D DE Mp
A spD LT
COVARIA Y 2, Y0
() \v_\P‘ ()O}/\/q:

e’_f( ’,;g
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE ?0%;)} hi
SAN NICOLAS DE HIDALGO %~ <

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE LICENCIATURA EN BIOTECNOLOGIA

TESIS

“Participacion de la via NF-kB en larespuesta a
péptidos derivados de la proteina GP5 del virus PRRS”

Como requisito para obtener el titulo
profesional de

LICENCIADO EN BIOTECNOLOGIA

Presenta

SERGIO MOLINA CAMPOS

Director de tesis: Doctora Rosa Elvira Nufiez Anita

=

PrograpBinsLticional de
Licenciagit saiiotecnoiogia

Co-Director de tesis Fernando Calderén Rico ' UM

Morelia, Michoacan, Diciembre 2022



mailto:rosa.anita@umich.mx
mailto:1028153g@umich.mx

AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo fue realizado la Facultad de Medicina Veterinaria 'y Zootecnia de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo; bajo la tutoria de la Dra.

Rosa Elvira Nufiez Anita y la co-asesoria del M en C. Fernando Calderdn Rico.
Ademas, agradecemos el financiamiento parcial por la CIC-UMSNH 2021-2022.

Agradecimiento al apoyo por parte de CONACYT Ciencia Basica (A1-S-43236) y
CONACYT Infraestructura (INFR 2015-255010), referente a la Unidad de

Protedmica y Bioingenieria Celular.

Agradecemos también, el apoyo a la Beca CONACYT para tesis de Licenciatura en
el periodo abril 2021 a mayo 2022. Que consistio en el Apoyo a Formacion de
Recursos Humanos de Tesis de licenciatura del proyecto A1-S-43236 etapa 2, con
No. de becario 30881.




AGRADECIMIENTOS PERSONALES

En primer lugar, quiero externarles mi profundo agradecimiento y admiracion a dos
extraordinarias personas y cientificos, a la Dra. Rosa Elvira Nufiez y al Dr. Alejandro
Bravo, ya que sin ellos esto no hubiera sido posible. Gracias por creer en mi y darme
la oportunidad de formar parte de su equipo, por la paciencia, por las ensefianzas y
consejos, pero, sobre todo, gracias por haberme transmitido una forma diferente de

ver la ciencia y la vida, a partir, del esfuerzo, la dedicacion y la constancia.

Quiero agradecer infinitamente a mi familia. A mi mama, Maria Teresa y a mi tia
Rosy quiero agradecerles por creer en mi, por sus consejos de nunca rendirme y
esforzarme mas, por sus regafios, asi como por su apoyo emocional y econémico
desde que era pequefio hasta el dia de hoy, para poder realizar y concluir mis
estudios. A mi tia Flory y a mi abuelo Pedro por sus consejos y por su apoyo. Por
ultimo, quiero agradecer a mis 2 hermanos Victor y Lalo por darme animo y
motivacion para seguir adelante. A ustedes mi familia, va dedicada esta tesis y mi

trabajo.

Agradezco a mis amigos y compafieros de laboratorio, Franck, Fer, Wicho, Gaby,
Roberto, J.My Pedro. Gracias por ser solidarios conmigo, apoyarme, ayudarme, por
corregirme cuando me equivocaba, asi como, por compartirme su conocimiento y

contribuir en una parte importante de mi formacién en el area de la ciencia.

Por ultimo, quiero agradecer a mis amigos y comparieros de la universidad, a Bryan
y Angy por brindarme su amistad, por compartirme su conocimiento y por haber sido

parte del mejor equipo de la seccion 04.

“En el campo de la observacion, el azar solo favorece a las mentes preparadas”

Luis Pasteur




INDICE

1.- INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt te e ete e e eneeeeeenaens 6
2l N o [ = o e Y= N S 6
.- LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e e et e e e et e e e e et e e e eaan e 7
O = 1S I = ¥ X O PPN 9
LT S S U1V N PP 10
B.- INTRODUGCCION ......ooiuiiieitiecie ettt e ete e et et e et e e ete et e eaeeeaeeneeeteeteeneeaeereaeeas 12
6.1.- Historia de PRRSV ... 12
6.2.- Caracteristicas generales del PRRSV ..........uiiiiiiiiiiiiiii e 12
6.3.- Impacto econOMICO del PRRSV ......ccoiiiiiiiiiiiiiie et e 13
LI T o1 o (=Y q g1 o] (o |- LR PR PPEPRR 14
6.5.- Enfermedad y manifestaciones clinicas del PRRSV..........ccccooiiiiiiiiiiiiii e 14
6.6.- GeNomMa de PRRSV ... 15
6.7.- Interaccion VIrUS-HOSPEAEIO .........uviiieeiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e annes 17
6.8.- Proteina GP5 del VIrUS PRRS ........ooiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e e enees 18
6.9.- Proceso de Entrada e Infeccion del PRRSV ........cooiiiiiiiiiiieee e 19
6.10.- Péptidos como estrategia terapEULICA..........cvveeurruiireeeeieieiiiie e e e e e e e e eeeens 21
6.11.- Respuesta inmune innata del PRRSV .......ccooiiiiiiii e e e 22
6.12.- Respuesta iNMUNE adqUIMITA ..........ceuuuueiiiie i e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 23
6.13.- Mecanismo de modulacion e inhibicion de las vias relacionadas a Interferones.............. 24
6.14.- Activacion de macréfagos alveolares (AM®D)........cooeeiiiiiiieeee e 25
6.15.- Familia de los factores nucleares de transcripcion kappa B (NF-KB) ........cccoovvvvciiineennns 26
6.16.- Bioquimica de la activacion de NF-KD ...........cooiiiiiiiiiiie e 28
T.- ANTECEDENTES. ... ittt ettt e e e ettt et e e e e e et e et b e e e e e e e esnnna e eas 30
7.1.- Evaluacion de la Activacion de M® por el PRRSV ..., 30
8.5 JUSTIFICACION ...ttt ettt bbbttt 32
0. HIPOTESIS. ...ttt bbb sttt bbbttt 33
10.- OBJIETIVO GENERAL ...ttt ettt e e e e et et et e e e e e eeensennas 33
11.- OBJETIVOS PARTICULARES ...ttt e ettt e e e e e eesenaas 33
12.- MATERIALES. ...t oottt e e e e ettt e b e e e e et e et baa e e e eeeeensennan 34
2 I = =T o 1o [0 1S 34
12.2.- Reactivos gPCR (HEMPO r€al) ...cceeeeeei e, 34
12.3 OligoONUCIEOLIAOS ..o, 35
12.4 ANAIISIS ESAAISICO ....eiieeiiiiiiiiiii ittt e e e e e e s r e e e e e e e neeas 35
13.- METODOLOGIA ...ttt bbbttt 36
13.1.- Sintesis de oligoNUCIEOtIAOS ........ccoeeieiieiii 36




13.2 EXIracCion e ARN. .. .euiiie it et e et e et e et e et e e e e e e e ea e aaaeeas 36

13.3. TranSCHPCION REVEISA.........uuuiiiiiieaii ittt e e e e e e e e bbb e e e e e e e e aanbaeeeeas 37
13.4. PCR punto final: Estandarizacion de Oligonucledtidos .............uueeviieeiiiiiiiiiiieee e, 37
13.5 PCR cuantitativa (QPCRY) .....cooiiiieeee e 38
13.6.- Metodologia QENEIAL...........uuueiiiiieei it e e e e e e e e e e 38
13.6.1.- PCR cualitativa gradiente para estandarizacion de las condiciones de PCR ............. 38
13.7.- ElECIIOfOrESIS ..o 39
13.8.- ESHIMUIOS ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e nnnbteeeeaaeeeeaannnneneeas 39
T14.- RESULTADOS ...ttt et e e et e e ettt e e e e et e e e e et e e e eat e e eeaaeeeeannneaeenen 40
15.- DISCUSION......cceeeieeee ettt ettt ettt e et e et e e eete et e eae e e eneeeteentesteaneeereaneeas 44
16.- CONCLUSION. ..ottt ettt ettt ettt e ettt e et e e e te et eeaeeeaeeneeeteeneeateeneeaneeeeas 46
17.- BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt e et et ae et et e et e eteenaeeneaeeas 47




1.- INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Genoma, transcripcion y traduccion de PRRSV.

Figura 2. Interaccion entre el receptor CD163 y el complejo heterotrimérico de PRRSV.
Figura 3. Topologia de la proteina GP5 del virus PRRS.

Figura 4. Ciclo de replicacion e infeccién de PRRSV.

Figura 5. Esquema de los miembros de la sub familia | de NF-kB.

Figura 6. Esquema de los miembros de la sub familia Il de NF-kB.

Figura 7. Productos amplificados por PCR con gradiente de temperatura (Tm)
Figura 8. Expresion relativa del gen TLR2.

Figura 9. Expresion relativa del gen TLR4.

Figura 10. Expresion relativa del gen MYD88.

Figura 11. Expresion relativa del gen IKKA.

Figura 12. Expresion relativa del gen NF-KB1.

Figura 13. Expresion relativa del gen NF-KB2.

