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4.-Resumen.

El Virus que provoca el Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV) es un
agente patdogeno de facil transmision que afecta a los cerdos de todas las edades. Causa una
alta mortalidad en varias etapas de la vida del cerdo, con una mayor incidencia entre las 12 a
18 semanas de vida. Estd asociado a grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial. El
PRRSV provoca retraso en el crecimiento, problemas reproductivos y respiratorios. Las
células blanco del PRRSV son los macrofagos alveolares (PAM), los cuales, al estar
infectados altera sus funcionamiento. El PRRSV posee diversos mecanismos que le permiten
evadir la respuesta del sistema inmune del hospedero. Se ha reportado que la infeccion por
PRRSV modifica la expresion de citocinas, quimiocinas e interferones, los cuales son
indispensable para una respuesta inmune protectora. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a, por sus siglas en inglés), es una citocina que producen varias células del sistema inmune,
principalmente en los Linfocitos T y los monocitos/macréfagos. Se ha descrito que TNF-a
se reprime durante la infeccion por el PRRSV. De hecho, se conoce que la proteina Nspl de
PRRSYV es la responsable de la supresion a nivel del promotor de TNF-a y dicha supresion
modula las actividades de los factores de transcripcion NF-«B y Spl. En nuestro grupo de
trabajo, hemos propuesto que subunidades de la proteina GP5, probables epitopos de
reconocimiento de Linfocitos T, son suficientes para inducir la expresion de citocinas y
quimiocinas, entre ¢éstos el TNF-a. Objetivo: evaluar la expresion de la proteina TNF-a,
después del tratamiento con tres péptidos sintéticos denominados GP5T1, GP5T2, GP5T3
derivados de la proteina GP5 del virus PRRSV, en macréfagos alveolares porcinos y
contrastar los datos con la expresion de TNF-a en cerdos positivos a PRRSV. Metodologia:
se cultivaron macrofagos de cerdo (3D4/31, obtenidos de ATCC), durante ocho horas, con
los siguientes estimulos de manera independiente: Control sin tratamiento, Dexametasona
(Dexa), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Lipopolisacaridos (LPS), péptidos GP5T1,
GP5T2, y GP5T3. Por otro lado, se analizd un total de ocho sueros de cerdo PRRSV+
(positivo) y ocho sueros PRRSV- (negativo). Seguido de la evaluacion de la expresion de
TNFa a través del método de ELISA. Resultados: Los datos mostraron que los péptidos
GP5T1, GP5T2, y PG5T3 fueron capaces de activar la expresion de TNF-a en los macrofagos
de cerdo, en el orden siguiente: GP5T3>GP5T2>GP5T1. En contraste con los datos
obtenidos en animales positivos a PRRS, en los cuales, la secrecion de TNF-a disminuyo.
Lo anterior, fortalece la hipdtesis de que dichos péptidos son capaces de activar una respuesta
inflamatoria, lo cual sugiere su participacion en el reconocimiento del patégeno y el
despliegue de la respuesta inmune mediada por células. En contraste, se mostré que TNF-a
se encuentra suprimido en animales positivos a PRRSV, en concordancia con los datos en la
literatura. En conjunto, estos datos proporcionan evidencia para la toma de decisiones
racionales en la prevencion del PRRSV.

Palabras clave: Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductor Porcino (PRRSV), Factor
de Necrosis Tumoral Alpha (TNF-a), citocinas, interferones, Macréfago Alveolar Porcino
(PAM), Linfocitos T cooperadores (Th).



5.-Abstract.

The Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) is an easily transmitted
pathogen that affects pigs of all ages. It causes high mortality at various stages of the pig's
life, with a higher incidence between 12 and 18 weeks of age. It is associated with large
economic losses worldwide. PRRSV causes growth retardation, reproductive and respiratory
problems. Target cells of PRRSV are the alveolar macrophages (PAM), which, exhibited
disfunction when are infected. PRRSV has several mechanisms that allow it to evade the
response of the host's immune system. PRRSV infection modify the expression of cytokines,
chemokines and interferons, which are essential for a protective immune response. Tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) is a cytokine produced by several cells of the immune system,
mainly T lymphocytes and monocytes/macrophages. It has been reported that TNFa is
repressed during PRRSV infection. In fact, it is known that the PRRSV protein Nspl is
responsible for the suppression at the level of the TNF-a promoter and this suppression
modulates the activities of the transcription factors NF-kB and Spl. In our work group, we
have proposed that subunits of the GP5 protein, (epitopes of T lymphocytes), are sufficient
to induce the expression of cytokines and chemokines, among them TNFa. Objective:
Evaluation of the expression of the TNF-a protein, after treatment with three synthetic
peptides GP5T1, GP5T2, GP5T3 derived from the GP5 protein of the PRRSV virus, in
porcine alveolar macrophages and contrast the data with the expression of TNF-a in pigs
PRRSV positive. Methodology: pig macrophages (3D4/31, obtained from ATCC) were
cultured independently for eight hours with the following stimuli: Control without treatment,
Dexamethasone (Dexa), Tumor necrosis factor alpha (TNF-a), Lipopolysaccharides (LPS),
peptides GP5T1, GP5T2, and GP5T3. On the other hand, a total of eight PRRSV+ and eight
PRRSV- pig sera were analyzed. Followed by the evaluation of the expression of TNFa
through the ELISA assay. Results: The data showed that the peptides GP5T1, GP5T2, and
PGS5T3 were able to activate the expression of TNF-a in pig macrophages, in the order
GP5T3>GP5T2>GPST1. In contrast to the data obtained in PRRS-positive animals, in which
the expression of TNF-a was suppressed. These data reinforce the hypothesis that these
peptides can activate an inflammatory response, exerting important actions for the
recognition of the pathogen and the deployment of the cell-mediated immune response. In
contrast, TNF-a was shown to be suppressed in PRRSV-positive animals, in agreement with
data in the literature. Taken together, these data provide evidence for rational decision-
making in PRRSV prevention.

Keywords: Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV), Tumor
Necrosis Factor alpha (TNF-a), cytokines, interferons, Porcine Alveolar Macrophage
(PAM), T helper cells (Th).



6.-Introduccion.

6.1.-Antecedentes historicos de PRRSV.

La enfermedad viral del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS por sus siglas
en inglés) fue descrita clinicamente por primera vez, en Estados Unidos de Norteamérica en
1987 (Keffaber 1989; Hill 1990), nombrandola una enfermedad misteriosa del cerdo o
enfermedad de la oreja azul, posteriormente se reconocié en Canada y en 1990 en paises de

Europa (OIE 1992).

El Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es una enfermedad distribuida en la

mayoria de los paises productores de carne de cerdo (Flores-Mendoza et al., 2010).

En México el PRRS se describi6 clinicamente por primera vez en 1992, coincidiendo como
enfermedad pandémica, aunque se sospecha pudo entrar a finales de la década de 1980 y
confundirse con enfermedades como 0jo azul e influenza porcina (Figura 1) (Morilla A et

al.,2003).

El virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo porcino es responsable de enfermedades
respiratorias en los cerdos en etapas de destete y en crecimiento, causando fallas
reproductivas y del desarrollo. Esta enfermedad est4 considerada como la mas importante en
los porcinos a nivel mundial, con un impacto econémico estimado en una pérdida de 664
millones de dodlares cada afio en EE.UU. para los productores de porcinos, representa un
incremento de 18.5% en los ultimos 8§ anos (Holtkamp DJ ef al., 2013; Neumann EJ et al.,

2005).

