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Resumen
El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS), es una enfermedad causada por el virus

PRRSYV, este virus pertenece a la familia arteriviridae, con genoma de mRNA (+) monocatenario
de aproximadamente 15 kb. Este virus codifica cinco glicoproteinas estructurales asociadas a la
membrana viral (GP2, GP3, GP4, GP5 y GP5a). La glicoproteina GP5 del PRRSV participa en el
reconocimiento del virus y la célula blanco. Actualmente se han descrito tres genotipos: el europeo,
el americano y el de alta patogenia. EIl PRRSV afecta de manera negativa la industria porcina,
ocasionando pérdidas millonarias en cada episodio infeccioso. Datos en la literatura indican que
GP5 posee epitopes que inducen anticuerpos (Abs) neutralizantes, que pueden ser usados para
diagnoéstico. Para producir anticuerpos, anti proteina GP35, se adquirieron tres péptidos sintéticos
derivados de la proteina GP5 (denominados GP51, GP52 y GP53). Dichos péptidos fueron
inoculados de manera independiente en gallinas. Por otro lado, un segundo grupo de gallinas
fueron inmunizadas con el virus vacuna (PRRSVv). A partir de la yema de huevo, se obtuvieron
las IgY’s (inmunoglobulinas Y) de gallina a los 0, 15, 30 y 45 dias pos-inmunizacion. Se llevo a
cabo una prueba de ELISA indirecta usando un anti-IgY de gallina. Resultados: los péptidos GP51,
GP52 y el PRRSVyv, indujeron IgY’s especificas con un titulo maximo de 1:2000. Conclusion: los
IgY’s de gallina obtenidos después de la inmunizacion con péptidos GP51, GP52 y GP53,
reconocieron a los antigenos especificos, mas aun reconocieron al PRRSVv y al virus PRRS
silvestre de Michoacan. Con las IgY’s anti-PRRSV obtenidas en este trabajo, se puede
implementar el inmuno-diagnostico (ELISA y Western blot) del PRRSV. Para lograr conservar
todo el material biologico obtenido se realiz6 la técnica de phafe display donde a partir del RNA
total del bazo de las gallinas inmunes; se obtuvieron las secuencias genéticas de los scFV (anti-
GP5 y anti-PRRSVv), usando PCR, amplificando la cadena ligera de 350 pb, la cadena pasada de
400 pb y realizando la fusion de las mismas de 750 pb, una vez obtenidas pueden ser clonadas en
el vector pPCOMB3X para obtener una biblioteca de bacteriofagos recombinantes (tecnologia de
Phage-Display). Con estos bacteridofagos recombinantes nos permite conservar, obtener y purificar
los scFV anti-PRRSV en gran concentracion para determinar su afinidad. Esta metodologia de
IgY’s de gallina y Page-Display pueden ayudar en epidemias y/o pandemias de diferentes virus de

humanos.

Palabras clave: PRRSv, anticuerpo, péptidos y Phage-Display




ABSTRACT

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) is a disease caused by the PRRSV virus, this
virus belongs to the arteriviridae family, with a single-stranded (+) mRNA genome of approximately
15 kb. This virus encodes five structural glycoproteins associated with the viral membrane (GP2,
GP3, GP4, GP5 and GP5a). The PRRSV glycoprotein GP5 participates in the recognition of the virus
and the target cell. Currently, three genotypes have been described: the European, the American
and the highly pathogenic. PRRSV negatively affects the swine industry, causing millions in losses in
each infectious episode. Data in the literature indicate that GP5 possesses epitopes that induce
neutralizing antibodies (Abs), which can be used for diagnosis. To produce antibodies, anti-GP5
protein, three synthetic peptides derived from the GP5 protein (hamed GP51, GP52 and GP53) were
purchased. Said peptides were inoculated independently in chickens. On the other hand, a second
group of hens were immunized with the vaccine virus (PRRSVv). Chicken IgYs (immunoglobulins Y)
were obtained from the egg yolk at 0, 15, 30 and 45 days post-immunization. An indirect ELISA test
was carried out using a chicken anti-IgY. Results: the GP51, GP52 and PRRSVv peptides induced
specific IgY's with a maximum titer of 1:2000. Conclusion: the chicken IgYs obtained after
immunization with GP51, GP52 and GP53 peptides recognized the specific antigens, and even more
so recognized PRRSVv and the wild type PRRS virus from Michoacan. With the anti-PRRSV IgYs
obtained in this work, the immunodiagnosis (ELISA and Western blot) of PRRSV can be implemented.
In order to preserve all the biological material obtained, the phafe display technique was performed,
where from the total RNA of the spleen of the immune hens; The genetic sequences of the scFVs
(anti-GP5 and anti-PRRSVv) were obtained using PCR, amplifying the 350 bp light chain, the 400 bp
past chain and fusing the 750 bp chain, once obtained they can be obtained. be cloned in the
pCOMB3X vector to obtain a recombinant bacteriophage library (Phage-Display technology). Using
these recombinant bacteriophages allows us to preserve, obtain and purify anti-PRRSV scFVs in high
concentration to determine their affinity. This methodology of chicken IgY's and Page-Display can
help in epidemics and/or pandemics of different human viruses.

Keywords: PRRSv, antibody, peptides and Phage-Display.



1. Introduccion

El Sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), es una enfermedad infecciosa de origen
virico y considerado en la actualidad como uno de los problemas mas importantes de la
porcinocultura mundial. Las manifestaciones clinicas estdn relacionadas principalmente con
trastornos reproductivos, causando aborto en cedas gestantes, aumentando la mortalidad y
problemas respiratorios en cerdos de todas las edades (lechones, recria y cebo), afectando de
manera significativa la ganancia de peso (Lopez-Heydeck et al., 2015).

PRRSV es el virus mas comin asociado a el complejo de enfermedades respiratorias porcinas,
donde la infeccion puede coexistir en presencia de otros tipos de patdgenos, lo que resulta en
sintomas clinicos y lesiones pulmonares mas graves que por cualquiera de los patdgenos de forma
individual. Entre los miembros patogenos del complejo respiratorio porcino estan: Mycoplasma
hyopneumoniae, Bordetella bronchiseptica, circovirus porcino, virus de influenza porcina y
Haemophilus parasuis (Lunney et al. 2016).

Entre las caracteristicas mas importantes de esta enfermedad destaca su alta capacidad de infeccion
y transmisiéon. En 1987 un sindrome hasta entonces desconocido, causod pérdidas productivas
importantes en las explotaciones porcinas de los Estados Unidos. En los afios siguientes este
sindrome se extendio por las regiones de produccidon porcina mas importantes de Norteamérica y
Canada. En Europa, una epidemia de las mismas caracteristicas, durante el invierno de 1990/91
afect6 a mas de un millon de cerdos. Posteriormente se extendid por todo el mundo, convirtiéndose
en una enfermedad endémica en la mayoria de los paises con produccion industrializada de ganado
porcino. En 1991 una Comision de Expertos sugiere como denominacion mas idonea, "Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome", que ha sido adoptada internacionalmente (Palma &
Real Ulloa, O. D. (2009).

En México, en 2017, SAGARPA publico las principales demandas del sector agropecuario, una
de ellas involucra la investigacion y desarrollo de bioldgicos para la prevencion y tratamiento de
PRRSV. Es importante destacar que Michoacan es uno de los estados mas importantes en la
produccion y el consumo porcicola, ocupando el séptimo lugar a nivel nacional (Secretaria de
Desarrollo Rural y Agroalimentario, 2018).

A nivel mundial existe preocupacion por la presencia de nuevas cepas del virus PRRSV, algunas
de ellas denominadas de alta patogenia. Las vacunas actuales contra estas enfermedades como el
PRRS no brindan una inmunidad potente y a largo plazo. Actualmente no se tiene identificado que
cepas son las que afectan principalmente al territorio nacional, por lo que mediante la produccion
de Abs especificos para PRRSV utilizando la tecnologia de las inmunoglobulinas (IgY) de gallina
se puede diagnosticar y ayudar al aislamiento del virus, lo cual resultaria beneficioso para futuras
investigaciones y avances en la prevencion y tratamiento contra esta enfermedad.
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2. Marco teorico

2.1. Porcicultura

La porcicultura es una actividad econémica relevante en todo el mundo, ya que la carne de cerdo
es la mas consumida por encima de la carne de res y pollo. Los principales productores mundiales
de carne de cerdo son China, Europa, Estados Unidos y Brasil. China es el mayor productor,
generando mas del doble que la union europea, 5 veces mas que Estados Unidos y casi 18 veces
mas que Brasil (Bobadilla et al., 2010). Principalmente su importancia repercute en que del cerdo
se ocupa practicamente todo, principalmente la carne, piel, sangre y huesos; y aunque la mayoria
es para consumo humano, también se llega a utilizar en la medicina, pues la piel debidamente
asistida se emplea en el tratamiento de quemaduras en los humanos y en heridas de piel, esto
debido a que fisiologicamente es muy semejante a la piel humana.

A nivel mundial, México se sitlia en el noveno lugar en produccion de carne, en la actualidad la
porcicultura se mantiene como una industria importante dentro de la actividad pecuaria en el
territorio nacional, generando mas de un millon de toneladas anualmente y con una marcada
presencia en los estados de Jalisco, Michoacén, Sonora y Puebla que han llegado a representar
hasta un 48% de la produccion. Siendo Michoacan uno de los principales estados productores y
consumidores de carne de cerdo, del cual la Piedad se mantiene como el municipio de Michoacan
con mayor produccion; con 18 mil 229 Tn, seguido por Zamora, con 7 mil 962 Tn, y Morelia con
7 mil 521 Tn, asi mismo la porcicultura sirve como sustento econémico de 24 mil 972 familias
distribuidas en los 113 municipios de Michoacan (Secretaria de Desarrollo Rural y
Agroalimentario, 2018). Los tipos de carne con mayor consumo en México son la carne de pollo,
carne de cerdo y carne de res, el consumo per capita de carne de cerdo en México se estima en 14
kg, para finalizar la poblaciéon porcina en México en el 2011 se estima en 15,547,260 cabezas
porcinas Las exportaciones de carne cerdo en México son de 36 mil toneladas, y las importaciones
para abastecer el consumo nacional son del orden de 310 mil toneladas (FAO, 2010).