2.- INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Secuencias de oligos directo (F) y reverso (R) 5’ - 3’

Tabla 2. Concentracion usada para la estimulacion de células RAW 264.7




3.- LISTA DE ABREVIATURAS

DNA: Deoxyribonucleic acid

cDNA: Complementary Deoxyribonucleic acid

AP-1: Proteina activadora 1

ARN: Acido Ribonucleico

CBP: Proteina de Unién a CREB

CD: Cluster de Diferenciacion

CREB: Elemento modulador de respuesta a Adenosin Monofosfato Ciclico
DC/ pDC: Células dendriticas/ células detriticas plasmocitoides

DEXA: Dexametasona

DMSO: Dimetilsulfoxido

Dpi: Dias pos infeccion

HP-PRRSV: Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino de Alta Patogenia
BDIE: Base de datos de Inmuno Epitopes

IFN: Interferdn

IgG/ IgM: Inmunoglobulina G / Inmunoglobulina M

IKKB-a: Cinasa inhibidora del factor nuclear kappa B, subunidad beta y alfa
IkBa: Inhibidor alfa de NF-kB

IPS-1: Promotor beta de interferon 1

IkB: Inhibidor de NF-kB

JAK: Transductor de la Cinasa-Sefial de Jano

JNK: Proteina cinasa activada por mitégeno 8/9/10

LPS: Lipopolisacaridos

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

M®: Macrofagos

NFAT: Factor Nuclear de las células T activadas

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NK: Natural Killer




Nsp: Proteinas no estructurales

ORF: Marco de Lectura Abierta
P38: cinasa MAP p38

PKA: Proteina cinasa A
PRR: Receptor de reconocimiento de patrones

PRRS: Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
PRRSV: Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino

SFB: Suero Fetal Bovino

STAT: Transductor de sefiales y activadoras de la transcripcion
TGF-B: Factor de crecimiento transformante Beta

TLR: Receptor Tipo Toll

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

URF: Unidades relativas de Fluorescencia




4.- ABSTRACT

The nuclear factor-kB (NF-kB) signaling pathway plays an important role during viral
infection and disease development. PRRSV infections can cause abnormal
activation of NF-kB, which subsequently results in an immunosuppressed state. The
transcription factor NF-kB is constitutively expressed in all cells of the immune
system and is mainly involved in modulating the immune response at different levels.
In mammals, it is involved in inflammation, immune cell differentiation, and
activation. Previous data in our group have shown that peptides derived from GP5
protein are able to modify the expression of cytokine mRNAs, increasing the
expression of TNF-a, IL-1b, IL-6, and IL-12 and the interferons INFa4 and INFB1 in
an in vitro model in mouse macrophages after one hour of treatment, suggesting the
polarization of macrophages to the M1 phenotype (proinflammatory phenotype). The
induction of cytokine expression favored by peptides of the PRRS virus GP5 protein
suggests the involvement of the NF-kB signaling pathway in response to the
stimulus. Indeed, the participation of this pathway is essential for the expression of
genes that respond to infectious stimuli, in this case, to viral peptides. On the other
hand, virtually all members of the Toll-like receptor (TLR) family recognize a wide
variety of infectious antigens and converge at some point in the activation of the NF-
KB pathway. Lipopolysaccharide (LPS), for example, specifically binds to its TLR4
receptor, inducing NF-kB activation. Methods: Mouse macrophages were
stimulated with two peptides derived from GP5 protein from PRRSV. One hour after,
MRNA was collected, and RT-qPCR was performed. The expression of genes
related to the NF-kB pathway that are upstream of signaling, such as IKKA, MYDS88,
NF-kB1, and NF-kB2, as well as mRNA expression of two members of the Toll-like
receptor family, such as TLR2, TLR4. Results: Data showed that mMRNA expression
of IKKA and NF-kB1 increased significantly compared with the control. Whereas no
significant differences were observed in TLR2, TLR4, MYD88, and NF-kB2
compared with the control. This information will allow us to make rational decisions
for the selection of immunogens to prevent the porcine reproductive and respiratory

syndrome.




5.- RESUMEN

La via de sefializacion del factor nuclear-kB (NF-kB) juega un papel importante
durante la infeccion viral y el desarrollo de enfermedades. Las infecciones por
PRRSV pueden causar una activacién anormal de NF-kB, que posteriormente
resulta en un estado inmunosuprimido. El factor de transcripcion NF-kB se
expresa de forma constitutiva en todas las células del sistema inmunitario y esta
implicado principalmente en la modulacion de la respuesta inmunitaria a
diferentes niveles. En los mamiferos participa en la inflamacion, la diferenciacion
y la activacion de las células inmunitarias. Datos previos de nuestro grupo han
demostrado que los péptidos derivados de la proteina GP5 son capaces de
modificar la expresion de los ARNm de citoquinas, aumentando la expresion de
TNF-qa, IL-1b, IL-6 e IL-12 y los interferones INF-a 4 e INF-B1 en un modelo in
vitro en macréfagos de raton después de una hora de tratamiento, lo que sugiere
la polarizacion de los macréfagos al fenotipo M1 (fenotipo proinflamatorio). La
induccion de la expresion de citocinas favorecida por péptidos de la proteina
GP5 del virus PRRS sugiere la implicacion de la via de sefalizacion de NF-kB
en respuesta al estimulo. De hecho, la participacion de esta via es fundamental
para la expresion de genes que responden a estimulos infecciosos, en este caso
a péptidos virales. Por otro lado, practicamente todos los miembros de la familia
de receptores tipo Toll (TLR) reconocen una amplia variedad de antigenos
infecciosos y convergen en algun punto de la activacion de la via NF-kB. El
lipopolisacarido (LPS), por ejemplo, se une especificamente a su receptor TLR4,
lo que induce la activacion de NF-kB. Métodos: Se estimularon macrofagos de
ratdbn con dos péptidos derivados de la proteina GP5 de PRRSV. Una hora
después, se recolectd el ARNm y se realiz6 RT-gPCR. Se analizo la expresion
de genes relacionados con la via NF-kB que estan antes de la sefializacion,
como IKKA, MYD88, NF-kB1 y NF-kB2, asi como la expresion de ARNm de dos
miembros de la familia de receptores tipo Toll, como, TLR2, TLR4. Resultados:
Los datos mostraron que la expresion de ARNm de IKKA y NF-kB1 aumento

significativamente en comparacion con el control, mientras que no se observaron
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diferencias significativas en TLR2, TLR4, MYD88 y NF-kB2. Esta informacion
nos permitird tomar decisiones racionales para la seleccion de inmundgenos
para la prevencion del sindrome reproductivo y respiratorio porcino en un futuro
cercano.

Palabras clave: PRRSV, NF-kB, Sistema inmune, macrofagos, virus.
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6.- INTRODUCCION

6.1.- Historia de PRRSV

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) se identifico en
Europa y Estados Unidos a principios de la década de 1990 y desde entonces se
ha convertido en un problema para la industria porcina en todo el mundo. EIl PRRSV
causa una enfermedad persistente y a veces grave que se caracteriza por
problemas respiratorios, pérdida de peso y bajo rendimiento de crecimiento, asi
como fallas reproductivas en cerdas gestantes (Zimmerman et al, 1997, Rossow,
1998). Las medidas para regular la enfermedad se han complicado por el patron de
infeccion subclinica persistente con brotes epidémicos ocasionales, asi como por la
alta heterogeneidad del virus y la falla de la respuesta de anticuerpos para proteger
completamente contra la reinfeccion y el resurgimiento viral (Blaha, 2000, Meng,
2000, Murtaugh et al, 2002).

6.2.- Caracteristicas generales del PRRSV

Basandose principalmente en similitudes en la organizacion del genoma y la
estrategia de transcripcion, los arterivirus se agrupan junto con coronavirus,
torovirus y ronivirus en el orden Nidovirales (Cavanagh, 1997, Snijder et al, 1998).
Al igual que en los coronavirus, el genoma de PRRSV de 15,1 a 15,5 kb se expresa
a través de un conjunto de transcritos de ARNm subgendmicos (ARNmM1-ARNmM7),
cada uno de los cuales se usa para la traduccién de uno o dos marcos de lectura
abiertos (ORF) (Conzelmann et al, 1993).

El PRRSV es un huésped muy restringido a las células porcinas del linaje de
monocitos, donde sus principales células diana son los macréfagos alveolares de
porcino (AM®) y es un virus persistente (Duan et al, 1997). En 1993 un grupo de
investigadores observd que los sintomas clinicos predominantes eran dificultad
respiratoria en cerdos jévenes y falla reproductiva generalizada en cerdas prefiadas,

incluidos fetos momificados, mortinatos y abortados (Goyal, 1993). La
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caracterizacion inicial de los genotipos aislados europeos (Tipo 1) vy
norteamericanos (Tipo 2) circulantes era divergente genéticamente. Aunque el
fenotipo general de la enfermedad, los sintomas clinicos generales, la organizacion
genomica y la emergencia temporal fueron similares, estas cepas diferian en ~40 %

a nivel de nucledétidos.

6.3.- Impacto econémico del PRRSV

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es el agente
etiologico es el responsable de enfermedades respiratorias en cerdos destetados y
en crecimiento, asi como de fallas reproductivas en cerdas. La enfermedad que
causa este virus es considerada una de las enfermedades porcinas mas importantes
a nivel mundial, con un impacto econémico estimado en $664 millones de ddlares
en pérdidas anuales para los productores estadounidenses, lo que quiere decir un
incremento de 18.5% en los ultimos 8 afios tan solo en E.U.A. (Holtkamp et al, 2013,
Neumann et al, 2005). En Europa la situacion es similar y se han realizado modelos
economicos de enfermedad, utilizando estimaciones por cada mil animales, para
determinar la carga econdémica en el mejor y peor de los casos combinando fallo
reproductivo y enfermedad respiratoria, estimando las pérdidas anuales a partir de
una mediana de € 75,724, si la explotacion se afecta levemente durante la lactancia
y engorde, a una mediana de € 650,090 si una explotacion, en este caso particular
es de 1,000 cerdas se ven gravemente afectada en todas las fases productivas
(Nathues et al, 2017).