El PRRS es considerado una de las enfermedades con mayor repercusion econémica para los
porcicultores en todo el mundo (Kleiboeker SB et al., 2005). Ocasiona pérdidas econémicas
significativas a la granja, independientemente de la patogenicidad de la cepa, ya que una
primo infeccidon puede ocasionar las pérdidas de un brote y a esto se suman las pérdidas por
la permanencia de la enfermedad en forma endémica, con posibilidades de reemerger como
brote agudo después de un largo periodo del ultimo brote y los brotes que duran 2 a 3 meses

en remitir (Benfield DA, et al.,1999).



Figura 1. Anadlisis de la Frecuencia filogenética de PRRSYV de tipo silvestre en México. La
imagen muestra el andalisis realizado en diferentes zonas de México, con un total de 8126
muestras de suero obtenidas de granjas tecnificadas y semi-tecnificadas de 30 de 32 estados
de México, la deteccion se realizé mediante pruebas de ELISA y RT-PCR mostrando el nivel
en la frecuencia de la region analizando los ORF 5 y 7 del virus PRRS. En verde con incidencia
baja, amarillo para una incidencia media, violeta para una incidencia alta y negro para las
zonas con mayor incidencia en el pais. Modificado de Martinez-Bautista et al., 2018.

6.2.-Signos clinicos.

Los dos grupos principales de signos clinicos que son asociados con la presencia de PRRS
son el reproductivo y el respiratorio. El primero, incluye nacimientos prematuros, abortos de
periodos retrasados, cerdos que nacen débiles y aumenta el nimero de lechones muertos en
los nacimientos y momificados. En el segundo, las afecciones respiratorias, tienen gran
importancia; sobre todo en cerdos neonatales, en los que existe disnea como mayor
caracteristica, es usualmente que ocurra en cerdos de 3 semanas de vida, pero también puede

ocurrir en cualquier edad (SENASICA et al., 2020).

Los signos clinicos de los cerdos infectados con PRRSV varia considerablemente, esto es
debido a varias causas; incluyendo diferencias en los factores ambientales, el estado inmune
del animal, la cepa del virus; asi como su combinacidén con otros virus que afecten a los

cerdos. (SENASICA et al., 2020)

Otros signos clinicos que presentan los cerdos afectados por PRRS son fiebre, escaloftios,
disnea, enrojecimiento de la piel, pelaje aspero, edema en parpados, conjuntivitis, depresion,
anorexia y diarrea (Xiao S et al., 2010), correspondientes a diferentes grados de neumonia,

miocarditis, encefalitis, rinitis, vasculitis y linfadenopatias (Arias M et al., 2003).



6.3.-Transmision.

La transmision de PRRSV es por contacto directo con animales enfermos, o con material
contaminado con saliva, orina, semen, secreciones mamarias, transplacentarias y excremento
de cerdos enfermos. (Arias M. et al., 2011). Algunos factores que destacan es el agua

contaminada estatica (Zimmerman JJ. 2008).

Se sabe que puede transmitirse por via aérea hasta 2 km, sin embargo, experimentalmente
resulta dificil contagiar animales tan proximos, si no tienen contacto fisico, porque el virus

es muy labil (Benfield DA ef al., 1999; Callen A. 2006).

El virus puede entrar por via oral y nasal, penetrando los epitelios nasales o tonsilares,

llegando a su diana celular, el macréfago alveolar porcino (PAM) (Pileri y Mateu 2016).

La capacidad de inmunosupresion o inmunoregulacion del virus le permite largos periodos
de viremia variables en funcion de la edad de los animales, que promueve un mayor tiempo
de transmision, siendo de una a dos semanas en adultos y 10 a 12 semanas o hasta varios

meses en lechones jovenes (Thanawongnuwecha R y Suradhatb S. 2010).

El virus muestra alta capacidad de infeccion, la dosis infectante 50 (TCID 50) en lechones
de 3 semanas de edad es de 2.0 x 10° particulas virales por via oral y s6lo una veinteava

parte de éste por via intranasal. (Hermann JR et al., 2005)

En hembras gestantes el virus puede atravesar la placenta y producir la muerte de los fetos
especialmente cuando la infeccion sucede en el Gltimo tercio de la gestacion. El virus es capaz
de multiplicarse también en los fetos sin producir la muerte de los mismos. Durante el primer
tercio aparecen repeticiones de celo y bajas tasas de concepcion, lo cual indicaria que la

infeccion transplacental temprana es posible (Arias, M ef al.,2015).