2.2 Generalidades del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSYV)

2.2.1. Antecedentes Historicos

El PRRS se describid por primera vez en los Estados Unidos de América (USA) a finales de los
ochenta como enfermedad misteriosa del cerdo o enfermedad de oreja azul debido al
desconocimiento de su etiologia. (Arias et al., 2011; Dortmans et al., 2019). Este nombre fue
cambiando en funcidon de la importancia que se otorgaba a uno u otro signo clinico (Zimmerman
et al., 2003). En 1987 Carolina del Norte se caracterizé por presentar oleadas de abortos entre las
cerdas, con un aumento tanto en el nimero de crias nacidas muertas, como en mortalidad neonatal.
Posteriormente, también se observaron graves problemas respiratorios en cerdos destetados de
cualquier edad (Hill, 1990). En 1991 en Central Veterinary Research Institute en Lelystad
(Holanda) describi6 en Los Paises Bajos al PRRS mediante el uso de cultivos de macrofagos
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alveolares de porcino, en donde el virus fue aislado y caracterizado por primera vez, y ahora se le
conoce como el genotipo europeo de PRRS (Arias etal., 2011; Dortmans et al., 2019). Un segundo
aislamiento del PRRS ocurrié en 1991 en USA y se conoce como genotipo americano. Los aislados
americano y europeo comparten una identidad gendémica de hasta 60%, por lo que se dividieron
en genotipo 1 o europeo y genotipo 2 o americano. A las variantes de cada genotipo se denominan
subtipos (Meng et al., 1995). (Figura 2). En 2006 se aisl6 un tercer genotipo altamente patdgeno,
denominado HP-PRRSV que surgi6 en China; el cual, mediante andlisis filogenético, se asigno al
genotipo 2 o americano. Sin embargo, el HP-PRRSV es clinicamente mas agresivo que su
homologo americano y presenta una mayor mortalidad en lechones (Han et al., 2017; Tian et al.,
2007). En México, el PRRS se reportd en 1992, aunque se sospecha que pudo aparecer en el pais
durante desde la década de los ochenta. (Morilla, 2003). El PRRSV se encuentra ampliamente
distribuido en México, con reportes en Estado de México, Puebla, Sonora, Yucatan y Nuevo Ledn
(Batista et al., 2004; Macias et al., 2006; Martinez- Barroso et al., 2002; Salinas-Meléndez et al.,
2008; Sierra et al., 2000). Sin embargo, no existen reportes exactos de su epidemiologia ni de
costos econdomicos de todo el pais (Lopez-Heydeck et al., 2015). Estos genotipos presentan cierta
regionalizacion, sin embargo, tanto el genotipo europeo, como el norteamericano se encuentran
diseminados en la mayoria de los paises productores porcicolas (Diaz, 2006).

2.2.2. Epidemiologia

Desde la aparicion del PRRSV a la fecha, los tres genotipos virales se han diseminado a todo el
mundo. En Europa se pueden localizar el genotipo 1, 2 y HP siendo prevalente el genotipo 1. En
Asia se pueden encontrar los genotipos 1, 2 y HP siendo de gran impacto el HP-PRRSV. Desde su
primera aparicion, el HP-PRRSV provoco severos signos clinicos en cerdos jovenes y adultos,
afectando a mas de 2 millones de cerdos, seglin datos epidemiologicos reportados por el Centro de
Control de Enfermedades de China (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. Segln estudios retrospectivos, la prevalencia nacional va de 20 a 70 %
(Macias et al., 2005; Sierra et al., 2000). Segun datos epidemioldgicos 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
namero de incidencias. Algunos paises con explotaciones porcinas se han reportado libres del
sindrome: Australia, Suecia, Nueva Caledonia y gran parte de Sudamérica (Shi et al., 2010).
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Figura 1. Mapa de la distribucion de PRRS en el mundo. (Han et al., 2017; Tian et al., 2007).

2.2.3. Impacto Econoémico provocado por el PRRSV

Es una de las enfermedades de mayor importancia econdémica mundial, en la mayoria de los paises
de produccion de porcinos, donde en gran parte de ellos permanece endémico (Lopez-Heydeck et
al., 2015). Actualmente, afecta a la industria porcina en todo el mundo y ocasiona pérdidas
econdmicas cuantiosas (Singleton et al., 2016) En el afio 2005 un estudio econémico publicado
por cientificos y miembros de la industria del porcino en Norteamérica, indicaba que el costo que
el PRRSV representaba para los productores porcinos estaria estimado en 560 millones de ddlares
anuales (Neumann, Kliebenstein et al., 2005), el 45 % de esta pérdida seria causado directamente
por la declinacion en la ganancia diaria y baja eficiencia alimenticia en cerdos de engorde, 43 %
resultaria de la mortalidad en cerdos en crecimiento, y 12% serian debidos a las fallas
reproductivas. (Osorio, 2010). Por lo que la amenaza de las enfermedades emergentes se ha
convertido en una de las principales preocupaciones de los productores y autoridades sanitarias
por sus efectos tan negativos, con el tiempo se ha observado que estas enfermedades provocan
pérdidas econdmicas de gran importancia por la reduccion en la produccion, la pérdida del
inventario por la despoblacion y el menor consumo de los productos pecuarios debido a la imagen
negativa de la enfermedad en el publico, los mayores gastos que incurre el gobierno y los
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particulares para controlar la enfermedad y la pérdida de mercados nacionales e internacionales de
los animales, sus productos y subproductos. A estos efectos se suman las pérdidas indirectas como
son los empleos y servicios asociados con la produccion porcina (Morilla, 2003).

2.2.4. Agente etioldgico

El PRRSV pertenece al Orden de los Nidovirales, de la Familia Arteriviridae. Es un virus con
envoltura, de forma esférica con proyecciones y de un tamafio aproximado de hasta 60 nm de
didmetro, se trata de un virus con genoma de RNA monocatenario de sentido positivo, el cual es
de aproximadamente 15 Kb con regiones no traducibles (UTR’s) en los extremos 5" y 3/,
mantiendo funciones como elementos regulatorios del genoma (Lopez et al., 2015). El genoma
consiste en 10 marcos de lectura abiertos (ORF’s) de los cuales el ORF 1a y 1b abarcan hasta un
75% del genoma y codifican para 2 polipéptidos que, al ser traducidos, sufren una autoproteolisis
que puede dar como resultado hasta 16 proteinas no estructurales (Nsp). Las funciones principales
de las Nsp son el dirigir la transcripcion y replicacion viral, anclando la maquinaria de sintesis a
las membranas intracelulares modificadas, control de la sintesis de ARN subgendmicos y la
evasion inmune innata. Los ORF2-ORF7 en el extremo 3’ codifica para cinco glicoproteinas
asociadas a la membrana (GP2, GP3, GP4, GP5 y GP5a), dos proteinas de membrana no
glicosiladas (E y M), y una proteina de nucleocapside (N) (Kappes, et al., 2015). La proteina
nucleocapside (N), codificada por el ORF7, es el principal elemento estructural dentro del virion
y su funcioén es empaquetar el ARN gendmico viral (Montaner-Trarbes et al., 2019). Las GP2,
GP3 y GP4 son proteinas glicosiladas estructurales de envoltura que forman un complejo
heterotrimérico expuesto sobre la superficie del virus (Wissink et al., 2005). El cual esta
relacionado con la entrada viral y se encuentra fuertemente N-glucosilado. Las proteinas GP5 y M
forman un heterodimero unido por puentes disulfuro y son el complejo principal en el virion. Se
conoce que estas proteinas, de acuerdo a sus perfiles de hidrofobicidad, poseen gran capacidad
antigénica (Wang, 2010). Por otra parte, N forma homodimeros unidos por puentes disulfuro que
sirve para empaquetar el ARN gendémico viral (Kappes et al., 2015). La glicoproteina GP2 tiene
256 aminoacidos y contiene una péptido sefial en la region N-terminal que la dirige y ancla a la
membrana lipidica de la envoltura viral (Lopez-Heydeck et al., 2015).

i ORFla ORF2a ORF4 ORFSa ORF6 ¥
Genoma de ARN . J_L —_—
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Nsp2N ‘ |
I —
Nsp2TF | |
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Figura 2. Esquema de estructura viral y del genoma y ORF’s de PRRSV. Modificado de (Kappes, et al., 2015)
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2.2.5. Proteina GP5

El ORF 5 codifica para la proteina glicosilada GP5 de 25 kDa que se compone de 200 aminoacidos
(en el genotipo norteamericano 2). Contiene por un péptido sefial conformado por 30 aminoacidos
(1-30) en la region N-terminal, seguido de un ectodominio de aproximadamente 30 aminoacidos,
que contiene varios sitios de N-glicosilacion, dos de los cuales (N44 y N51) estan altamente
conservados entre las diferentes cepas. La region entre los residuos 63 a 135 es hidrofoba y se
supone que atraviesa tres veces la envoltura viral. La region C -terminal (135-200) se encuentra
en el interior del virus (Figura 4). Es de destacar que existe una region hipervariable entre el
aminoacido 27 y 31. Dado que el ectodominio es una region rica en residuos de serina y asparagina,
esto a menudo conduce a la adicion o pérdida de sitios de N-glicosilacion. (Thaa et al., 2013),
donde se encuentran sitios de glicosilacion como: las Asparaginas 30 y 33 dentro de la region
hipervariable y las Asparaginas 44 y 51 altamente conservadas entre cepas del virus, es entre la
region hipervariable y la asparagina 44 donde se ha reportado el probable epitopo de neutralizacion
que podria ser reconocido por linfocitos B (Popescu et al., 2017; Thaa et al., 2013). GP5 es una
proteina muy antigénica y genéticamente variable, la diversidad genética y antigénica es un desafio
importante para el control de PRRSV. En La GP5 de PRRSV tipo 2, se identificd un epitopo
neutralizante "epitopo B" (aminoacidos 37-45), capaz de inducir la produccion de anticuerpos
neutralizantes, considerados como un componente importante de la inmunidad protectora frente a
PRRSV (Loépez, 2015), ademads, se identifico un epitopo sefiuelo "epitopo A" en aminoacidos 25-
31 (Thaa et al., 2013). Y los sitios reportados para células T estan ubicados principalmente en la
region del endodominio en las posiciones de aminoacidos 117-131 y 149-169. Estos cobran
importancia ya que juegan un papel importante en la respuesta inmune adaptativa celular (Figura
4.) (Vashisht et al., 2008). Por lo que no sorprende que sea una de las proteinas mas estudiadas, ya
que se ha demostrado que induce Abs neutralizantes y que es indispensable en la union del virus
ya que juega un papel importante en la entrada y la replicacion viral (Lopez et al., 2015; Wang et
al., 2016; Murthy et al., 2015). Por lo anterior es considerada un blanco importante para la
produccion de Abs neutralizantes, los cuales aparecen de manera tardia en la infeccion (Popescu
etal., 2017).
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Figura 3. Proteina GP5 de PRRSV. Los residuos 63 a 135 atraviesan tres veces la envoltura viral, y la proteina GP5
posee un péptido sefial (rojo), dos epitopes uno que produce anticuerpos no neutralizantes (verde) y otro capaz de
reproducir anticuerpos neutralizantes (azul). Modificado de (Vashisht et al., 2008).