El PRRSV se encuentra ampliamente distribuido en México, se considera un virus
endémico, con reportes en Estado de México, Puebla, Sonora, Yucatan y Nuevo
Ledn. Sin embargo, no existen reportes hasta el momento de su epidemiologia ni
de costes econdémicos de todo el pais debido a la pérdida de cerdos o al costo de

lidiar con este virus. (LOpez-Heydeck et al, 2015).
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6.4.- Epidemiologia

Desde su primera aparicion hace mas de tres décadas, se han reportado tres
genotipos importantes, el americano, el europeo y el asiatico, Esto por la region
donde ocurrieron los primeros brotes y la region de aislamiento y caracterizacion.
De estos genotipos el genotipo asiatico fue denominado de alta patogenia o HP
PSSRV. Esto porque el HP PRRSV provoca severos signos clinicos de alta
patogeniay que son las agresivos que los genotipos 1y 2 en cerdos jovenes, adultos
y de todas las edades, segun datos epidemioldgicos reportados por el Centro de
Control de Enfermedades de China, ademas fue asociado con una mayor mortalidad
(CADC) (Tian et al, 2007).

En México, los datos de prevalencia son similares a los reportados en el resto del
mundo, aunque el HP PRRSV no se ha reportado en México. Segun estudios
retrospectivos, la prevalencia nacional va de 20 a 70 % (Sierra et al, 2000; Macias
et al, 2005; Cajero et al, 2016). Segun datos epidemiologicos que identifican al virus
en granjas con diferente grado de tecnificacion, la prevalencia del virus varia de
acuerdo con el periodo estacional en que se obtienen las muestras. En el periodo

invernal se presenta el mayor numero de incidencias.

Algunos paises con explotaciones porcinas se han reportado que tienen el control
de la propagacion del PRRSV, por ejemplo, Australia, Suecia, Nueva Caledonia y

gran parte de Sudameérica (Shi et al, 2010).

6.5.- Enfermedad y manifestaciones clinicas del PRRSV

En lechones recién nacidos y animales jévenes la mortalidad llega a ser del 100%.
En cerdas en etapa reproductiva, aumentan los indices de abortos, lechones
momificados, mortinatos, nacidos débiles y repeticiones del celo. Las cerdas
infectadas en el segundo tercio de la gestacion presentan infertilidad generalizada
gue puede durar de 2 a 3 meses, afectando los indices productivos, el nUmero de

lechones vivos al nacimiento y la mortalidad antes del destete.
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En el orden reproductivo también son afectados los cerdos macho ya que durante
la infeccidn se presenta disminucion de la libido y baja calidad del semen. Ademas,

gue PRRSYV se puede contagiar a través del semen.

Después de la infeccion inicial, el virus también favorece infecciones secundarias
por otros virus y bacterias, que en conjunto forman el complejo respiratorio porcino
(CRP o PRDC). ElI CRP agudiza los signos clinicos y llega a ser letal en cerdos de
todas las edades (Hansen et al, 2010; Heydeck et al, 2013).

6.6.- Genoma de PRRSV

El genoma de PRRSV varia de 14,9 kb a 15,5 kb de longitud y expresa una variedad
de proteinas accesorias y estructurales a través de dos mecanismos de
transcripcion distintos, contiene 11 marcos de lectura abierta (Open Reading
Frames, orfs por sus siglas en ingles), los cuales se han denominado como ORF1A,
ORF1A’, ORF1B, ORF2A, ORF2B, ORF3, ORF4, ORF5, ORF5A, ORF6, ORF7
(L6pez-Heydeck et al., 2015). Un ORF, es un marco de lectura abierto, es decir, es
una secuencia de ADN que no incluye un codén de terminacion y funciona como
una sefial de detencién. La organizacion genomica y los perfiles de expresion

asociados se representan en la figura 1.
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Figura 1.- Genoma, transcripcion y traduccién de PRRSV. La replicaciéon de PRRSV progresa mediante una
variedad de mecanismos reguladores genéticos y proteicos. La expresion de las primeras tres cuartas partes
del genoma de 14,9-15,5 kb produce 4 poliproteinas conocidas (ppla, ppla-nsp2N, ppla-nsp2TF, pplab) a
travées de dos RFS programados documentados (). Las poliproteinas se procesan cotraduccional y
postraduccionalmente en al menos 16 proteinas no estructurales (nsps) replicasas (accesorias) distintas por
cuatro proteasas virales codificadas PLP1a, PLP13, PLP2 y SP. Los motivos de polimerasa reconocidos en
pplb son la polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp), el dominio de dedo de zinc (Z), el dominio
helicoidal (HEL) y el dominio de endorribonucleasa especifico de uridilato de nidovirus (NendoU; U). Las
proteinas estructurales candnicas se expresan exclusivamente a través de un conjunto de ARN subgendmicos
(sgRNA). Tomado de Kappes & Faaberg 2015.

Los ORFla, ORFla" y ORF1b constituyen aproximadamente tres cuartas partes del
genoma de PRRSV. Estos codifican dos poliproteinas diferentes, pplay pplab, que
se dividen en al menos 16 proteinas no estructurales (nsps: nspl a nspl2 y nspla
y nsplb, y nsp7a, y nsp7b). Estas proteinas tienen diversas funciones como,
actividad de ARN polimerasa, actividades proteoliticas, asi como actividades
relacionadas con la transcripcién y replicacion viral.

Los genes que estan ubicados en el extremo 3' del genoma, denominados, ORFs
2-7, se traducen en las proteinas estructurales GP2-GP5, N y M. Las glicoproteinas
de la envoltura viral (GP2 a GP5) son las primeras que interactian con los
receptores de la célula huésped, iniciando la infeccién. La proteina nucleocapside
(N), codificada por el ORF7, es el principal elemento estructural dentro del virion y
su funcion es empaquetar el ARN gendmico viral (Figura 1) (ARNQ). La proteina M,

interactta con el receptor celular de sulfato de heparan en macrofagos. Por ultimo,
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se ha encontrado que nsp2, tradicionalmente clasificada como una proteina no
estructural, esta incorporada en multiples isoformas dentro de la envoltura viral
(Montaner-Trarbes et al, 2019).

6.7.- Interaccién Virus-Hospedero

Las glicoproteinas de la cubierta viral (GP2 a GP5, M) son las primeras que
interactan con los receptores de la célula huésped para iniciar la infeccion (CD163)
y estadn expuestas al sistema inmunitario cuando las particulas virales son en la
sangre Yy la circulacion del tejido linfoide (Figura 2). También hay otra proteina que
contribuye a la estructura del virién, la proteina M, que se requiere durante la
entrada viral para interactuar con el receptor celular de sulfato de heparan en los
macrofagos. Mas tarde, se cree que GP5 se une a la sialoadhesina y la
internalizacién del virus y el desprendimiento se desencadenan por la formacion de
un heterotrimero viral (GP2a, GP3 y GP4) con el receptor eliminador CD163. (Figura
2). GP5 esla glicoproteina mas abundante. Primero, interactia con dos mediadores
de entrada celular, glucosaminoglucanos de sulfato de heparan vy
sialoadhesina/CD169 (Viet et al, 2014, Shi et al, 2015,) para favorecer la entrada
viral y luego, posiblemente, con la proteina N y su dominio similar al MHC para llevar
el complejo de ARN N-viral al sitio de gemacién (Figura 2). GP2, GP3 y GP4 estan
protegidas con glicosilaciones, como la mayoria de las proteinas de membrana de
PRRSV, para evitar el reconocimiento y la neutralizacién de anticuerpos. GP2 tiene
dos sitios de glicosilacion, GP3 tiene siete y GP4 tiene cuatro, tres de los cuales
estan directamente relacionados con la supervivencia del virus, causando dafo letal

en la produccion de virus cuando mas de dos de estos sitios estan mutados.

17




Host cell plasma membrane

PRRSV envelope

Figura 2. Interaccion entre el receptor CD163y el complejo heterotrimérico de PRRSV. Modificado de
(Loving et al, 2015).

6.8.- Proteina GP5 del virus PRRS

GP5 es la mayor glicoproteina estructural de PRRSV. Tiene un tamafo de 200
aminoacidos (aa) y un peso molecular de aproximadamente 25 KDa, y tiene la
funcion de facilitar la interaccion del virus con su célula blanco. Finalmente, la
proteina GP5 se encuentra formando un complejo heterodimerico con la proteina M
a través de puentes disulfuro. Dicho complejo es esencial para el ensamble del
viriobn ya que se ha sugerido que, al ser las proteinas con mayor presencia en la

envoltura, son las responsables de la curvatura de la membrana (Dokland, 2010).
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Figura 3 A), Topologia de PRRSV GP5 sin procesar con péptido sefial (pUrpura, ~30 aminoéacidos),
ectodominio (azul, ~30 residuos), un tramo transmembrana hidrofoébico (~70 aminoacidos, negro) y un
endodominio citosolico/interno del virus (~70 residuos, negro). La posicién de la C-Se indica la etiqueta HA
terminal utilizada en este estudio (gris oscuro). Membrana en gris claro. (B), se prevé que la escision del péptido
sefial se produzca en dos sitios: en A26|V27 (sitio 1) o en A31|S32 (sitio 2), como se indica. El epitopo

neutralizante (verde) esta presente en todas las variantes predichas, pero el "epitopo sefiuelo” (magenta) no se
conserva en la proteina madura por escision en el sitio 2. Tomado de Thaa et al, 2013.