El PRRS produce problemas reproductivos caracterizados por muerte embrionaria, abortos
en la ultima fase de gestacion, adelanto en los partos y aumento del niimero de lechones
nacidos muertos o0 momificados, ademas incrementa la produccion de lechones de bajo peso

(Uladzimir y Hans J., 2013).



6.4.-Patogenia.

El virus entra por via oronasal y genital; penetra a epitelios nasal y tonsilar, a macréfagos
pulmonares y a endometrio uterino. Tiene un periodo de incubacion de tres dias a varias
semanas, sumadas con etapas de latencia en casos endémicos, que varia segun la edad de los

animales, la dosis infectante y la inmunidad (Xiao S et al., 2010).

La viremia provocada por PRRSV comienza a las 12 horas post-infeccion alcanzando su
punto maximo de replicacion a los 7 dias pos-infeccion. La duracion de la viremia segtn la
cepa de PRRSV y la edad del animal afectado, en animales adultos dura de 9 a 15 dias pos-
infeccion y en animales jovenes en un promedio de 28 a 35 dias pos-infeccion. La fase de
infeccion es seguida por un periodo de confinamiento de latencia en los tejidos linfoides
secundarios y una menor replicacion viral. La desaparicion eventual del virus representa el
final de la infeccion, no se conoce con exactitud coémo es que el virus desaparece, pero la
replicacion viral puede ser mantenida hasta por 250 dias pos-infeccion establecido como un
periodo largo de infeccion (Lunney et al, 2016; Pileri and Mateu,

2016).

Existen consideraciones diferenciales y genéticas de la virulencia entre las cepas de PRRSV.
Dependiendo de la cepa viral y el estado inmunologico del huésped, algunas granjas porcinas
pueden tener cerdos infectados con PRRSV de manera subclinica, mientras que otros
experimentan problemas reproductivos y graves enfermedades respiratorias. Desde su
aparicion, han evolucionado varias cepas de PRRSV altamente patdégenas provocando
numerosos brotes de la enfermedad aguda en diferentes paises. En el afio de 1990 es cuando
surgio un PRRSV atipico provocando alta morbilidad y tormentas de abortos en estados

unidos (Mengeling WL et al., 1998).

Alcanza los tejidos linfoides regionales y posteriormente se distribuye a nivel sistémico por
las vias sanguinea y linfoide, circulando libre o ligado a monocitos circulantes produciendo
leucopenia. Las células en las que sucede la replicacion del virus de PRRS se encuentran en
diferentes 6rganos y tejidos, siendo los macréfagos alveolares el principal tipo celular en que
se realiza su replicacion y de importancia para su patogenia, asi como en células dendriticas

y monocitos (Flores-Mendoza L et al.,2008).



6.5.-Etiologia del virus.

El virus del PRRS (PRRSV) pertenece a la orden Nidovirales, familia Arteriviridae, género
Arterivirus, siendo un virus pequefio envuelto de RNA de una cadena de sentido positivo con

alrededor de 15 kb (figura 2) (Snijder EJ et al., 2013).

RNA
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Figura 2. Estructura del Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino. 4 Microfotografia
obtenida de Microscopio crioelectronico del virion PRRSV. El virion de PRRS parece ser una particula
aproximadamente esférica u ovalada de 50 a 60 nm de didmetro con una aparecia externa relativamente suave
Tomado de Dokland T 2010. B, Modelo esquematizado de PRRSV. Particula viral madura de PRRSV,
compuesta por una bicapa lipidica envuelta con glicoproteinas o receptores virales implicadas en la infeccion y
la internalizacion celular. E1 ARN positivo monocatenario esta asociado con la proteina de la nucleocapside en
la capa interna del virus. Tomado de Montaner-Tarbes et al., 2019.