2.2.6. Cuadro Clinico de PRRS

PRRS es una enfermedad de origen viral que ocasiona fallas reproductivas severas en cerdas
gestantes, provocando menor grado en la calidad en el semen en verracos y problemas respiratorios
en cerdos de todas las edades, pero principalmente en lechones; asi como complicaciones
respiratorias severas en cerdos de diferentes edades; el virus tiene predileccion por las células
inmunitarias y causa la muerte de los macrofagos alveolares. El virus puede difundirse de los
pulmones al resto del cuerpo; en la sangre, solamente en la asociacion con los leucocitos o los
monocitos que entonces migran a diversos tejidos finos para convertirse en macrofagos tisulares.
Con esta difusion PRRS puede alcanzar el aparato reproductor, conduciendo al desarrollo de las
muestras clinicas asociadas a la reproduccion y que definitivamente alteran la fertilidad de los
animales; también se asocia o incrementa la manifestacion de otras enfermedades respiratorias,
esta enfermedad , se caracteriza por una subita aparicion de fiebre en la primera fase de la etapa
aguda, lo cual puede inducir el aborto, o incluso la muerte, en cerdas entre los 21 y los 109 dias de
gestacion (Meulenberg, 2000). Ademas de que el virus muestra una capacidad de inmunosupresion
e inmunoregulacion que le permite, prolongar el tiempo de viremia en los animales enfermos,
quienes eliminan el virus por saliva, secreciones transplacentarias, mamarias y muy posiblemente
excremento, siendo la transmision principal por contacto directo o por objetos contaminados;
ademas presenta una posterior selectividad a pocos tejidos linfoides, que le permite permanecer
inadvertido hasta que, en condiciones favorables, vuelve a manifestarse la enfermedad, ya sea
como pequefios brotes, o como pandemia. (Lopez-Heydeck et al., 2015).

2.2.7. Trasmision

El PRRSV infecta a cerdos en todas las etapas de desarrollo, desde lechones hasta cerdos en etapa
final (Lopez et al., 2015), también se asocia o incrementa la manifestacion de otras enfermedades
respiratorias, esta enfermedad, se caracteriza por una subita aparicion de fiebre en la primera fase
de la etapa aguda, lo cual puede inducir el aborto, o incluso la muerte, en cerdas entre los 21 y los
109 dias de gestacion (Meulenberg, 2000). Sin embargo, solamente es letal en lechones, aunque
esto ultimo depende tanto del estado de salud del animal, como de los factores ambientales (Lopez
et al., 2015). La mayor parte de las pérdidas economicas se deben a que el virus afecta
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principalmente a cerdas gestantes y lechones en crecimiento (Holtkamp et al., 2013). El virus se
puede transmitir tanto de manera vertical atravesando la barrera placentaria, como de manera
horizontal por contacto directo. Por contacto directo, la exposicion al virus ocurre por vias
respiratoria, oral, percutanea y seminal. (Rathkjen, 2017).

2.2.8. Replicacion del virus

Una vez que el virus es reconocido por los receptores de la célula hospedadora, este es
internalizado mediante endocitosis mediada por clatrina. La replicacion tiene 3 caracteristicas:
reordenamiento de las membranas del huésped para establecer complejos de replicacion viral;
sintesis y expresion de RNA gendémico, transcripcion de RNA subgendmico para la expresion
eficiente de proteinas estructurales, la capacidad unica de producir RNAs heteroclitos (Kappes et
al., 2015; Lunney et al., 2016). Los complejos de replicacion se forman dentro de vesiculas
perinucleares de doble membrana que derivan del Reticulo Endoplasmico (Kappes et al., 2015).
La traduccion del genoma produce poliproteinas de replicasa ppla-nsp2TF, ppla-nsp2N, ppla y
pplab. Estas poliproteinas son escindidas por proteasas virales internas para generar las 14
proteinas no estructurales, que se ensamblan en el complejo de replicacion. El complejo de
replicacion primero se dedica a la sintesis de ARN de cadena negativa para producir ambas cadenas
de longitud completa y ARN subgenémicos de longitud negativa. Posteriormente, los ARNm
(RNA mensajero) subgenomicos sirven como plantillas para la sintesis del ARNm subgenémicos
requeridas para expresar los genes de proteinas estructurales que residen en el extremo 3’ del
genoma. Los genomas de ARN recién generados se empaquetan en nucleocéapsides, se envuelven
de las proteinas estructurales brotando del Aparato de Golgi, asi los nuevos viriones se liberan de
la célula via exocitosis (Lunney et al., 2016)
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Figura 4. Replicacion de PRRSV. Posterior a la interaccion con proteinas de superficie de la célula blanco, el virus
es internalizado a través de formacion de endosomas por cambios en la clatrina de membrana. Una vez dentro el
material genoémico 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. (Tomado de Lunney et al., 2016).

2.2.9. Variabilidad genética

PRRSV es un virus de RNA, presenta una alta tasa de mutacion que va de 4.7-9.8X10-2
sustituciones/sitio/ano (Hanada et al., 2005). En los genotipos 1 y genotipo 2 se ha podido
constatar una gran variabilidad antigénica entre aislados. Se han descrito 4 grupos antigénicos
diferentes dentro de este genotipo segin su reactividad a anticuerpos monoclonales frente a la
proteina N, y subdivisiones de estos grupos cuando se utilizaron anticuerpos monoclonales frente
a la proteina GP3, M y GP5 (Yang et al., 1999, 2000). Esto se debe a que dependiendo del ORF
examinado, las homologias pueden variar entre el 50% y 90%, y la similitud de aminoacidos varia
del 55% a 80%. Los ORF’s para proteinas estructurales 3, 4 y 5 mutan mas que los ORF’s 2, 6 y
7. Esto puede deberse a dos fendémenos: El primero es porque la RNA polimerasa no tiene la
capacidad de corregir errores durante la duplicacion de RNA; el segundo, se refiere a cierta
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capacidad de recombinacion entre las distintas cepas. La elevada variabilidad afecta negativamente
en las respuestas inmunitarias cruzadas y con fendmenos de atenuacion y adquisicion de virulencia
(Diaz, 2006). El virus vacunal atenuado, es el unico comercialmente accesible para generar algiin
grado confiable de inmunidad y ha mostrado la capacidad de revertirse a patdgeno, con
replicabilidad y recombinacion con virus de campo. Las vacunas sélo se utilizan para disminuir el
grado de afeccion de la enfermedad (Lopez-Heydeck et al., 2015). Por todo lo anterior se ha
sugerido que la alta variabilidad entre cepas del virus PRRSV dificulta que las vacunas comerciales
brinden proteccion cruzada contra cepas silvestres heterologas.

2.2.10. Vacunas para PRRSV

Ademas de las complejidades implicitas en montar una respuesta inmune de proteccion contra el
PRRSYV, el inconveniente mas importante para vacunar con éxito contra el PRRSV es la gran
variabilidad genética representada en las multiples cepas circulantes de este virus en el campo. Tal
variabilidad se traduce en la falla de las vacunas actuales en proveer un nivel homogéneo de
proteccion. Si bien es cierto que la vacunacidon o infeccion con virus infeccioso confieren una
inmunidad muy sélida (practicamente del tipo “esterilizante”) contra reinfeccion homologa (es
decir usando una cepa de desafio igual o muy semejante a la vacunante), la proteccion ha de
resultar mediocre o insuficiente cuando el desafio envuelva una cepa heterdloga, genéticamente
mas distante de la vacunante (Osorio, 2010). Actualmente existen dos tipos de vacunas contra el
PRRSV: una utiliza el virus atenuado y otra el virus inactivado. Existen en el mercado ambos tipos,
tanto para cepas americanas como europeas. Aun cuando dichas vacunas disminuyen los sintomas
de la enfermedad y la viremia, no evitan la infeccion y la proteccion cruzada es variable frente a
virus heterdlogos. Ademas, se ha informado que el virus vacunal puede diseminarse a otros
animales susceptibles. Por esta razén muchos estudios se han orientado al desarrollo de nuevas
vacunas que incluyen diferentes vectores para el desarrollo de vacunas de ADN evaluando varias
proteinas estructurales. También se ha evaluado el empleo de clones infecciosos de PRRSV, asi
como la construccion de quimeras virales entre el virus vacunal y un virus altamente infeccioso.
Todas estas estrategias no han logrado desarrollar una vacuna eficaz contra el PRRSV, por lo que
dicho propdsito sigue siendo un reto muy importante (Flores-Mendoza & Hernandez, 2010).

Actualmente en el mercado se tiene acceso a varias vacunas como lo es el caso de la vacuna
Ingelvac® PRRS MLV la cual confiere proteccion cruzada y probada contra la mas amplia
variedad de virus de PRRS tipo 2, la cual estd conformada por virus vivo modificado cepa ATCC-
VR-2332, del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) 10*3DICT 50%, propagado
en cultivos celulares, es elaborada por Boehringer Ingelheim Animal Health USA Inc. St. Joseph,
Mo. U.S.A. (Boehringer Ingelheim, 2021). También se encuentra disponible la vacuna PRIME
PAC® PRRS contiene virus vivo modificado de PRRS tipo 2, Cepa Nebraska esta es elaborada
por Intervet International, B.V. Wim de Korverstraat 35, 830 AA, Boxmeer, Holan (Ferrari, 2010).
Sin embargo, estas vacunas son producidas en otros paises por lo cual la vacunaciéon no logra
alcanzar su maxima efectividad ya que no estan especializadas para serotipos mexicanos.
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2.3 Virus

Etimologicamente, virus significa veneno en latin (Carballal & Oubina, 2015), virdlogos definen
al virus como un programa, o un complejo informacional macromolecular, son agentes infecciosos
submicroscopicos (Adamo, 2014) que llegan a ser potencialmente patégenos y se replican de
manera intracelular parar copiar su material genético (MacLachlan & Dubovi, 2016). Son
heterogéneos, varian en tamafio, morfologia, composiciéon quimica, rango de hospedadores, etc
(Roberto, 2019). Carecen de los sistemas enzimaticos productores de energia necesaria para la
sintesis de &cidos nucleicos y de proteinas; tienen un tipo de genoma de ADN o ARN en sus
diferentes variantes. Los virus presentan una envoltura de proteina llamada cépside; otros
presentan una membrana o envoltura derivada de la célula infectada. Debido a que carecen de la
maquinaria necesaria para su replicacion, han evolucionado para tomar la del hospedero
(Sompayrac, 2002).