6.9.- Proceso de Entrada e Infeccion del PRRSV

El proceso de entrada del virus en su célula huésped (macrofagos alveolares
porcinos) es el primer paso crucial en la infeccion. (Kreutz, 1998; Breedam et al,
2010). Estos factores celulares, incluidos heparan sulfato, CD163, sialoadhesina
porcina (pSn), vimentina, CD151, CD209 (DC-SIGN), cadena pesada 9 de miosina
no muscular (MYH9) y otros, estan involucrados en la union, internalizacion y

liberacién del genoma, como se muestra en Figura 4.
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Figura 4. Ciclo de replicacién e infeccién de PRRSV, incluida la unidn, la internalizacion, el decapado, la
traduccién, el ensamblaje, la liberacién del virién y la respuesta inmunitaria. La citocina IFN-a/p estimula primero
la respuesta inmune innata y adaptativa del huésped contra la infeccién por PRRSV. En este proceso, algunas
proteinas virales estructurales y no estructurales importantes interactian con factores del huésped. Tomado de
Ma Jun et al, 2021.

En las primeras etapas, el PRRSV ingresa al macrofago a través de un proceso
mediado por receptor. Los viriones de PRRSV se concentran en la superficie de la
célula al interactuar con los glicosaminoglicanos de sulfato de heparan que estan
presentes en la superficie de las células de porcinos lo que promueve una unién
mas eficiente para la unidén posterior a uno 0 mas receptores involucrados en la
internalizaciéon del virus. A continuacion, la integracion con pSn aumenta
gradualmente. La pSn, una glicoproteina transmembrana de tipo 1 restringida por
macrofagos alveolares de porcinos se identifica como un receptor de union e
internalizacién de PRRSV a través de la endocitosis mediada por clatrina. Tras la

internalizacién con la participacion de pSn, el genoma del virus que esta presente
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en el endosoma temprano se libera en el citoplasma, por acidificacién del endosoma
(Breedam et al, 2010). La ultima etapa depende de manera critica de CD163, una
familia de receptores ricos en cisteina (SRCR) para la eliminacion de hemoglobina,
qgue es el receptor mas especifico e indispensable para la entrada e infeccion del

PRRSV tanto in vitro como in vivo.

6.10.- Péptidos como estrategia terapéutica

Los péptidos son moléculas de sefalizacion selectivas y eficaces que se unen a
receptores especificos de la superficie celular. Dado su atractivo perfil farmacolédgico
y sus propiedades intrinsecas, los péptidos representan un excelente punto de
partida para el disefio de nuevas terapias y se ha visto que su especificidad se
traduce en excelentes perfiles de seguridad, tolerabilidad y eficacia en humanos y
otros mamiferos. Ademas, las terapias de péptidos se asocian tipicamente con una
menor complejidad de produccidon en comparaciéon con los biofarmacéuticos
basados en proteinas y, por lo tanto, los costos de produccion también son mas

bajos, acercandose generalmente a los de las moléculas pequenas.

En la actualidad, el control del PRRSV en el campo se basa en gran medida en el
uso de vacunas de virus vivos modificados atenuados. Por otro lado, las vacunas
disponibles en la actualidad solo confieren proteccion contra cepas homologas y
poseen una capacidad débil o nula para proporcionar proteccion cruzada a cepas

heterdlogas (Jeong et al, 2018).

El estudio, descubrimiento, asi como la sintesis de proteinas y péptidos como
agentes terapéuticos, en las Ultimas dos décadas se ha convertido en un enfoque y
una herramienta para contrarrestar diversas patologias. Los péptidos con actividad
terapéutica hoy en dia tienen presencia en medicamentos aprobados, a través de

la formulacién de farmacos y actualmente en la formulacién de vacunas.
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6.11.- Respuesta inmune innata del PRRSV

La respuesta inmunitaria innata es el primer sistema con el que se encuentra
cualquier patégeno, especialmente para prevenir la replicacion viral y la invasion de
los tejidos de las mucosas (vias respiratorias en el caso del PRRSV) vy, lo que es
mas importante, para iniciar la fuerte respuesta inmunitaria adaptativa para luchar

contra los agentes infecciosos intracelulares (Lunney et. Al, 2016).

Los interferones tipo | (IFN a/) comprenden uno de los mecanismos mas potentes
contra los virus invasores en las primeras etapas de la infeccién, desencadenando
una serie de genes estimulados por IFN (ISG) (Schneider et al, 2014). En términos
generales, todas las células nucleadas tienen la capacidad de producir IFN o/, pero
las DC plasmocitoides (pDC) son las productoras mas potentes de esta familia de
citocinas (Asselin-Paturel & Trinchieri, 2005). Otros estudios han demostrado que la
supresion de IFN tipo | es una estrategia importante del PRRSV para modular la
defensa antiviral del huésped. De hecho, varias proteinas virales han sido
identificadas como antagonistas de IFN (nsp1a, nsp1B, nsp2, nsp4, nsp11 y N)
(Lunney et al, 2014).

Entre las proteinas no estructurales del PRRSV con capacidad de modulacion de
IFN tipo I, nspl se ha considerado como el antagonista mas fuerte de la produccion
de IFN-B al actuar sobre la fosforilacion del factor regulador de interferén 3 (IRF3) y
la translocacion nuclear. Nsp2 es la proteina del PRRSV mas grande (madura). Esta
proteina es unica en el contexto del PRRSV debido a su heterogeneidad genética,
su participacion en diversos roles que respaldan el ciclo de replicacion viral y su
empaguetamiento dentro del virion del PRRSV (Kappes et al, 2013). Estudios
previos sugieren que nsp2 tiene diferentes roles relacionados con los mecanismos
de evasion inmune. Se ha determinado que el dominio nsp2 OTU (dominio
desubiquitinante dependiente de tiol) inhibe el factor nuclear potenciador de la
cadena ligera kappa de las células B activadas (NF-kB) al interferir con el proceso
de poliubiquitinacién de IkBa (factor nuclear del polipéptido ligero kappa)
potenciador del gen en el inhibidor de células B) y, posteriormente, prevenir la

degradacion de la proteina IkBa (Sun et al, 2010).
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Las células asesinas naturales (NK) constituyen otro brazo poderoso del sistema
inmunitario innato contra el PRRSV, particularmente si se considera el alto

porcentaje de células NK circulantes en los cerdos (Denyer et al, 2006).

6.12.- Respuestainmune adquirida

La modesta y retardada respuesta de anticuerpos neutralizantes mediada por
células B es una de las principales caracteristicas asociadas a las respuestas
inmunes adquiridas por el PRRSV. A pesar de que los anticuerpos especificos
contra PRRSV aparecen temprano, 7 a 9 dias después de la infeccion, la eficacia
de esos anticuerpos sigue sin estar clara. Los anticuerpos neutralizantes tardan mas
y aparecen casi 1 mes después de la infeccion (Loving et al, 2015). Curiosamente,
el papel de los anticuerpos neutralizantes en la proteccion contra la forma
respiratoria de la enfermedad es un vacio de conocimiento clave para el PRRSV.
Este punto es critico para definir con precision los objetivos de las vacunas

mejoradas basadas en la respuesta inmune humoral contra este virus.

Es importante tener en cuenta que los anticuerpos neutralizantes aparecen tarde en
la infeccion por PRRSV y otros mecanismos inmunitarios (respuesta inmunitaria
mediada por anticuerpos o celular) podrian estar actuando para suprimir la
replicacion viral en la sangre, provocando que el virus se aisle en los tejidos linfoides
y manteniendo una replicacion subdptima que finalmente terminan en la eliminacion
viral. Para el tipo PRRSV-2 se ha demostrado que la inmunizacién de cerdos con
péptidos de ectodominio del complejo GP5/M no indujo anticuerpos neutralizantes
(Li & Murtaugh, 2012), aunque los anticuerpos especificos de ectodominio

generados fueron capaces de unirse al virus.

Una caracteristica importante que dificulta la validacion de la ubicacion de los
epitopos neutralizantes es el numero de glicosilaciones en o alrededor de ellos. Para
las cepas de PRRSV-1, se pueden encontrar hasta 3 glicosilaciones en o
flanqueando el epitopo neutralizante de GP5 que se encuentra entre los

aminoéacidos 37-45 (Faaberg et al, 2006). Mientras que para las cepas de PRRSV-
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2 hay cuatro sitios de glicosilacion potenciales. Cuando se probd, PRRSV con
mutaciones en los sitios de glicosilacion de GP5 (ya sea en N44 o en la region
hipervariable, aguas arriba del epitopo neutralizante) mejoré la inmunogenicidad
con una mayor concentracion de anticuerpos dirigidos a este epitopo de 5 a 10
veces mas en comparacion con los inducidos por las cepas de tipo salvaje (Faaberg
et al, 2006). Se obtuvieron los mismos resultados cuando se administré dos veces
otro mutante de desglicosilacion (doble desglicosilacion en los supuestos restos de
glicosilacion en GP5), lo que conferia una mejor proteccion contra la exposicion
homdloga (Lee et tal, 2014). Ademas, cuando esta proteina se expresa temprano
durante la infeccién, estimula la produccion de anticuerpos neutralizantes
tempranos e IFN-3, dos mecanismos antivirales principales, lo que demuestra su
papel en la induccion salvaje de mecanismos de autoproteccion del huésped (Gao
et al, 2014). El ORF5 también se complementa con un pequefio cambio de marco
del ARNm subgendmico llamado ORF5a, que codifica una proteina de membrana
tipo | que consiste principalmente en una hélice alfa con un dominio que atraviesa

la membrana (Ilamado GP5a).

