatorio). A su vez se observa en la figura 16 que los 3 péptidos derivados del
PRRSV fueron capaces de inducir un aumento sustancial en la expresion de GFP medida a
través de RFU. Como se observa en la figura 16 los péptidos fueron tan efectivos como TNF-
a para inducir activacion de NF-kB. Todo esto es muy importante ya que se conoce bien que
TNF-a funciona a manera de retroalimentacion positiva para la activacion de esta via de

sefializacion y su misma secrecién por la célula (Hwang et al., 2019). De todo lo anterior
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tenemos que los péptidos fueron capaces de inducir activacion de la via NF- kB en
macrofagos de cerdo. A esto se agregan los perfiles de citocinas analizados que indica que
estas células son polarizadas a fenotipos proinflamatorios en respuesta a los péptidos virales.

El hecho de observar transactivacion del elemento cis de respuesta de NF- kB en
macrofagos tratados con los péptidos, en comparacion con células sin tratamiento, nos indica
que, de manera indirecta, la via NF-kB esta siendo activada. Esto fue valorado esto a través
del gen reportero (GFP). Este dato se robustece con los datos observados en la figura 17
donde también se observa la fosforilacion de p65, lo cual indica que se encuentra en su forma
activa la cual se encuentra dentro del ndcleo para actuar como factor de transcripcion. Estos
dos datos sugieren que la polarizacion del macrofago al fenotipo M1 (previamente sugerida
por el perfil de citocinas) esté siendo orquestada por NF- kB. Esta via parece ser activada por
los péptidos derivados del PRRSV.

En resumen, los datos hasta ahora obtenidos parecen perfilar esta via como la
responsable de la induccion de polarizacion y secrecion de citocinas en macréfagos ante la
interaccidon con estos péptidos virales. Esto es muy importante ya que estos péptidos se
perfilan como posibles inductores de cambios fenotipicos en el macréfago para realizar
funciones inflamatorias y antivirales, las cuales, en el contexto de la infeccion por PRRSV,
son primordiales para la neutralizacion y eliminacion del virus. Por lo que estos péptidos
pudieran ser usados en potenciales modelos vacunales para la prevencion del PRRS y

disminucion del impacto en la produccion de carne de cerdo en el mundo.

De momento queda la interrogante de cdmo son reconocidos los péptidos de la
proteina GP5, ;Estos seran reconocidos a través de receptores de membrana o seran

reconocidos mediante un receptor intracelular?

Ademas, es de importancia mencionar que todos los resultados obtenidos en el
presente trabajo se realizaron en modelo in vitro por lo que queda trabajar con estos péptidos
y su interaccion en modelos in vivo. Dado que en el animal se dan interacciones mucho mas
complejas en estos sistemas y estan presentes otras variables que hay que tomar en cuenta,

lo cual se ha estado trabajando en nuestro grupo de trabajo.
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11.- CONCLUSIONES

En resumen, los datos del presente trabajo demostraron que en macrofagos de cerdo
tratados con los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 aumento la fosforilacion de p65 a las 8 h
al igual que LPS y a mayor al control. De igual, manera GP5T1 y GP5T2 aumentaron la
fosforilacion de p65 mucho mas en comparacion con TNF-a. Lo cual sugiere que estos
péptidos pudieran tener un papel preponderante en la activacion de macrofagos mediante la
activacion de la via NF-«B. Esta Ultima idea se robustece al demostrarse que los tres péptidos
también fueron capaces de inducir activacion de la via a través del analisis con sistema de

gen reportero.

De igual manera al valorar la activacion de macrdfagos se demostré que los péptidos
GP5T1 y GP5T2 indujeron un aumento de las interleucinas proinflamatorias como IL-1p,

TNF-a e IFN-y en sobrenadante de medio de cultivo a 24 h de estimulacion con los péptidos.

En resumen, durante la historia natural de la infeccién por PRRSV la polarizacion de
macrdfagos a fenotipo proinflamatorio (M1) se ve bloqueada mediante la modulacion de la
respuesta inmune por el virus hacia fenotipos antiinflamatorios que favorecerian la
propagacion del virus. Por lo que los péptidos GP5T1 y GPT2 pudieran ser Utiles en la
activacion de macréfagos y a su vez en la potencializacion de la respuesta inmune en general

que favoreceria la neutralizacion del virus.
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