2.4 Genomas y clasificacion viral

Los virus pueden ser divididos en grupos, cada una de los cuales tienen su propio método de
transmision de la informacion genética de una generacion a otra y su propio estilo de expresar su
informacion. Existen siete grupos de genomas virales seglin la clasificacion de D. Baltimore 1971
(Figura 1). La composicion y las estructuras de estos siete tipos de genomas virales son mas
variadas que cualquier genoma en los superreynos procariota, archaca o eucariota (Flint et al.,
2004).
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Material genético presente en los virus.
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Figura 5. Clasificacion viral de Baltimore. En particular el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino se
encuentra en el Grupo IV como se muestra en el esquema, debido a que el genoma viral que posee es RNA polaridad
positiva, tiene la misma polaridad que el RNAm no necesita ninguna conversion para generar las proteinas virales. Se
generan RNA ss (-) que regulan la expresion génica y que serviran de molde para replicar el RNA ss (+). adaptado de
(Pefia & Fatndes, 2018)

2.5. Generalidades produccion de Anticuerposn anti-PRRSV

2.5.1. Estructura general de los anticuerpos

Los anticuerpos(Abs) son proteinas cuaternarias de estructura bioquimica compleja demarcada por
la unién de cuatro cadenas proteicas (Machado et al., 2006), dos cadenas pesadas idénticas de 55
a 70 kDa, unidas covalentemente a un oligosacarido, y un par idéntico de cadenas livianas no
glicosiladas de 24 kDa (Ayala, 2007) las cuales estan unidas mediante puentes disulfuro (figura
6). Funcionalmente, los anticuerpos se dividen en una fraccion que involucra el reconocimiento
antigénico, denominada Fab (fragmento de unién al antigeno, por sus siglas en inglés) que son los
que se unen al antigeno, y en un fragmento que posee la propiedad de ser facilmente cristalizable
denominado Fc (fraccion cristalizable) (Ayala, 2007 & Machado et al., 2006).
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Figura 6. Estructura de una molécula de IgY. Dominios de la region constante de la cadena pesada; CL: dominio
constante de la cadena ligera; COOH: extremo carboxiterminal; Fab y Fc: fragmentos resultantes de proteolisis; NH:
extremo aminoterminal; VH: dominio variable de la cadena pesada; VL: dominio variable de la cadena ligera (Ayala,
2007 & Machado et al., 2006).

2.5.2. Estructura molecular de la IgY

La estructura de la molécula de IgY es comparable a la de las inmunoglobulinas de los mamiferos.
La IgY estd formada por dos cadenas livianas y dos cadenas pesadas, a diferencia de los tres
dominios constantes de la cadena pesada de la IgG, la cadena pesada de la IgY contiene un dominio
variable y cuatro dominios constantes. Mientras que el peso molecular (PM) de la IgG es de
alrededor de 160.000 Daltons, segun espectrofotometria de masas, el PM de la IgY es de
aproximadamente 167.250 Daltons. La region bisagra de la IgY est4 poco desarrollada, la porcion
Fc de laIgY es el sitio que presenta la mayor parte de las funciones bioldgicas efectoras, en forma
similar a lo que ocurre con la IgG. el fragmento Fc de la IgY incluye dos cadenas laterales de
carbohidratos, a diferencia de la IgG que sélo presenta una, la porcion Fc de la IgY es el sitio que
presenta la mayor parte de las funciones biologicas efectoras, en forma similar a lo que ocurre con
la IgG. El fragmento Fc de la IgY incluye dos cadenas laterales de carbohidratos, a diferencia de
la IgG que s6lo presenta una. (Sun et al., 2001).
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Figura 7. Diferencias y similitudes en estructura de IgY e IgE. Modificado de (Sun et al., 2001).

2.5.3. Anticuerpos monoclonales

La propiedad de los Abs de unirse con alta especificidad y afinidad a una molécula blanco permite
su utilizacion como herramientas esenciales en investigacion biomédica y clinica, las cuales han
probado ser invaluables para: 1. detectar y cuantificar niveles de expresion de genes; 2. determinar
la localizacion de la expresion de genes a nivel celular, subcelular y en los tejidos; 3. identificar
las interacciones moleculares con los productos de genes, por ejemplo, la inmuno-precipitacion;
4. identificacion de marcadores fenotipicos unicos de un tipo celular particular; ésta es la base de
la moderna clasificaciéon de linfocitos y fagocitos monucleares; 5. inmunodiagnostico: en el
diagnostico de muchas enfermedades infecciosas y sistémicas al permitir la deteccion de antigenos
y Abs especificos en la circulacion o tejidos usando Abs monoclonales en inmunoensayos, y como
marcadores especificos para el diagnostico por imagenes; 6. diagndstico y tratamiento de tumores
especificos: los Abs monoclonales se usan en la deteccion de tumores mediante técnicas
inmunoldgicas de diagnostico y para la inmunoterapia de tumores in vivo; 7. analisis funcionales
de moléculas de la superficie celular o de proteinas secretorias; 8. en la investigacion
inmunoldgica, los Abs monoclonales que se unen a las moléculas de la superficie celular que
puedan estimular o inhibir funciones celulares particulares, son una herramienta invaluable para
definir la funcién de moléculas, incluidos los receptores para antigenos; 9. en el estudio de los
procesos de interaccion hospedero-agente infeccioso, las aplicaciones de los Abs monoclonales
son practicamente ilimitadas no solo en los estudios funcionales sino, también, en la seleccion de
posibles blancos terapéuticos y de candidatos para vacunas o el desarrollo de Abs anti-anticuerpos
(antiidiotipos) como vacunas.( Briiggemann et al., 1989, Bona, 2019).

2.5.4. Epitopes

Un epitopo es la porcion especifica de un antigeno macromolecular al cual se une un Ab (Abbas,
2015). Las dimensiones de los epitopos pueden variar segiin una serie de factores complejos, pero
una guia general considera de 6 a 12 aminoécidos (en las proteinas), y este puede ser presentado
para que se generen Abs neutralizantes o no neutralizantes (Angeletti et al., 2017). Algunos
péptidos inmunogénicos, contienen epitopos dominantes que provocan respuestas mas fuertes
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(inmunodominantes), estos, son reconocidos por las poblaciones de células T y B afines mas
abundantes, otros péptidos inmunogénicos inducen respuestas mas débiles y se denominan
determinantes (subdominantes) los cuales son reconocidos por las poblaciones de células T y B
menos abundantes (Yewdell, 2006). Existen varios factores que influyen en el dominio o
subdominio de un péptido, incluyendo la afinidad de unién al complejo mayor de
histocompatibilidad, la estabilidad del complejo histocompatibilidad -péptido, el procesamiento y
la presentacion de antigenos, y el repertorio de receptores de células T y B. A pesar de estas reglas,
la jerarquia de epitopos ha resultado ser muy dindmica. El problema con PRRSV y en particular
con la proteina GPS5, es que posee epitopos capaces de inducir Abs neutralizantes y no
neutralizantes. Los Abs no neutralizantes incluso pueden llegar a ser perjudiciales para el
hospedero. Ademas, el conocimiento que se tiene de los epitopos inmunodominantes de GP5 es
escaso, de ahi la importancia de estudiar la inmunodominancia de estos epitopos. Actualmente las
vacunas existentes contra PRRSV han mostrado una capacidad limitada de proteccion.

2.5.5. Aplicaciones de tecnologia de las inmunoglobulinas (IgY) de gallina

Asi como los mamiferos transmiten a su descendencia Abs a través del calostro, la leche o la
placenta, las aves trasfieren los Abs a su progenie a través de la yema de los huevos. La IgA y la
IgM son transferidas desde las células plasmaticas del oviducto hacia la clara (Losch, et al., 1986;
Rose et al., 1974). La IgY se transfiere exclusivamente a la yema por un proceso activo mediado
por receptores (Morrison et al., 2001). De este modo la IgY es la inmunoglobulina predominante
en la yema mientras que la IgA y la IgM prevalecen en la clara del huevo. (Tizard, 1992). Es
importante mencionar que las IgY’s demoran aproximadamente unos 3 a 7 dias (lo mas comun es
5 dias) en aparecer en un huevo desde el momento en que es activamente transportada desde la
circulacion sanguinea al ovocito hasta que es puesto por la gallina (Woolley, 1995).

La cantidad de IgY transferida se relaciona directamente con su concentracion en el suero
sanguineo de las gallinas, aunque diferido en el tiempo, pues es la concentracion que habia en el
suero sanguineo unos 3 a 7 dias previos a la puesta del huevo. En la naturaleza la yema de los
huevos estd destinada a proporcionarle alimento y anticuerpos al pollito mediante la comunicacion
del saco vitelino con el intestino medio. Si bien la gallina ponedora produce huevos infértiles, cada
huevo tiene su concentracion de Abs especificos contra las enfermedades que ha tenido contacto
o que se ha inmunizado la gallina (Morrison et al., 2001).

2.5.6. Ventajas del empleo de la IgY

Desde el punto de vista econdomico, la tecnologia IgY presenta ventajas incomparables. El costo
de criar una gallina no es muy diferente al de un conejo, a pesar de que la produccion de Abs de
una gallina corresponde con la de un animal relativamente grande, como por ejemplo una oveja o
una cabra, una sola gallina produce unos 50 a 100 mg de IgY por huevo. En un afio de postura
produce una cantidad formidable de Abs (aproximadamente entre 17 y 35 g de IgY/ave/afio). Esta
inmensa produccion de Abs, obtenida con costos relativamente bajos, posibilita la aplicacion de
esta tecnologia en nuevos campos, tales como la inmunoterapia y la inmunoprofilaxis de
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infecciones virales y bacterianas, tanto en medicina humana como veterinaria. En cambio, los
conejos, que se usan rutinariamente, deben sacrificarse y solo producen en total unos 200 mg de
IgG. Otra de las ventajas es el bienestar animal pues, como se menciona anteriormente, la
recoleccion de huevos reemplaza al sangrado, el cual puede ser muy traumatico. La distancia
filogenética que existe entre las aves y los mamiferos ayuda a la eficiente reaccion inmune y es
otra de las ventajas para el uso de la IgY de las aves con respecto a la IgG de los mamiferos.
(Chacana et al., 2004, Schade et al., 2007).

2.5.7. IgY como método de diagnostico

Desde finales de los afios 60 del siglo pasado, se vienen informando numerosas aplicaciones de la
IgY, fundamentalmente en la terapéutica, la profilaxis y el inmunodiagnéstico (Alacron J et al.,
2000, Larsson A et al., 2003). Estas potencialidades de aplicacion de los anticuerpos IgY,
vislumbran un futuro promisorio para la produccion y utilizacion de los anticuerpos IgY, resulta
interesante y estratégico para la industria biofarmacéutica el empleo de estos anticuerpos en
sistemas de diagnostico rapido de enfermedades, por la disminucién de reacciones inespecificas
(Carmichael L, 2009). Tal es el caso de Jannet Gonzélez-Figueredo cuyo trabajo tuvo como
objetivo obtener anticuerpos policlonales IgY a partir de yema de huevo de gallina y evaluarlos
mediante un sistema de latex-aglutinacion, para su posible uso como terapia y principalmente en
el diagnostico. En dicho trabajo se obtuvo un titulo de IgY anti-PVC de 1:1,024, permitiendo asi
obtener un método de diagnostico rapido donde las IgY anti-PVC aglutinaron con los reactivos
preparados con 230 y 460 ug/mL de antigeno (Gonzalez-Figueredo J et al., 2015).

2.5.8. Abs disponibles para PRRSV

En la actualidad se encuentran disponibles Abs anti-PRRSV, sin embargo, estos tienen un costo
elevado y su produccion no es sencilla, lo que mas sorprende es que no se encuentran Abs aviares
producidos en gallinas, al obtenerlos esto brinda varias ventajas como la reduccion de la
intervencién animal, obteniendo ademas una gran cantidad de anticuerpos. Por otra parte, las aves
presentan mayor distancia filogenética entre sus antigenos y los de mamiferos, ofreciendo altos
porcentajes de anticuerpos especificos (Pinto J et al., 2005).