6.13.- Mecanismo de modulacién e inhibicion de las vias relacionadas a
Interferones

Se pueden dividir dos olas de modulacion e inhibicién en las vias de IFN. La primera
ola consiste en que el PRRSV reduce la expresion del Receptor tipo Toll 3 (TLRS3,
por sus siglas en inglés) y el Factor regulador de interferon (IRF, por sus siglas en
inglés) 7, la proteina Nsp1a por otra parte tiene la capacidad de degradar la proteina
de union a CREB (CBP, por sus siglas en inglés) en el nucleo a través de la via
dependiente de proteosoma, la subunidad Nsp1a inhibe la fosforilacion de Inhibidor
de NF-kB (IkB) en el citoplasma. Nsp2 inhibe la produccion de IFN al bloquear la
ubiquitinacién de IkB fosforilado y la fosforilacion de IRF3 a través del Dominio de
Tumor Ovarico (OTU), lo que resulta en la supresién de la activacién de Factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-

kB). Nsp11, endorribonucleasa especifica de uridilato (NendoU) con actividad

24




nucleasa bloquea la fosforilacion y translocacion de IRF3, suprime la fosforilacion
de IkB e inhibe la activacion de NF-kB. Por otra parte, también suprime la produccion
de IFN-B a través de la degradacion del ARN mensajero de Promotor beta de
interferén 1 (IPS-1) y degradando el ARN mensajero de la Proteina de sefializacion

antiviral mitocondrial (MARV).

La proteina N puede retrasar la progresion del ciclo celular y utilizar la maquinaria
celular para la infeccion productiva, en M® alveolares porcinos ha sido identificada
como la proteina de regulacion positiva de IL-10 activando la via de sefializacion
NF-kB (Wongyanin et al., 2012).

Para la segunda ola de sefalizacion de IFN, PRRSV Nsp1f bloquea la fosforilacion
del trasductor de sefial y activador de la transcripcion (STAT) e inhibe la
translocacion nuclear del complejo ISGF3, lo que conduce a la inhibicién de la via
de transductores de la Cinasa-Sefial de Jano (JAK)-STAT que resulta en inhibir las
expresiones de ISG, suprime la exportacion del ARN mensajero del huésped desde

el nacleo al citoplasma.

6.14.- Activacion de macréfagos alveolares (AM®)

Las células del linaje monocito-macréfago se caracterizan por su diversidad y
plasticidad. En los tejidos, los monocitos/M® responden a las sefiales extracelulares
con la adquisicion de fenotipos funcionales especificos; a esto se le conoce como

polarizacion o activacién de M.

El fenotipo de los M® polarizados M1-M2 puede revertirse in vitro e in vivo. Las vias
de sefalizacion para la activacion clasica o alternativa del M®, comienzan en la
membrana por la estimulacion de los receptores de citocinas, luego la sefial se
propaga a las proteinas intracelulares y, finalmente, al nticleo donde se inducen los

programas especificos de expresion génica.

Los M® se activan en respuesta a las diferentes sefales extracelulares que

involucran la activaciéon de vias de sefializacion y factores de transcripcion que dan
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paso a la expresion de diferentes proteinas y receptores. Los principales factores
implicados en la activacién son STAT, NF-kB, IRF, la Proteina Activadora 1 (AP-1),
los receptores activados por proliferadores de peroxisomas tipo gamma (PPAR-y),
el Elemento modulador de respuesta a Adenosin Monofosfato Ciclico (CREB) y el
Factor Nuclear de las células T activadas (NFAT). Todos ellos forman una interfaz
regulada entre si para impulsar la polarizacion de los M® hacia un fenotipo

particular.

6.15.- Familia de los factores nucleares de transcripcion kappa B (NF-kB)

Los miembros de la familia NF-kB en células de mamifero se dividen en 2:
subfamilia | p65 (RelA), c-Rel y RelB y subfamilia 1l p50/p105 (NFkB1), p52/p100
(NFkB2), (figura 5 y figura 6). Referente a su estructura todos los miembros de la
familia NF-kB presentan un dominio N-terminal comun llamado RHD (del inglés Rel
homology domain), también, en este dominio, es donde se encuentran las
secuencias de localizacion nuclear NLS (del inglés Nuclear Localization Sequence)
(Baeuerle & Henkel, 1994).

Las proteinas comparten una region conservada de 300 aminoacidos conocida
como dominio de homologia Rel que es responsable de la unidon al ADN, la
dimerizacion y la translocacion nuclear de NF-kB. En la mayoria de las células, los
miembros de la familia Rel forman heterodimeros y homodimeros con distintas
especificidades en diversas combinaciones (Beg & Baldwin 1993, Hayden & Ghosh,
2004). El NF-kB clasico existe como heterodimeros que consisten en una subunidad
de 50 kDa (p50) y una subunidad de 65 kDa (p65) (Ghosh et al, 1998). En
condiciones fisiologicas normales, el NF-kB queda secuestrado en el citoplasma
como complejos inactivos por su interaccién con un miembro de la familia inhibidora
kappa B (IkB). Cuando se estimulan con una amplia gama de estimulos
proinflamatorios, las proteinas IkB son fosforiladas por la quinasa IkB (IKK) y
degradadas en los proteosomas (Yang et al, 1999). Luego, la subunidad de NF-kB

p65 se fosforila mientras se expone su secuencia de sefial de localizacion nuclear
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(NLS), lo que conduce a la translocacion nuclear y la posterior unién de NF-kB a los
elementos reguladores del ADN de los genes objetivo involucrados en diversas
funciones bioldgicas (Beg & Baldwin 1993, Ghosh et al, 1998, May & Gosh, 1998).

= o e =q fosforilacion
Ser276 Ser311 Ser529 { Ser529
RHD TAD RelA
=D ANGTD
Ac Lys314 ) Ql9 acetilacion
Ac
Ser368 Ser573

RHD D= 7TAD )» RelB
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Figura 5. Esquema de los miembros de la sub familia | de NF-kB. Tomado de (Hayden & Ghost, 2004,
2008).

Dominio de muerte

Figura 6. Esquema de los miembros de la sub familia Il de NF-kB. Tomado de (Hayden & Ghost, 2004,
2008).

Muchos virus codifican proteinas que activan o modulan las vias de sefalizacion de

NF-kB para su propio beneficio (Santoro et al, 2003). Por ejemplo, la proteina del
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tegumento UL37, codificada por el virus del herpes simple 1 (HSV-1), interactta con
el factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) (TRAF6), lo que
resulta en la activacion de NF-kB (Goodkin et al, 2003). Del mismo modo, la
activacion de NF-kB inducida por la proteina central del virus de la hepatitis C (VHC)
y la proteina de membrana latente 1 del virus de Epstein-Barr (LMP1) es importante
para la supervivencia de las células infectadas y la infeccion viral persistente (Waris
et al, 2003, Mosialos et al 1995). Estudios previos del PRRSV han demostrado que
la proteina de la nucleocapside (N) era un activador del NF-kB (You et al, 1999, Luo
et al, 2019) sin embargo, no esta claro si las Nsp del PRRSV contribuyen a la
activacion de NF-kB. El estudio actual demostrd que la proteina no estructural 2
(Nsp2) del PRRSV solo podria activar la via de sefializacién de NF-kB y también se

investigaron los posibles mecanismos moleculares para la activacion de NF-kB.

Por varias razones, la ruta del NF-kB proporciona un objetivo atractivo para los
patogenos virales. La activacion del NF-kB es un evento temprano inmediato (IE)
rapido que ocurre minutos después de la exposicion a un inductor relevante, no
requiere la sintesis de proteinas de novo y da como resultado una fuerte
estimulacion transcripcional de varios genes virales y celulares tempranos. La
activacion de NF-kB constituye un objetivo obvio porque muchos de sus genes
objetivo (factores de crecimiento, citocinas y sus receptores, y protooncogenes)

influyen profundamente en el ciclo de la célula huésped.