Tabla 1. Abs anti-PRRSV disponibles para diagnostico e investigacion (Enjuares, 2001; Thermo
Fisher, 2017).

Modelo biolégico utilizado Fluoroéforo o etiqueta Tipo Aplicacién.
Hamster armenio Inconjugado Monoclonal Diagnostico.
Congjo ATM KLH Policlonal Diagnostico e
investigacion.
Cerdo IFT Monoclonal Diagnostico
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2.5.9. Tecnologia de ADN recombinante

Los fagos o bacteriofagos son virus que infectan bacterias, introduciendo su material genético en
el genoma bacteriano. Emplean las funciones vitales de la bacteria para la produccién de mas
unidades virales (Gutierrez, 2016). Consisten fundamentalmente de material genético y proteinas.
Su genoma puede componerse de ADN o ARN, el cual puede ser de cadena doble o sencilla
(Segundo-Arizemndi, et al., 2015). Un ejemplo claro de esta tecnologia es el uso del fago M13 es
un tipo de bacteriofago ampliamente empleado para la produccion de Abs monoclonales. Este
infecta las bacterias de Escherichia coli, insertando su genoma y empleando las funciones de la
bacteria para reproducirse y producir mas copias del virus. Mediante técnicas de Ingenieria
Genética, es posible manipular su material genético e insertar una secuencia externa de ADN.
Estos fagos recombinantes consiguen expresar en su superficie o en su cubierta la proteina
codificada por el ADN insertado. Cuando uno de estos portadores de ADN codificante para un Ab
e infecta una bacteria, se producen nuevos fagos que expresan en su superficie los Abs de interés
unidos a sus proteinas. Por tanto, son capaces de unirse al antigeno, para posteriormente ser
seleccionados y empleados nuevamente para infectar bacterias, produciendo (amplificando)
nuevos virus seleccionados portadores de Abs (Smith 2005, Aranda & Sabalette, 2019).

3. Justificacion

En México se tiene una diversidad de serotipos del virus PRRS que afectan a las granjas en
diferentes estados de la Republica Mexicana; resultando una tarea dificil la prevencion por la
amplia diversidad genética viral, debido a esto se presentan limitaciones para el desarrollo de una
vacuna, terapias efectivas y un método de diagndstico. Por lo que la produccion de Abs anti-
PRRSYV resultaria de importancia clinica, ya que pueden ser utilizados como método de diagnostico para
identificacion del virus PRRS y asi permitir futuros avances en este campo, en el cual actualmente se
desconoce cudles serotipos de PRRSV afectan al territorio de México. Para posteriormente permitir el
aislamiento y el cultivo viral, de los serotipos y poder lograr la elaboracion de vacunas propias
para los serotipos nacionales

4. Hipotesis

Péptidos sintéticos virales son efectivos para la inmunizaciéon humoral de gallinas.

5. Objetivo general
Producir anticuerpos-anti GP5 monoclonales y policlonales en gallina contra el virus PRRS.
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5.1.Objetivos especificos

1.-Inmunizar gallinas con antigenos GPS5 sintéticos (GP51, GP52 Y GP53).
2.- Identificar IgY’s anti-GP5 del virus PRRS.

3.- Elaborar bibliotecas de cDNA de los anticuerpos anti-PRRSV del vaso de gallinas inmunes.

6. Materiales y métodos

6.1. Material bioldgico

Péptidos

Las subunidades de GP51 [1 mg/ml], GP52 [1 mg/ml] y GP53 [1 mg/ml] fueron obtenidas por
sintesis quimica en la empresa GenScript (Piscataway, New Jersey, USA). Se disefiaron a partir
de un analisis in silico utilizando los protocolos B Cell Epitope Prediction Tools y T Cell Epitope
Prediction Tools de la Immune Epitope Data Base IEDB.

EL péptido GP51 cuenta con un peso molecular de 3.36 KDa y un tamano de 30 aa, el péptido
GP52 tiene un tamaio de 30 aa y un peso molecular de 3.64 KDa y por tultimo el péptido GP53
tiene un tamafo de 20 aa y un peso molecular de 2.49 KDa (Pérez Duran, F. 2020).

Tabla 2. secuencia y caracteristicas de los péptidos sintéticos de la proteina GP5 del
PRRSV.

Péptido Secuencia de aminoacidos
Longitud P.M.

GP51 ASNDSSSHLQLIYNLTLCELNGTDWLANKF 30 aa 3,36 kDa
GP52 RLYRWRSPVIGHLIDLKRVVRVSAEQWGRP 30 aa 3,64 kDa
GP53 NGTDWLANKFRLYRWRSPVI 20 aa 2,493 kDa
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BSA

Albimina de Suero Bovino la cual fue utilizada en el acoplamiento de los péptidos ya que es una
proteina transportadora soluble que posee 59 lisinas, de las cuales 30 a 35 estan disponibles para
acople. El acople del péptido sintético a la albumina se realiz6 con glutaraldehido, reactivo de
acople bifuncional que une dos compuestos a través de sus grupos amino. Siguiendo la
metodologia de Ausabel (1992).

Imject® Freund’s Adjuvants

Los adyuvantes son estimuladores no especificos usados para aumentar la respuesta inmune al
estar conjugados con un antigeno, estos son mezclados e inyectados con el antigeno para prevenir
su catabolismo y ayudar a incrementar la respuesta inmune.

Los adyuvantes de Freund (Thermo Scientific) producen una fuerte, larga y estable respuesta
inmunogénica, la version completa del adyuvante contiene células muertas de Mycobacterium
butyricum para potenciar la respuesta inmune, mientras que la version incompleta no contiene
dichas células. El adyuvante completo (Thermo Scientific Imject Freund s Complete Adjuvant) se
uso solo en la inyeccion inicial y el incompleto (Thermo Scientific Imject Freund's Incomplete
Adjuvant) en la reinmunizacion.

Vacuna PRRS

Vacuna de virus inactivado PRRSV (serotipo americano). Ingelvac PRRS MLV nimero de
registro: B-6407-152. Contiene virus vivo modificado cepa ATCC-VR-2332, del Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) 10**DICT 50%, propagado en cultivos celulares, es
elaborada por Boehringer Ingelheim Animal Health USA Inc. St. Joseph, Mo. U.S.A. (Boehringer
Ingelheim, 2021).

Gallinas

White Leghorn de postura, se mantuvieron a temperatura ambiente, alimentacion ponedora y agua.
Todos los procedimientos siguieron el programa de Cuidado y Uso de Animales (NIH, USA) y la
Norma Oficial Mexicana 062-Z001999. Todos los procedimientos de inyeccion sin anestesia. Se
utilizaron animales de 6-8 meses de edad, se separaron de manera aleatoria a los cuales se les
inyectaron los péptidos acoplados a la proteina BSA.

Huevos de Gallina pre inmunes e inmunes
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Huevos de gallina
Se realiz6 la recoleccion de 3 huevos de cada gallina antes de la inmunizacion, y posteriormente

se recolecto un huevo de cada gallina tras cada inmunizacion.

Anticuerpos
Goat anti-chiken IgY F(ab)2 — HRP es un anticuerpo secundario creado en cabra, el cual reacciona

contra la IgY de gallina y est4 acoplado a peroxidasa de rabano picante (HRP) fue obtenido en

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC

Muestras de suero positivas a virus PRRS silvestre de Michoacan
Proporcionado por el CMEB.

7. METODOLOGIA
7.1. Diagrama de Flujo de la estrategia metodologica
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Be inmunizacion. suero de Gallinas

Comparacion de Cuantificacién de proteina
produccionde Absen | Valoraciénde Ig¥engel | en huevo y suero de
suero y en yema de huevo |~ de acrilamida = gallina por técnica de
de gallina Bradford

Identificacién de candidato Identificacion de candidatos Identificacién de candidato mediante
di imi di r imi a r a el virus sil een
a si mismo para produccién —s| el virus vacunal para [ —» muestras biolégicas de cerdo, para
de bibliotecas de cDNA produccién de bibliotecas de produccién de bibliotecas de cDNA
mediante ELISA cDNA mediante ELISA mediante ELISA
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pesada del scFV L SCFV. T mediante RT-PCR - bazo de la gallinas

Figura 8. Diagrama de Flujo de la estrategia metodologica.

7.2. Analisis Bioinformatico de péptidos

Se realizd un andlisis in silico de la secuencia de la proteina GP5 de PRRSV tipo II ID:
ACB56974.1, de la cual se obtuvieron secuencias reportadas como altamente inmunogénicas en la
Immuno Epitope Data Base (IEDB) tabla 3. A partir de estas secuencias obtenidas se disefiaron
los péptidos del presente trabajo.
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Tabla 3. Secuencias antigénicas obtenidas del anélisis in silico en Immuno Epitope Data Base.

Epitopo de reconocimiento Secuencia de aminoacidos
Linfocito B LIYNLTLC

NDSSSHLQ

NDSSSHLQLIYNLTLCELNGTDW
Linfocito T KGRLYRWRSPVII

RLYRWRSPVI

7.3. Preparacion de antigenos e inmunizacion animal
Los péptidos de GP5 inmunogénicos (GP51; GP52 y GP53) son reconstituidos en solucion de PBS

a una concentracion final de 1 pg/[11. La vacuna Indelvac PRRS MLV se reconstituyo en 25 ml de

diluyente estéril nimero de registro: B-6407-152.

7.4. Union covalente de péptidos mediante glutaraldehido
Se realiz6 la activacion de BSA de la siguiente manera: se llevo acabo con 1mg de BSA en 200

(11 de H»0, se adiciono 0.15% de glutaraldehido y se incubo en agitacion a temperatura ambiente
por 30 minutos para finalmente adicionar 300 [J1 de agua. Para la conjugacion del péptido a la
BSA activada, se tomaron 100 [J1 de la solucion anterior (aprox. 1 mg de BSA) en un tubo y
adicionaron 20 pg de péptido, se aford a 200 [11 con PBS e incubo en agitacién por 2 horas a
temperatura ambiente (La cantidad de péptido que debe adicionar es por la relacion que obtuvimos
del nimero de Lisinas que tiene la BSA, la relacion es 1 Mol de péptido por 50 Moles de lisinas).
Para inactivar el glutaraldehido se adiciond acido ascorbico a una concentracion final de 5 mM
(debe notarse un cambio de color, de amarillo a transparente) se dejo dializar toda la noche en PBS

(Ausabel, 1992).

7.5. Inmunizacion
La inmunizacion en gallinas de 6 meses de edad, se realizé via intramuscular, las gallinas fueron

sujetadas para realizar la puncion en la pechuga con agujas de 0.80 mm de didmetro estériles con
200 pg (Ag-BSA) y 200 pl adyuvante de Freund, con un angulo de inclinacion de 45 grados. Previo

a la primera inmunizacion se recolecto 1 huevo de gallina para obtener IgYs preinmunes.

31




Posteriormente se realizd el seguimiento de las gallinas respetando el esquema de inmunizacion,

con recoleccion de huevos o sangre, cada 15 dias durante un total de 45 dias.