6.16.- Bioquimica de la activacion de NF-kB

En respuesta a una variedad de estimulos, incluidos patdgenos virales y
bacterianos, citocinas y agentes inductores de estrés (Pahl, 1999), el complejo
citoplasmatico latente NF-kB/IKB se activa por fosforilacidon; en el caso de 1kBa, esta
modificacidon se produce en las serinas 32 y 36 por el complejo IkB quinasa (IKK).
La fosforilacion se dirige a IkBa para la ubiquitinacion, la unién covalente de
multiples moléculas de ubiquitina, en los residuos de lisina IkBa 21 y 22, después
de lo cual el proteasoma 26S degrada esta subunidad inhibidora, lo que permite la

liberacién de proteinas NF-kB. Asi activado, NF-kB se transloca al nucleo, donde
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estimula la transcripcion de genes que contienen la secuencia consenso 5'-
GGGRNNYYCC-3'. La familia NF-kB consta de cinco proteinas estructuralmente
relacionadas (c-Rel, RelA, RelB, p50/p105 y p52/p100) que comparten un dominio
de homologia Rel NH2 terminal de aproximadamente 300 aminoacidos que contiene
secuencias esenciales para la dimerizacion, union al ADN y transporte nuclear. Los
miembros de la familia c-Rel, RelA y RelB poseen dominios de transactivacion
COOH-terminal, mientras que p50/p105 y p52/p100 funcionan como proteinas de
unién a ADN cortas o proteinas inactivas mas grandes que contienen dominios
inhibidores COOH-terminal. Debido al potencial para generar diversos
homodimeros y heterodimeros, estas proteinas pueden permitir la especificidad
transcripcional al formar combinaciones que pueden interactuar especificamente

con variantes estructurales del sitio de union al ADN.
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7.- ANTECEDENTES

7.1.- Evaluacion de la Activacion de M® por el PRRSV

La activacion de M® se ve afectada durante la infeccion por el PRRSV porque esté
se replica dentro de estas células; lo que facilita la infeccién, distribucion y latencia
en el organismo. Se conoce que la respuesta inmune adaptativa celular es un factor
imprescindible para eliminar la infeccién con el PRRSV que, frecuentemente, no se
evallUa. El factor activador mas potente para el macrofago es el IFNy. El IFNy es
una citocina importante producida por los M® y por otras células como las células
dendriticas, las NK y los linfocitos T activados (Loving et al., 2015; Pileri and Mateu,
2016).

Datos en la literatura muestran que el IFNy tiene actividad antiviral contra varios
patdgenos, incluido el PRSSV. Bautista y Molitor (1999), demostraron, mediante
ensayos in vitro, que el pretratamiento con INFy exdgeno induce la activacion de
M tisulares de cerdo, disminuyendo la capacidad de replicacion del PRRSV, lo que
sugiere que la expresion de INFy media la respuesta antiviral favorable (Bautista &
Molitor, 1999).

Recientemente datos experimentales sugieren que la polarizacion de los M®
modula la infeccién por el PRRSV (Wang et al, 2017). La expresion de citocinas
antivirales fue significativamente mayor en los M® M1 que en los M® M2 o en los
controles no polarizados y tanto la replicacion viral evaluada con una cepa altamente
patdgena, como la replicacion viral con una cepa de PRRSV clasica, se vieron
significativamente afectadas en los M® alveolares tipo M1. Ademas, durante la
infeccion por el HP-PRRSV se observo la disminucién en la expresion de los genes
gue estan involucrados en las vias de sefializacién relacionadas con IFN, las
citocinas proinflamatorias y las quimiocinas, la fagocitosis y la presentacion y el
procesamiento de antigenos, lo que sugiere una funcion aberrante de los M®

alveolares porcinos durante la infeccién (Wang et al, 2017).

Por otro lado, se conoce que en el caso del Virus de la Coriomeningitis Linfocitica

(LCV, por sus siglas en inglés), ciertos dominios de la proteina Z son determinantes
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para bloguear la respuesta de activaciéon de M®. Particularmente, el dominio N-
terminal de esta proteina evita la activacion de M® y se ha reportado que disminuye
la expresion de IL-1[3, IL-8, TNF-q, IL6 en M® infectados (Xing et al., 2015). Es
probable que proteinas estructurales del PRRSV, como GP5, pudiesen modular la

activacion y polarizacion de los M®, aunque esto no se ha estudiado.

Se ha demostrado que la propagacién del PRRSV se favorece dependiendo del
estado de activacion del M®. Singleton et al., (2016) demostraron que el PRRSV se
replica en células mieloides porcinas en varios estados de activacién o maduracion,
donde, dependiendo del factor estimulante, se facilita o evita la activacion de M.
Es decir, en presencia de INFy, los M® se activan hacia el inmunofenotipo M1y se
reduce la replicacion del virus. Mientras que en presencia de IL-4, IL-10 y DEXA se
favorece el inmunofenotipo M2 y se facilita la replicacion viral (Singleton et al.,
2016).

En otro estudio se encontré que IL-10 y DEXA indujeron la diferenciacion de M®
hacia un fenotipo M2 o alternativo y favorecieron la expresion de los receptores
virales CD163 y CD169, con lo que aumento la replicacion viral. Caso contrario, la
induccion con IL-6 o M-CSF provocé un aumento menor en la expresion de CD163

y no resulté en un aumento de la replicacion de PRRSV (Singleton et al.,2018).

En este proyecto se evaluaron epitopos disefiados a partir de la proteina GP5 del
PRRSV con caracteristicas antigénicas, para determinar si estos epitopos son
capaces de inducir la activacién de M®, tal como lo hacen otras proteinas virales
estructurales o inductores de diferenciacion de M®. Ademas de establecer si
posiblemente funcionen como futuros candidatos para limitar la replicacion viral tras

una infeccion por el PRRSV.
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8.- JUSTIFICACION

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) se encuentra entre las
enfermedades con mayor impacto econémico en la produccion porcina moderna. La
enfermedad tiene una distribucién mundial y es endémica en la mayoria de los
paises productores de cerdos. El PRRSV muestra interacciones complejas con el
sistema inmunoldgico y una alta tasa de mutacion, lo que hace que el desarrollo y
la implementacion de estrategias de control sean un gran desafio. La respuesta
inmune innata de los mamiferos (primera respuesta contra patdégenos) es
fundamental durante la etapa inicial de la defensa del huésped contra la infeccién
por virus, antes de que se desarrolle la inmunidad adquirida antigeno-especifica.
Una de las rutas de transduccion de sefiales mas importantes en las respuestas
inmunes innata y adquirida es la mediada por la activacion del factor nuclear kB
(NF-kB). La actividad de NF-kB da como resultado la transcripcion de genes que
codifican citocinas, factores de crecimiento, proteinas de fase aguda, inmuno-
receptores, otros factores de transcripcion, moléculas de adhesion celular y
proteinas virales. Datos previos en nuestro laboratorio demostraron que cuando se
cultivaron macrofagos de ratdon con los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 se indujo
la expresion de las citocinas IL-13, IL-6, IL-8, IL-12 y TNFa, sugiriendo un fenotipo
proinflamatorio. Esta informacion indica que los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3
podrian estar regulando la via de sefalizacion NF-KB. Es por eso que evaluar la
participacion de la via de sefializacion NF-kB es de gran interés, para poder dilucidar

a mayor detalle el efecto de los péptidos como estimulantes de esta via.
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9.- HIPOTESIS

Los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 inducen la expresion de genes receptores
TLR2, TLR4 transductores MYD88, IKKA, y amplificadores NF-kB1 y NF-kB2

relacionados con la via de sefalizacion NF-kB.

10.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de genes relacionados con la via NF-kB en respuesta a

péptidos derivados de la proteina GP5 del virus PRRS.

11.- OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estandarizar la prueba de PCR tiempo real para cuantificar la expresion de
los genes TLR2, TLR4, MYD88, IKKA, NF-kB1 y NF-kB2.

2. Evaluar la expresion cuantitativa de genes TLR2, TLR4, MYD88, IKKA, NF-
kB1y NF-kB2 relacionados con la via NF-kB.
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12.- MATERIALES

12.1.- Péptidos

Se utilizaron tres péptidos generados a partir de la secuencia de la proteina GP5
del PRRSV, denominados GP5T1, GP5T2 y GP5T3; los cuales corresponden a
epitopos de reconocimiento para linfocitos T, con un alto grado de conservacion (por
encima de 80% de homologia) entre los diferentes genotipos reportados (Cui et al.,
2016). Para el disefio y caracterizacion de los péptidos se utilizaron las bases de
datos, Immune Epitope Database (IEDB) y CCL Main Workbench 20.0. Se eligieron
aquellas secuencias que tenian un alto grado de conservacion entre cepas del virus,
con una longitud aproximada de 15-30 aminoéacidos, que fueran epitopos de
reconocimiento para linfocitos T, ademas se evalué su antigenicidad, hidrofilicidad,

carga, solubilidad y peso molecular.

12.2.- Reactivos qPCR (tiempo real)

Las mezclas maestras SYBR ® Green tienen una concentracion doble y contienen
dNTP, MgClI 2 y ADN polimerasa.

e Syber Green (Bio-Rad cat. 1725150)

e Oligonucleotidos

cDNA (banco de DNA complementario).
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12.3 Oligonucledtidos

Para llevar a cabo la ejecucién de la PCR punto final y PCR cuantitativa, los

oligonucledtidos que se utilizaron en este proyecto fueron:

Tabla 1.- Secuencias de oligos directo (F) y reverso (R) 5’ - 3’

Gen Secuencias de oligo primers directo (F) y reverso (R)5 - Tamafio de la banda Temperatura de Gen de referencia en
3 de amplificacion alineamiento la plataforma NCBI
(pb)
Genes relacionados a citocinas y quimiocinas
IKKA F: AGGACCGTGTTCTCAAGGAGCTGT 389 60 NM_001162410.1
R: CTCTGGTCCTCATTTGCTTCACGA
MYD88 F: ATCGCTGTTCTTGAACCCTCG 199 60 NM_010851.3
R: CTCACGGTCTAACAAGGCCAG
NFKB1 F: GAAATTCCTGATCCAGACAAAAAC 194 59 NM_008689.2
R: ATCACTTCAATGGCCTCTGTGTAG
NFKB2 F: CTGGTGGACACATACAGGAAGAC 195 60 NM_019408.3
R: ATAGGCACTGTCTTCTTTCACCTC
TLR2 F: TGCTTTCCTGCTGGAGATTT 197 60 NM_011905.3
R: TGTAACGCAACAGCTTCAGG
TLR4 F: ACCAATGCATGGATCAGAAA 295 57 NM_021297.3
R: GTCTCCACAGCCACCAGATT
Gen Housekeeping
GAPDH F: TGGCAAAGTGGAGATTGTTGC 260 60 NM_008084.3

R: CCACGACATACTCAGCACCG

NM_001289726.1

12.4 Andlisis estadistico

Se utilizé el software GraphPad Prism, V5, este software fue utilizado para el

procesamiento de datos, andlisis estadisticos, y produccién de graficas de

resultados obtenidos.
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13.- METODOLOGIA

13.1.- Sintesis de oligonucleétidos

Se realiz6 una busqueda amplia en la literatura de los oligos que se requirieron en
el presente estudio. Posteriormente se corroboré que los oligos fueran utiles para
amplificar el gen deseado utlizando las plataformas Primer-Blast, IDTDNA
(herramienta y empresa donde se sintetizaron los oligoprimers) y NCBI (Centro
nacional para la informacion biotecnoldgica, por sus siglas en inglés) para obtener
la secuencia blanco y corroborar la amplificacion in silico de los oligoprimers.
Posterior a esto, se enviaron a sintetizar por un proveedor autorizado y certificado
(IdtDNA San Diego, California).

13.2 Extraccion de ARN.

El cultivo de células Raw 264.7 (M® de raton) se realiz6 en 14 cajas de cultivo
celular (100 mm de diametro por 20 mm de alto, Corning TM) hasta que tuvieron
una confluencia de 70 -80%. Posteriormente, se agregaron los estimulos control y
los péptidos a la concentracion reportada en la Tabla 2, se usaron dos cajas de
cultivo por estimulo (7 condiciones por duplicado con un total de 14 cajas). Se incubo
cada caja con los estimulos y medio DMEM base con 2% de SFB, a 37 °Cy 5 % de

CO2, una hora después del estimulo se procedio a la obtencion del RNA total.

Después del tiempo de incubacion, se retiré el sobrenadante y se adicion6 1mL de
reactivo Trizol (Life Technologies, # Ref. 15596018) por caja, se homogenizo y
recuperaron los lisados en un microtubo. Los tubos se incubaron a -20 °C por 24 h
para lograr la lisis celular, después se descongel6 rapidamente y homogeniz6. Se
adicionaron 300 pl de Cloroformo al 99 %, para luego homogenizar e incubar por 3
min a temperatura ambiente. Posteriormente se llevo a centrifugacion a 12,000 rpm
por 15 min a 4 °C. Se obtuvieron 3 fases en el tubo, se retird la fase acuosa
transparente (aprox. 600 ul). La fase se recuperd en un microtubo con un volumen

igual de isopropanol al 99 %, y se agitdé por inversion; se incubd durante 4’ a
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temperatura ambiente. Se centrifugd a 12,000 rpm por 20 min a 4 °C y se desechd

el sobrenadante.

Finalmente, se adiciond 1 mL de Etanol al 70 % frio y se volvié a centrifugar a 12,000
rpm por 5 min a 4°C. Luego se retird el sobrenadante para dejar secar los tubos por
20'. Finalmente, se resuspendio el pellet de ARN en 40 ul de H20 grado molecular.
Los tubos que contenian el ARN se mantuvieron en hielo frapé, se cuantifico la

extraccion en el nano espectrofotometro (NanoDrop 2000).

13.3. Transcripcion Reversa

Se realizd la retro transcripcion para obtener Acido Desoxirribonucleico
complementario (ADNc) a partir de la extraccion de ARN de cada uno de los
tratamientos. Se utilizo el kit RevertAid First Strand ADNc Synthesis (Thermo Fisher
Scientific, # Cat. K1622), el cual contiene la enzima RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase. Se siguio el protocolo recomendado por el fabricante. Una vez

sintetizado el ADNc se cuantifico cada reaccion en el nanodrop.

13.4. PCR punto final: Estandarizacién de Oligonucleotidos

Para la estandarizacion de cada uno de los oligonucleétidos sintetizados, ver Tabla
1, se realiz6 una PCR punto final cualitativa con gradientes de temperatura, y asi se
determind la temperatura Optima de hibridacion (Tm°) de cada uno de los
oligonucledtidos. Ademas, se realizé una curva de diluciones de ADNc para
determinar la concentracion adecuada para una amplificacion éptima con base en

los amplicones de los genes constitutivos.
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13.5 PCR cuantitativa (QPCR)

Se realizé PCR tiempo real para analizar la expresion de los diferentes genes. Se
utilizé una mezcla para la Master Mix PCR: SYBER Premix Ex Taq (Tli RNaseH
Plus) (TAKARA, no. de catalogo #RR420L). El gen constitutivo GAPDH, se utilizd
como gen constitutivo normalizante para la reaccion de PCR. Condiciones gqPCR:
desnaturalizacion inicial 95°C por 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 grados por
15 segundos, alineamiento a la Tm° especifica de cada gen por 30 segundos,
elongacion 60°C por 30 segundos, elongacién final 72°C por 30 segundos. Se utilizé

el equipo CFX96 Real Time System de Biorad.

Los datos obtenidos se analizaron con el método de 2 -AA CT (-delta CT) para
cuantificar la expresion relativa de los genes evaluados. Este método usa los ciclos
del umbral (CT) generados por el termociclador, determinando cambios en la
expresion en relacion con una muestra de referencia como normalizador. El primer
A CT es la diferencia en el ciclo umbral entre los genes diana y de referencia. EI AA
CT es la diferencia en A CT entre las muestras objetivo y las de referencia. La
expresion geénica relativa generalmente se establece en una para las muestras de
referencia porque AA CT esigual a 0y, por lo tanto, 2 0 es igual a 1. Formula para
el calculo, 2AACT = ACT -ACT, el resultado se expresa en veces de cambio, del

inglés Fold Change.

13.6.- Metodologia general

13.6.1.- PCR cualitativa gradiente para estandarizaciéon de las condiciones de
PCR
Se realizé una PCR cualitativa con gradientes de temperatura, para conocer la

temperatura optima de hibridacién (Tm°) de cada uno de los oligonucleoétidos. Asi
como también, se realiz6 una curva de diluciones de cDNA para conocer la
concentracion adecuada para optima amplificacion en base al oligonucleétido de los
genes constitutivos o housekeeping o0 genes normalizadores. Se utilizd6 el

termociclador Veriti de la Marca Applied Biosystems.
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13.7.- Electroforesis

Para corroborar los amplicones de cada gen, se llevé a cabo electroforesis en geles
de agarosa al 1.5%. En los cuales se depositaron los productos de PCR adicionados
de un buffer de carga. Se utiliz6 un marcador de peso molecular que contiene
fragmentos de ADN conocidos que van en una escala creciente de 100 en 100 pb.
Para revelar la presencia de los amplicones se adicioné Bromuro de Etidio. Se utilizd

el equipo de transiluminacion MiniBIS-Pro Bioimaging System.

13.8.- Estimulos

Tabla 2.- Concentracion usada para la estimulacion de células RAW 264.7

ESTIMULO CONCENTRACION REFERENCIA
CONTROL: CELULAS PBS 50 ul -
RAW 264.7
LPS 1 pug/mL (Tang et al.,2018)
Pifia-Diaz et al., 2021
DEXA 1 pug/mL Pifia-Diaz et al., 2021
TNF- A 50 ng/mL (Mastropietro et al., 2015)
Pifia-Diaz et al., 2021
GP5T1 5 ug/mL Pifla-Diaz et al., 2021
GP5T2 5 ug/mL (Vashisht et al., 2008)
Pifia-Diaz et al., 2021
GP5T3 5 ug/mL Pifa-Diaz et al., 2021
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14.- RESULTADOS

En la estandarizacion de la PCR por gradiente de temperatura se obtuvo que la
temperatura a la cual amplificaron los genes, TLR2, TLR4, MYD88, IKKA, NF-kB1y
NF-kB2 fue de 60°C.

800

400

200
100

Figura 7.- Productos amplificados por PCR con gradiente de temperatura (Tm) a 60°C. Electroforesis en
gel de agarosa al 1%. (A) Amplificacion de los genes TLR2 (200 pb) en los carriles (2-6) y TLR4 (300 pb) en
los carriles (7-11). (B) Segunda amplificacion, de los genes MYD88 (200 pb) en los carriles (2-6) e IKKA (400
pb) en los carriles (7-10). (C) Tercera amplificacién de los genes NF-kB1 (200 pb) en los carriles (2-6) y NF-kB2
(200 pb) en los carriles (7-10).