7.5.1. Esquema de inmunizaciones
Dia 0. Se obtuvo huevo preinmune (control) y se realiz6 la primera inmunizacién con adyuvante

completo de Freund en un volumen igual al de cada péptido acoplado al acarreador.

Dia 15. Se obtuvo huevo pre-inmunizacion y se sustituyo el adyuvante completo de Freund con
adyuvante incompleto de Freund en la segunda inmunizacion con los péptidos acoplados al
acarreador. Dia 30. Se obtuvo huevo de la 2da. Inmunizaciéon y se inmunizd nuevamente con

adyuvante incompleto de Freund y los péptidos acoplados al acarreador.

Tabla 4. Esquema de inmunizacioén (Barbas et al. 2001).

Inmunizacion Dia Fecha Antigeno Adyuvante

Etapa 1 0 22-07-2020 200ug de 200 ug de Adyuvante
Antigeno-BSA. completo de Freud.

Etapa 2 15 07-07-2020 200ug de 200 ug de Adyuvante
Antigeno-BSA. incompleto de Freud.

Etapa 3 30 22-07-2020 200ug de 200 ug de Adyuvante
Antigeno-BSA. incompleto de Freud.

7.6. Aislamiento de IgYs de gallina

Se recolecto 5 ml de yema de huevo, se agregaron cinco volimenes de solucion de delipidacion
(0,06% de karragenan; 0,182% pectina y CaCl> 10 [JM) y se mezcld por 2 h a 4°C. La muestra se
centrifuga durante 20 min a 5,000 g y recupera el sobrenadante en tubo nuevo. Se ajustd con

(NH4)2SO4al 30%, incubado por 1 hora a 4°C. se paso a centrifugar durante 20 min a 5,000 gy la
gy
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pastilla se re suspendi6 en 1 ml de solucion PBS. Ajustar nuevamente al 20% de (NH4)2SO4 y se
incubado por 1 hora a 4 °C y se pas6 a centrifugo durante 20 min a 5,000 g. Finalmente, la pastilla

se re suspende en 1-3 ml PBS y se almacena a 4°C hasta su uso.

7.7. Cuantificacion de Proteina Total
Para la cuantificacion proteinica se utilizdo el método Bradford, utilizando como estandar de

referencia la Albimina de Suero Bovino (BSA). Se prepararon distintas concentraciones: 0.5; 1;
2;3 y 10 pg en 100 pl de agua. Reactivo de Bradford (Azul de Coomassie G-250 5 mg, Etanol 2.5
ml, Acido Fosforico 5 ml/50 ml de H20).

El andlisis se llevo a cabo en una placa de 96 pozos, en cada pozo de colocaron 1 pl de muestra
problema (concentrado obtenido de la yema de huevo de gallina) y 99 pl de H>0, mas 100 ul del
reactivo de Bradford por triplicado, se incub6 por 5 min y se realizé la lectura a 590 nm en el
microlector de placas de ELISA (BIO-RAD iMARK microplate Reader), Posteriormente se realizo

el analisis y el calculo que nos dio como resultado 2.48 ul de proteina.

BSA

1.5+

1.0+

415 nm

0.5+ 10

ABSORBANCIA

0.0

Figura 9. Grafica de Curva patron de BSA para la cuantificacion de proteina IgY total utilizando el método Bradford.
Muestra de yema de huevo: circulo rojo; Muestras de BSA en gradiente creciente; 1 pg, 2 ug, 3 ug, 5 pg, 8 pg: circulo
negro. R2=0.98.
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7.8. Determinacion de IgY’s totales por ELISA
En placa de 96 pozos se colocaron 50 pl de las IgY's en 100 pl de buffer de carbonatos [0.1 M pH

9.6] por triplicado, se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, fue bloqueada la placa con
5% de leche descremada (Bio-Rad) durante 1 horaa T.A. Se lavaron los pozos 5 veces con 100 pl
de PBS-Tween 0.5% (PBST), para adicionar el anticuerpo goat anti-chiken IgY-HRP (Santa Cruz
BIOTECH), diluido 1/2,000 en PBST durante 2 h a T.A. Transcurrido el tiempo se lavo
nuevamente los pozos con 100 ul PBST y se adiciono 50 pul en cada pozo de ABTS [2,2- Azino-
bis (3-ethylbenzothiazoline-6sulfonic acid)]. Se incub6é por 5 minutos a T.A. y se detuvo la
reaccion con 20 pl de acido sulfurico 2 N, para leer a una densidad oOptica se lee a 415 nm en el

lector de placas iMark ™® Microplote Reader (Bio-Rad). Tabla 3.

7.9. ELISA indirecta para la identificacion de IgYs anti-GPS5 h y seleccion de

candidatos para produccion de biblioteca de cDNA
Se pegaron la Ag GP51, GP52, GP53 y PRRSV vacunal (PRRSVv), a una concentracion de 150

ng/pozo en placa de 96 pozos utilizando 90 pl de buffer de carbonatos e incubaron a 4°C toda la
noche. Al dia siguiente se lavo la placa 5 veces con PBST, posteriormente se paso a bloquear la
placa con 3% de leche descremada (Bio-Rad) en PBST durante 2 h a T.A. Para nuevamente lavar
5 veces los pozos con PBST, adicionar la dilucion 1:2,000 de la IgY obtenidas a los 15 y 30 dias
pos inmunizacion e incubar por 2 h a T.A. al trascurrir este tiempo se lavo 5 veces los pozos con
PBST, para adicionar el anticuerpo goat anti-chicken IgY-HRP (1:2,000) e incubar a T.A. por 1 h.
La placa se lavo por ultima vez 5 veces con PBST y se adicionan 50 pl de la solucion sustrato
ABTS (Sigma Aldrich) y leer a una densidad 6ptica de 415 nm usando microplater reader (Bio-
Rad). Los resultados obtenidos se pueden observaren los siguientes graficados para observar la

afinidad de las IgY’s anti-GPS.

7.10. ELISA indirecta para la identificacion de PRRSVYV con IgYs obtenidas
Se pegaron la Ag PRRSV vacunal (PRRSVV), 10 ul en placa de 96 pozos utilizando 90 pul de

buffer de carbonatos e incubaron a 4°C toda la noche. Al dia siguiente se lavo la placa 5 veces con
PBST, posteriormente se paso a bloquear la placa con 3% de leche descremada (Bio-Rad) en PBST

durante 2 h a T.A. Para nuevamente lavar 5 veces los pozos con PBST, adicionar la dilucion

1:1,000 de la IgY’s obtenidas, anti-GP51, anti-GP53 y anti-PRRSVV e incubar por 2 ha T.A. al
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trascurrir este tiempo se lavo 5 veces los pozos con PBST, para adicionar el anticuerpo goat anti-
chicken IgY-HRP (1:2,000) e incubar a T.A. por 1 h. La placa se lavo por ultima vez 5 veces con
PBST y se adicionan 50 pl de la solucion sustrato ABTS (Sigma Aldrich) y leer a una densidad

optica de 415 nm usando microplater reader (Bio-Rad).

7.11. ELISA indirecta para la identificacion de PRRS silvestre

Se pegaron a la placa de 96 pozos 5 ul 3 de muestras de suero total de cerdo positivas a PRRSV
(analizadas por dos laboratorios externos), muestra 2, 8 y 10, de cada uno respectivamente en un
pozo por triplicado con 90 pl de buffer de carbonatos e incubaron a 4°C toda la noche. Al dia
siguiente se lavo la placa 5 veces con PBST, posteriormente se pas6 a bloquear la placa con 3%
de leche descremada (Bio-Rad) en PBST durante 2 h a T.A. Para nuevamente lavar 5 veces los
pozos con PBST, adicionar la dilucion 1:500 de las IgY’s anti-GP51, anti-GP52, anti-PRRSVv e
IgY’s pre-inmunizacion (Control), después incubar por 2 h a T.A. al trascurrir este tiempo se lavo
5 veces los pozos con PBST, para adicionar el anticuerpo goat anti-chicken IgY-HRP (1:2,000) e
incubar a T.A. por 1 h. La placa se lavo por tltima vez 5 veces con PBST y se adicionan 50 ul de
la solucion sustrato ABTS (Sigma Aldrich) y leer a una densidad optica de 415 nm usando
microplater reader (Bio-Rad). Los resultados obtenidos se pueden observaren en la grafica, donde

se logra observar la afinidad de las IgY's con respecto a las muestras de suero de cerdos enfermos.

7.12. Ligacion de Vector

Se recorto6 el fragmento del gel y se realizo la técnica de gene clean para limpiar el vector, y realizar
la ligacion con ligasa a temperatura ambiente por 2 horas para posteriormente utilizarlo para la

trasformacion bacteriana.

7.13. Obtencion de DNA genomico (Gene Clean)

Una vez que se recortaron las bandas seleccionadas del gel de agarosa se adicion6300 pl de Nal
(6M) para cada banda, se agitdé en vortex y se incubd 5 minutos a 55°C para posteriormente
centrifugarlo a 5,000 rpm por 15 segundos, se recupero el sobrenadante y se le adiciond 40 pl de
microsilica (gene clean), se mezcld y se incubo15 minutos en hielo mezclando cada minuto por
inversion, para posteriormente centrifugar a 12,000 rpm por 30 segundos, se decanto el

sobrenadante para re suspender el precipitado obtenido en 300 pl de solucion de lavado New wash
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(50 ml de etanol, 50 ml de agua conteniendo: 20 mM de Tris, Ph 7.4; 1 mM de EDTA; 0.1 M de
NaCl), para centrifugar a 12,000 rpm por 30 segundos, para resuspender el precipitado en 20 pl de
agua e incubar por 5 minutos a 55°C, para después centrifugar a 12,000 rpm por un minuto y
recuperar el sobrenadante el cual contiene el DNA, nuevamente se re suspendio el precipitado en
20 pl de agua se encubd por 5 min a 55°C y se recuperd el sobrenadante para juntarlo con el

recuperado anteriormente una vez obtenido el DNA de interés se procedio a realizar la ligacion.

8. RESULTADOS y DISCUSION

8.1. Concentracion Abs obtenidos en yema y suero
Se recolectaron huevos y sangre total preinmune de las gallinas, se separ6 el suero de la sangre

total y se purifico IgY de la yema de huevo utilizando solucién de delipidacion, para
posteriormente determinar la concentracion de IgY en ambas muestras utilizando el método de
Bradford e intrapolando las absorbancias obtenidas en la curva de BSA para calcular las
concentraciones de proteina total en ambas muestras. Se pueden observar en la siguiente tabla que

la concentracion de Abs (IgY) en el aislamiento de yema es mayor a la obtenida en suero.

Tabla S. Concentracion de IgY a partir de yema de huevo y suero determinada por

espectrofotometria en el lector de placas iMark TMt6 Microplote Reader (Bio-Rad).

Comparativa de obtencion de Abs en gallina

IgY suero IgY yema

ng/pl 1.62 0.79 2.48 1.33

Los Abs obtenidos por precipitacion con sulfato de amonio al 50% y 30% de saturacion, no
proporcionan Abs completamente puros, sin embargo, la cantidad obtenida es de 49.6 mg/ml
(realizando la conversion) es inferior a la obtenida por el Kit comercial IgY Purification, el cual
resulta ser un método relativamente costoso pero eficiente y ventajoso al reducir el tiempo de

extraccion, ya que utilizando este producto se puede llegar a obtener de 80-120 mg/ml como lo
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indica en la informacion disponible en su péagina (Thermo Fisher Scientific Inc. 2022). Sin
embargo, comparando el rendimiento obtenido es superior a los publicados en estudios similares
como lo es el de J. Pinto que logro obtener anticuerpos policlonales IgY anti-parvovirus canino a
partir de yema de huevo de gallina utilizando método delipidacion, logré en sus resultados alcanzar
un rendimiento de 21.7 mg/ml, determinada por el método de Bradford (Pinto, 2005). Esto también
nos permite comprobar lo publicado en el articulo de Tressler, ya que afirma que se pueden obtener
mas de 100 mg de IgY purificada de un solo huevo (Tressler y Roth, 1987). Lo cual nos indica
que los Abs IgY tienen como ventaja sobre los Abs IgM una produccidon mayor, de alto
rendimiento, facil de conservar, un método econémico y se evita el sangrado constante de los

animales.

8.2. Identificacion de integridad de IgY's

Para determinar la integridad de la proteina extraida del huevo y analizar si en su mayoria es IgY,
se empleod una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5% segtn la metodologia
descrita por Laemmli (1970). Se colocaron 5, 3 y lul (cantidades segun el Bradford) del
concentrado obtenido de proteina total de yema respectivamente en cada pozo, con buffer de carga
1X reductor, y como control se us6 BSA. La electroforesis fue hecha en una camara Hoefer a 100
V, por una hora a 22°C; finalmente, las proteinas fueron reveladas por tincion del gel con Coomasie

blue R-250 de SIGMA®.
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Figura 10. Fotografia de Electroforesis IgY en gel de acrilamida 12.5%. 1: Marcador de peso molecular; 2: Cadena
ligera 25 kDa y pesada 77 kDa en 5 pl de concentrado obtenido por método de delipidacion; 3: Cadena ligera 25 kDa
y pesada 77 kDa en 3ul de concentrado obtenido por método de delipidacion; 4: Cadena ligera 25 kDa y pesada 77
kDa en 1 pul de concentrado obtenido por método delipidacion; 5: 2 pl BSA.

Se observan dos bandas caracteristicas a una altura aproximada de 77 y 25 kDa que
corresponderian con las cadenas pesada y ligera de la IgY, como también se indica en la literatura
(Gregory et al., 1995), obteniendo asi un precipitado limpio del resto de las proteinas solubles casi

en su totalidad.

8.3. Determinacion de titulo de IgYs totales en yema y suero
Una vez obtenidos los Abs por separado en suero y yema, para cada gallina inmunizada, se pegd

a la placa de 96 pozos por triplicado, diluciones 1:1,000 y 1:2,000 de cada muestra, se realizaron
los lavados correspondientes y se agreg6 goat anti-chicken IgY-HRP (1:2,000), se incubo a T.A.
por 1 h. La placa se lavo 5 veces con PBST y se adicionan 50 ul de la solucion sustrato ABTS
(Sigma Aldrich) y leer a una densidad dptica de 415 nm usando microplater reader (Bio-Rad), para

determinar por ELISA el titulo al que se obtienen los Abs.
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Tabla 6. X de las absorbancias obtenidas por espectrofotometria. Control negativo (IgG)

Absorbancias obtenidas de IgYs totales en yema y suero

Muestra X Absorbancias obtenidas
Control negativo 0.057
IgY de suero dilucion 1:1,000 0.372
IgY de yema dilucion 1:1,000 0.921
IgY de suero dilucion 1:2,000 0.231
IgY de yema dilucion 1:2,000 0.523

El método de delipidacion aplicado a la yema de huevo en este trabajo resultd eficiente y no
produjo dafio alguno sobre la proteina de interés ya que logra ser reconocida por el Abs secundario,
teniendo asi la ventaja de no requerir ambientes exigentes, proporcionando un método que puede
ser ocasionalmente utilizado en casos de no requerirse una alta pureza de la proteina sustituyendo
asi el Kit comercial EGGstract IgY, También se puede observar que el titulo obtenido de los Abs
1:2,000 utilizando este método, logra ser mayor que los publicados en la literatura como es el caso
de Pinto que mediante su método logrd obtener un titulo de IgY anti-CPV de 1:1,024, medido
por el método de inhibicién de la hemoaglutinacion (IH) y cabe resaltar que esta concentracion le
permiti6 llegar a resultados satisfactorios en su trabajo (Pinto, 2005.)

8.4. Produccion de anticuerpos
Produccion de IgY anti-GP51, anti-GP52, Anti-GP53 y anti-PRRSVv, si bien el objetivo del

presente trabajo es la produccion de Abs de los epitopes encontrados en GP5, se decidio producir
IgY anti-PRRSVv esperando la produccion de Abs policlonal; Para cada antigeno se inoculo una
gallina (raza Leghorn), sanas y libres de Abs de reconocimiento a GP5. Por cada evento de
inmunizacioén se inoculd un volumen final de 400 pl (200 pg) de inmundgeno con adyuvantede
Freund, se di6 seguimiento a la produccion de Abs mediante recoleccion de huevo para su posterior
aislamiento de IgY. Una vez obtenidos los Abs por separado para cada gallina inmunizada, se pegd
a la placa de 96 pozos el péptido utilizado en la inmunizacion respectivamente para evaluar si los
Abs lograban el reconocimiento al péptido o virus respectivamente y asi poder determinar el titulo
serologico maximo de reconocimiento para IgY anti-GP51, anti-GP52, anti-GP53 y anti-PRRSVv
esto se determind por ELISA (por triplicado).
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Tabla 7. Evaluacion de obtencion de titulo de IgY de gallina en el dia 0, 15 y 30. Pre- inmune
(Control negativo).

Evaluacion de reconocimiento al antigeno utilizado en inmunizacion

Titulo maximo de Abs para reconocimiento de antigeno inmunizador

Abs GP51 GP52 GP53 PRRSVv
Pre-inmune 0 0 0 0

Dia 0 0 0 0 0

Dia 15 1:500 1:500 1:200 1:500
Dia 30 1:2000 1:1000 1:200 1:2000
Dia 45 1:1000 1:500 0 1:2000

Se observa en los resultados de la produccion de Abs que los péptidos GP51 y GP52, mostraron
un aumento significativo de los Abs totales a los 15 dias pos-inmunizacion, después a los 30 dias
se presentd un aumento en los titulos de IgY, esto coincide con los resultados obtenidos en otros
trabajos (Chacana, 2004). Particularmente se observa mejor reconocimiento por parte de anti-
GP51, anti-GP52 y anti-PRRSVv, dando altos titulos de anticuerpos en yema de huevo (1:2,000),
que logran el reconociendo al antigeno utilizado en la inmunizacion respectivamente, lo cual no
sucede en el caso de los anti-GP53, Ademas los resultados nos indican que los péptidos GP51 y
GP52 son inmunogénicos e inducen la produccion de Abs especificos en gallina partir del dia 30
post-inmunizacion, esto concuerda con estudios previos en el Centro Multidisciplinario de
Estudios en Biotecnologia donde se evalu6 la induccion de Abs contra estos epitopos en ratones, y
se logro observar una respuesta especifica de Abs al péptido GP51 (GP5-B) Y GP52 (GP5-T), a

partir del dia 30 y 45 post inmunizacion en ratones (Pérez Durdn, F. 2020; datos no publicados).

8.5. Evaluacion de Abs monoclonales y policlonal para reconocimiento a
PRRSVv

Para determinar la capacidad de reconocimiento al virus vacunal por parte de los Abs anti-G51,
anti-GP52 y anti-PRRSVv se utiliz6 el método de ELISA donde se probaron varios titulos de Abs

y se reporto el titulo mayor con el cual se lograba reconocer al virus vacunal.

40




Tabla 8. Evaluacion de reconocimiento por parte de IgY de gallina a el virus vacunal. Control
negativo (Pre-inmune).

Evaluacion de reconocimiento al virus vacunal.

Abs Titulo Abs maximo de reconocimiento.
tAbs GP51 1:1000

Abs GP52 1:500

Abs GP53 0

Abs PRSVv 1:1000

Control (IgY pre-inmunizacion) 0

Los resultados obtenidos muestran que anti-GP51, anti-GP52 y anti-PRRSVv logran un mayor
reconocimiento que anti-GP53, también se observa que anti-GP51 y anti-PRRSVv logran un
mayor reconocimiento que anti-GP52, por parte de anti-PRRSVv esto no sorprende debido a que
este posee la proteina GP51 en su capcide, sin embargo, lo que sorprende es que anti-GP51 logra
igualar el resultado lo cual resulta interesante que a pesar de que solo estan sintetizados de una
fraccion de la proteina GPS5, logre el reconocimiento de la proteina GP5 y del virus completo,
siendo asi GP51 un péptido mas inmunogénico. Los resultados muestran que de manera especifica
podemos predecir a través de bioinformatica ciertas secuencias de aminoacidos que nos permitan

inducir una respuesta mediada por c€lulas o por anticuerpos.

8.6. Reconocimiento del virus silvestre (nacional) por Abs monoclonales y
policlonales IgY

Para determinar la capacidad de reconocimiento al virus silvestre se utilizaron 3 muestras
proporcionadas por Dra. Rosa Elvira Nufiez Anita, recolectadas de una granja cercana al Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, las cuales fueron analizadas por el mismo equipo
de trabajo y dos laboratorios externos, que dictaminaron que las muestras son positivas a PRRSV.

Para el andlisis se utilizaron estas muestras en dilucién 1:500 y los Abs anti-G51, anti-GP52, Anti-
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GP53 y anti-PRRSVv en titulo 1:500, se evaludé por método de ELISA donde se obtuvieron los
siguientes resultados.
Tabla 9. Evaluacion de reconocimiento a muestras de suero de cerdos enfermos por parte de Pre- inmune

(Control negativo). (+):se logro detectar al virus silvestre nacional; (-): no se logro detectar al virus silvestre
nacional.

Evaluacion de reconocimiento al virus silvestre.