Los genes evaluados relacionados con la via NF-kB fueron TLR2, TLR4, MYD88,
IKKA, NF-kB1 y NF-kB2. Se analiz6 la expresion del mRNA de cada uno de los
genes descritos. Se utilizaron macrofagos de raton, los cuales fueron cultivados con
péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV (probables epitopos T). Una hora
después del tratamiento de los macrofagos, se obtuvo el mRNA total, seguido de

retro transcripcion. A partir del banco de cDNA, se realiz0 la validacion del método
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de PCR evaluando diferentes temperaturas de alineacion para poder obtener un

Amplicon unico.
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Figura 8. Expresion relativa del gen TLR2. Control (sin estimulo), los estimulos utilizados fueron: LPS (1
pg/ml); DEXA (1 pg/ml); TNF-a (50 ug/ml); Péptidos: GP5T1 (1 pug/ml); GP5T2 (1ug/ml); GP5T3 (1ug/ml). Linea
roja: expresion basal y linea verde: sobreexpresion. Los tratamientos se realizaron por duplicado bajo la
condicién de 1hra.
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Figura 9. Expresién relativa del gen TLR4. Control (sin estimulo), los estimulos utilizados fueron: LPS (1
pg/ml); DEXA (1 ug/ml); TNF-a (50 pg/ml); Péptidos: GP5T1 (1 ug/ml); GP5T2 (1ug/ml); GP5T3 (1ug/ml). Los
tratamientos se realizaron de manera individual bajo la condicién de 1 hra
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Figura 10. Expresion relativa del gen MYD88. Control (sin estimulo), los estimulos utilizados fueron: LPS (1
pg/ml); DEXA (1 pug/ml); TNF-a (50 pg/ml); Péptidos: GP5T1 (1 ug/ml); GP5T2 (1ug/ml); GP5T3 (1ug/ml). Los
tratamientos se realizaron por triplicado bajo la condicién de 1 hra.
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Figura 11. Expresion relativa del gen IKKA. Control (sin estimulo), los estimulos utilizados fueron: LPS (1
pg/ml); DEXA (1 ug/ml); TNF-a (50 pg/ml); Péptidos: GP5T1 (1 ug/ml); GP5T2 (1ug/ml); GP5T3 (1ug/ml). Los
tratamientos se realizaron de por triplicado bajo la condicién de 1 hra.
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Figura 12. Expresion relativa del gen NF-KB1. Control (sin estimulo), los estimulos utilizados fueron: LPS (1
pg/ml); DEXA (1 pug/ml); TNF-a (50 pg/ml); Péptidos: GP5T1 (1 ug/ml); GP5T2 (1ug/ml); GP5T3 (1ug/ml). Los
tratamientos se realizaron de por triplicado bajo la condicién de 1 hra.
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Figura 13. Expresion relativa del gen NFKB2. Control (sin estimulo), los estimulos utilizados fueron: LPS (1
pg/ml); DEXA (1 ug/ml); TNF-a (50 pg/ml); Péptidos: GP5T1 (1 ug/ml); GP5T2 (1ug/ml); GP5T3 (1ug/ml). Los
tratamientos se realizaron de por triplicado bajo la condicién de 1 hra.
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15.- DISCUSION

Una de las rutas de transduccidén de sefiales mas importantes en la respuesta
inmune es, la mediada por la activacion del factor nuclear NF-kB. La actividad de
NF-kB da como resultado la transcripcion de genes que codifican para citocinas,
factores de crecimiento, proteinas de fase aguda, inmuno-receptores, otros factores
de transcripcién y moléculas de adhesion celular. Datos previos en nuestro grupo
de trabajo, han mostrado que péptidos derivados de la proteina GP5, GP5T1,
GP5T2 y GP5T3 derivados de la proteina GP5 del PRRSV, son capaces de
modificar la expresién de los ARNm de las citocinas, aumentando la expresion de
TNFaq, IL-1b, IL-6, e IL-12 y los interferones INF-a4 e INF-B1 en un modelo in vitro
en macrofagos de raton, después de una hora de tratamiento. Dichos datos
sugirieron la polarizacion de macrofagos al fenotipo M1 (fenotipo proinflamatorio).
La induccion de la expresion de citocinas favorecida por péptidos de la proteina GP5
del PRRSV sugirio la participacion de la via de sefalizacion NF-kB en respuesta al
estimulo. Por otro lado, también se demostré en un modelo de macrofagos de cerdo,
después ser cultivados con los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3, se observo un
aumento en la abundancia de la proteina fosforilada p-P65 la cual esta relacionada
con la activacion de la via NF-kB. La proteina P65 forma un dimero con la proteina
P50 y se encuentran en el citoplasma en su forma inactiva, cuando la via NFKB se
activa, P65 se fosforila y se transloca al nucleo, de tal manera que la fosforilacion
de P65 es un indicador de la activacion de dicha via. En este mismo modelo de
macrofagos de cerdo se demostro la activacion del elemento de respuesta de NF-
kB después de la transactivacion y evaluacién del gen reportero GFP, lo cual
fortalece la hipotesis de la participacion de la via NFKB (Ortega- Flores et al., Datos
no publicados 2022).

En concordancia con lo anterior, (Morales-Gachuz., 2021, tesis de licenciatura),
mostré que la expresion de TNF-a sistémico (medido en suero sanguineo),
disminuy6 en lechones naturalmente infectados con el PRRSV, en comparacion con
animales libres de patdgenos especificos. Considerando que TNF constituye una

familia de citocinas bien caracterizadas en la literatura como inductores y
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reguladores de NF-kB, este dato apoya la idea de la respuesta a péptidos virales
mediada por NF-kB.

Efectivamente, la via NF-KB regula la expresibn de genes que responden a
estimulos infecciosos, en este caso, nos resultd interesante evaluar su posible

participacion en respuesta a péptidos virales.

Por otro lado, practicamente todos los miembros de la familia de receptores Toll like
(TLR) reconocen una gran variedad de antigenos infecciosos y convergen en alguin
punto en la activacion de la via de NF-kB. Por ejemplo, el Lipopolisacarido (LPS),
se une especificamente a su receptor TLR4, induciendo la activacion de NF-kB.
Considerando en conjunto los datos, en este trabajo nos propusimos explorar genes
relacionados con la via NF-kB que estan rio arriba de la sefalizacion, tales como
IKKA, MYD88, NF-kB1 y NF-kB2, asi como evaluar la expresion de dos miembros
de la familia de receptores tipo Toll, tales como, TLR2 y TLR4. Se conoce poco
sobre la participacion de la via NF-kB en respuesta al PRRSV, por lo tanto, sera la
primera vez que se evaluo la regulacion de estos genes utilizando como estimulo
tres péptidos derivados de la proteina GP5 del mismo. Esta informacion obtenida,
los datos obtenidos en el presente trabajo serviran para la toma de decisiones
racionales futuras o de préximos trabajos para la seleccion de inmundgenos que

permitiran la prevencion del sindrome respiratorio y reproductivo porcino.

Los resultados obtenidos, mostraron que no se observaron diferencias significativas
en la expresion TLR2, TLR4, MYD88 y NF-kB2 con respecto a las células control,
lo que significa que probablemente los péptidos derivados de la proteina GP5 no
utilizan esta ruta de sefalizacion para ejercer sus efectos en el macrofago, los
cuales fueron descritos con anterioridad en nuestro grupo de trabajo e indican que
los péptidos virales (GP5T1, GP5T2 y GP5T3) son capaces de polarizar al
macrofago a un fenotipo M1. De manera muy interesante, encontramos un aumento
en la expresién del ARN mensajero de IKKA y NF-kB1 en macrofagos de ratén,
directamente relacionado con el tratamiento con los péptidos derivados de la
proteina GP5 del PRRSV. Considerando en conjunto todos estos datos, este trabajo

contribuyé en dilucidar los posibles mecanismos que subyacen en la respuesta de
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los macréfagos a los péptidos virales. Sugiriendo la posible participacion de la via
NF-KB. Actualmente se llevan a cabo pruebas de transactivacién del elemento cis
del promotor de NF-KB, para sumar evidencia de la participacién de dicha via en

respuesta a los péptidos virales.

Por otro lado, el hecho de que los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 hayan
estimulado la expresion de IKKA y NF-kB1 y no hayan estimulado la expresion de
TLR2 y TLR4 no significa que los péptidos no se unen a esos receptores de
membrana para ejercer sus efectos proinflamatorios, para poder confirmar ese
hecho, seria necesario realizar mas ensayos para poder esclarecer el mecanismo
por el cual actian estos péptidos sobre las células M6 de ratdn, que implicarian la
seleccidn de otros genes para proximos proyectos. Para el caso de TLR2 los genes
gue se propondrian como candidatos para futuros ensayos, son los genes
implicados en la via, tales como Racl, P13K y AKT (Sustrato 1 de toxina botulinica,
fosfoinositol-3-cinasa y Cinasa de Serina Treonina, respectivamente), los cuales
también conduce a la activacion de NF-kB. Al ser TLR2 un receptor que puede
activarse por esa via y por la via mediada por MYD88, se podria llegar a tener un
panorama mas claro de los genes que participan en la via y asi poder construir la
ruta que se activa en respuesta a la presencia de los péptidos GP5T1, GP5T1 y
GP5T3.

16.- CONCLUSION

Los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 derivados de la proteina GP5 del virus PRRS,
indujeron la expresion de los genes IKKA y NF-kB1, genes rio arriba de la
sefalizacion de NF-kB. Lo anterior, fortalece la hipétesis de que la via de
sefalizacion NF-kB esta involucrada en la respuesta de macréfagos a péptidos

virales, los cuales son probables epitopos reconocidos por linfocitos T.
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