Suero de animal enfermo Muestra 2 Muestra 8 Muestra
10

Abs GP51 + + +

Abs GP52 + + +

Abs Gp53 - - -

Abs PRRSVv + + +

Control (IgY pre-inmunizacion)

Se observa que los Abs anti-G51, anti-GP52 y anti-PRRSVv logran el reconocimiento del virus
silvestre, lo cual indica que estos podrian ayudar en el diagndstico del mismo, Se requieren
experimentos adicionales para comprobar especificidad, afinidad y capacidad neutralizante de los
anticuerpos a través de ensayos de microneutralizacion. Los resultados obtenidos aportan
conocimiento nuevo que puede favorecer el desarrollo y optimizacién de modelos vactnales, asi
como el estudio de proyectos biologicos dirigidos selectivamente contra un epitope en un agente
viral. De tal manera que se pueda avanzar en la formulacidon de vacunas mejoradas y
especializadas, asi logrando superar a las vacunas clasicas que funcionan con modelos de virus o
bacterias completos. Cabe destacar que en algunas vacunas de virus atenuados se ha reportado que
los virus se pueden remontar al patdogenos en estado silvestre. En el caso de las particulas como
las proteinas de PRRSV, no son capaces por si solas de inducir cierta inmunosupresion sobre el
animal segln lo reportado por Prieto y colaboradores en 2011. Como se menciond anteriormente
con estos ultimos resultados de los Abs obtenidos se refuerza que podemos predecir a través de
bioinformatica ciertas secuencias de aminoacidos que nos permitan inducir una respuesta mediada

por células o por anticuerpos. Estos resultados nos proporcionan informaciéon valiosa sobre la
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relacion entre la inmunodominancia de péptidos de GP5 y la respuesta inmune antiviral para guiar

el desarrollo de vacunas o terapias contra el PRRSV.

8.7. Produccion de bibliotecas de cDNA

Al analizar los resultados se confirmé que los mejores candidatos para la produccion de bibliotecas
de cDNA, son anti-GP51, anti-GP52 y anti-PRRSVv. Para la construccion de los fragmentos
variables de cadena sencilla (scFv), se parti6 del aislamiento del ARN total del bazo de una gallina,

una vez obtenido se analiz6 la integridad del mismo en gel de agarosa al 0.8%.

28S

18S

5.8S

Figura 11. Fotografia de electroforesis de RNA de gallina en gel de acrilamida 0.8 %. Carril 1: RNA obtenido de
gallina inmunizacda con GP51; 2: RNA obtenido de gallina inmunizacda con GP52; 3 RNA obtenido de gallina
inmunizacda con PRRSVv.

Seleccionamos el bazo como nuestro material de partida para la extraccion, asi mismo se realizo
en otros trabajos como es el caso de Saggy donde realiz6 la misma técnica obteniendo un buen
resultado en su extraccion (Saggy et al. 2012), procediendo al andlisis de la integridad, en el cual
se lograron observar las 3 bandas esperadas, una vez comprobada la integridad del RNA, se
procedio a sintetizar el cDNA de cadena sencilla para generar una biblioteca con fragmentos de

ADN codificantes de scFv en el vector fagémido pComb3X.
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8.8. Amplificacion de cadena ligera scFV por PCR

A partir del cDNA se amplificaron los genes de las cadenas ligeras por PCR (Invitrogen). Las
concentraciones Optimas de reactivos para la reaccion de PCR fueron las siguientes: Buffer 1X;
MgCl> 1.5 mM; dNTPs 0.2 mM; Taq polimerasa Puf (Invitrogen); oligonucledtidos 1 ul de cada
uno; templado 0.5 pl cADN, completando con agua bidestilada para un volumen final de 50 pl,

el programa fue el siguiente:

Tabla 10. Programa para PCR cadena ligera en termocicldor.

Temperatura Tiempo

94°C 1 minuto

94°C 30 segundos

56°C 30 segundos 45 ciclos
72°C 50 segundos

720C 10 minutos

6°C ©

Tabla 11. Secuencia del par de oligos primer utilizados en la amplificacion de la cadena ligera
scFV para la produccion de las bibliotecas de cDNA.

Oligo Secuencia
CSCVK GTGGCCCAGGCGGCCCTGACTCCGTCCTCGGTGTC
CKlJo-B GGAAGATCTAGAGGACTGACCTAGGACGGTCAGG

8.9. Amplificacion de cadena pesada scFV por PCR
A partir del cDNA se amplificaron los genes de las cadenas pesadas por PCR (Invitrogen). Las

concentraciones Optimas de reactivos para la reaccion de PCR fueron las siguientes: Buffer 1X;
MgCl: 2.0 mM; dNTPs 0.2 mM; Taq polimerasa Puf (Invitrogen); oligonucledtidos 1 ul de cada
uno; templado 0.5 pl cADN, completando con agua bidestilada para un volumen final de 50 pl,

el programa fue el siguiente:
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Tabla 12. Programa para PCR cadena pesada en termocicldor

Temperatura Tiempo

94°C 1 minuto

94°C 30 segundos

56°C 30 segundos 45 ciclos
72°C 50 segundos

72°C 10 minutos

6°C 0

Tabla 13. Secuencia de los 2 oligos primer utilizados en la amplificacion de la cadena pesada
scFV para la produccion de las bibliotecas de cDNA.

Oligo Secuencia

CSCVHo-F  GGTCAGTCCTCTAGATCTTCCGCCGTGACGTTGGACGAG

CSCG-B  CTGGCCGGCCTGGCCACTAGTGGAGGAGACGATGACTTCGGTCC

A partir de cDNA, se obtuvieron los fragmentos correspondientes al tamafio esperado de 350 pb

para el fragmento cadena ligera, y 400pb para el fragmento correspondiente a la cadena pesada.
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CL CP
'GPS1 GP52 PRRSVv' | GPS1 GPS2 PRRSVY

400pb
350pb

Figura 12. Fotografia de PCR de cadena ligera y pesada IgY en gel de agarosa al 1.5% (1.5mM MgCl) con Taq
phusion utilizando cDNA para Amplificacion de cadena ligera 350pb y cadena pesada 400pb. Carril 1, 2 ,3: Cadena

ligera respectivamente; 4: M 100pb; 5,6,7: Cadena pesada respectivamente.

8.10. PCR de fusion de cadena ligera y pesada scFV
Una vez que se corroboraron los tamanos de los fragmentos, se realizo el sobrelapado de ambos

fragmentos, para generar un solo fragmento mediante una reaccion de PCR (Invitrogen). Se utilizd

el siguiente programa:

Tabla 14. Programa de temperaturas para el termociclador para fusion de cadenas.

Temperatura Tiempo

94°C 5 minutos

94°C 15 segundos

56°C 15 segundos 35 ciclos
72°C 2 minutos

72°C 10 minutos

60C o0

Secuencia de oligo primer utilizados en PCR de fusion.
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Tabla 15. Secuencia de los 2 oligos primer utilizados en la amplificacion de la cadena pesada
scFV para la produccion de las bibliotecas de cDNA.

Oligo Secuencia

CSC-F  GAGGAGGAGGAGGAGGAGGTGGCCCAGGCGGCCCTGACTCAG

CSC-B
GAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGCTGGCCGGCCTGGCCACTAGTGGAGG

Se genero el fragmento scFv de 750 pb, lo cual coincide con lo descrito en manual de Carlos

Barbas (Barbar, 2001).

Figura 13. fotografia de gel de agarosa al 1.5% de fusion por PCR de las cadenas ligera y pesada de anticuerpos de
gallina. Carril 1: Marcador; 2: fusion GP51; 3: fusion GP52; 4: fusion PRRSVv.

Se aprecia en la imagen la obtencion de scFv de 750 pb. El resultado de este experimento en
particular es poder conservar y utilizar los Abs en estudios futuros sin necesidad de volver a
inmunizar a las gallinas, por lo que se realizd la produccion de las bibliotecas de cDNA. Lo cual
queda demostrado con estos resultados es posible como indica Carlos Barbas en su libro los genes
variables codifican los anticuerpos y es posible obtener esta informacion extrayendo el bazo,
(Barbas, 2001). Y se puede concluir tras la experimentacion, la obtencion de las 3 bibliotecas de
cDNA propuestas al inicio de esta investigacion, proporcionando este material para futuras

investigaciones.
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8.11. Digestion del plasmido por restriccion de enzimas
La digestion del vector pComb3X y de los scFv’s se realizd con una mezcla de reactivos para la

digestion con la enzima Sfil, la cual reconoce la secuencia de 8 pares de bases
GGCCNNNNNGGCC, cortando en el sitio de restriccion. La utilizacion de sitios palindromes
imperfectos 5'(GGCCCAGG ¥ CGGCC) y 3’ (GGCCAGGC ¥ CGGCC) tnicos para Sfil, permite
la correcta orientacion. Condiciones para la amplificacion del overlap de los fragmentos, para la
construccion de la biblioteca scFv de gallina (Barbar, 2001). Para clonar los genes del fragmento
scFv en el vector pComb3X, se realizo 1 reacciones de digestiones con la enzima Sfil para el vector
pComb3x, a las condiciones de 50°C por 4 horas, siguiendo las condiciones sugeridas por el
fabricante. Los fragmentos esperados se corroboraron por medio de un gel de electroforesis,
obteniendo tres fragmentos en lugar de solo dos como nos indica la técnica esto debido al mal
rendimiento de la enzima Sfil dejando gran parte del vector sin cortar, es necesario utilizar esta
enzima a pesar de su mal rendimiento ya que el sistema funciona solo con el corte generado por la
misma, una vez analizado esto se recortd del gel el fragmento de 3,500 pb para realizar la

transformacion bacteriana.

6000pb
3000pb

2000pb
1500pb

1000pb
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Figura 14. Fotografia de electroforesis de la digestion enzimatica del vector pCom3X. Carril 1 marcador 1kb, carril
1,2,3,4,5y6 digestion de pCOMB3X utilizando enzima Sfl1 y carril 7 pCom3X sin cortar. En gel de agarosa 0.8
%.

8.12. Transformacion bacterias E. coli 2738
la transformacion bacteriana se realizd por electroporacion, utilizando un pulso y un voltaje de

1,010 V y dejando toda una noche crecer las bacterias en medio con tetraciclina, al obtener 147
colonias se demostr6 que efectivamente el fragmento de 3,500 pb nos permite trasformar las
bacterias y que estas adquieran la resistencia a tetraciclina, dejando asi todo el material biologico
listo para producir las bibliotecas de Abs scFv que se expresaran como fusiones con la proteina de
la cubierta del gen III (pIlII) de la superficie del fago, como se describi6 por primera vez por Smith

(1985).

Figura 15. fotografia de placas agar LB tetraciclina sembradas con bacteria trasformada con vector pCom3X. A:
Control negativo; B: Placa LB tetraciclina con 147 colonias de E. coli 2738 trasformadas con pCom3X.

9. CONCLUSIONES

1. En el presente proyecto la metodologia empleada para la produccion de Abs IgY contra
PRRSYV es eficiente y econdmica.

2. Los péptidos disenados a partir de predicciones in silico de epitopos lograron inducir la
respuesta inmune.

3. Las gallinas inmunizadas con GP51, GP52 y PRRSVv generaron Abs especificos,
alcanzando titulos significativos a los 30 dias post-inmunizacion.

4. Los Abs generados logran el reconocimiento de la molécula utilizada en la inmunizacion.
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5.
6.

Los Abs generados logran el reconocimiento del virus vacunal y silvestre.
Los Abs se indujeron de manera mas exacerbada contra el péptido GP51 y PRRSVv, lo cual

sugiere que estos podrian ser inmunodominante.
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