6.6.-Internalizacion de PRRSV.

El cerdo es el tinico huésped natural conocido de PRRSV; ademas, el virus tiene un tropismo
muy restringido para las células del linaje monocitico. EI macrofago alveolar porcino
completamente diferenciado sirve como un objetivo celular primario para la infeccion por

PRRSV (Duan X et al., 1997).



Hasta la fecha, se ha determinado que CD163 es el principal receptor que media la
internalizacion y el desmontaje viral (Figura 3) (Van Breedam W et al., 2010). Mediante el
cribado de una biblioteca de CDNA de macréfagos porcinos para determinar la funcion del
receptor, se identificé el CD163, un miembro de la familia rica en cisteina del receptor
eliminador, como un factor clave en el inicio de la infeccion por PRRSV (Calvert JG et al.,

2007).

Host cell plasma membrane

PRRSV envelope

Figura 3. Modelo del complejo proteico de envoltura del PRRSV e interaccion con CD163. Imagen
esquematizada de un complejo proteico de envoltura y su interaccion con CD163 en la membrana plasmatica
de la célula huésped. Das PB et al., 2010.

Ademas, se informé que las células dendriticas pueden soportar la replicacion del PRRSV
(Loving CL et al., 2007). EI PRRSV ingresa a las células huésped a través de la endocitosis
estandar mediada por clatrina. El genoma viral se libera en el citosol después de la

acidificacion del endosoma y la fusion de la membrana (Nauwynck HJ et al., 1999).
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Figura 4. Internalizacion viral de PRRSV. El proceso de internalizacion de PRRSV inicia con la interaccion
entre las glucoproteinas y los receptores celulares de la célula hospedadora a través de ello comienza con el
proceso de endocitosis estandar, esta es mediada por la proteina clatrina quien ayuda a la formacion de vesiculas
intracelulares. Una vez internalizado el virus a la célula libera el material genético gracias a un fendmeno
fisicoquimico conocido como “decapar”, de tal manera que influye en la acidificacion del medio vesicular,
ayudando asi a la liberacion del material genético, el PRRSV al ser un virus RNA de polaridad + puede actuar
como RNAm iniciando los procesos de traduccion a partir del genoma viral. De manera tal que genera 4 grandes
proteinas que escinden en 14 proteinas no estructurales, quienes tienen diversas funciones en la modificacion
de los mecanismos celulares, ya que influye en la produccion del material genético complementario, con ayuda
de sg mRNA, de tal manera que multiplica el material genético viral. El genoma policistronico viral afecta a
distintos organelos para la producciéon de diversas proteinas de envoltura viral, una vez maduradas estas
proteinas son empaquetadas mediante el proceso de encapsidacion, estas viajan al aparato de Goldi donde por
ultimo paso se unen las glucoproteinas de membrana, formando una nueva particula viral, esta es liberada al
medio por exocitosis, repitiendo este proceso intracelular hasta la apoptosis. Tomado de Lunney ef al 2016.
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6.7.-Genoma viral de PRRSV.

El genoma del PRRSV se compone en el extremo 5' de una region corta no traducida (UTR,
por sus siglas en inglés, untranslated region) seguida de nueve marcos de lectura abierta
(ORF) llamados ORFla, ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6 y ORF7
(Figura 3) (Moormann RJ. 1993; Wu wh et al., 2001).

5 3
ORFla ORF2a ORF4 ORF5a ORF6
i »  — N . E_
i g 5 'l | e——]
ORF1b ORF2b ORF3 ORF5 ORF7
Nsp2N
Nsp2TF
Helicase + Polimerase GP2a GP2bGP3 GP4 GPS W\ N

GP5a

Figura 5. Genoma viral de una particula del virus PRRS. Estructura del genoma y particula viral madura
del virus PRRSV. Las proteinas no estructurales se encuentran en el extremo 5' del genoma, que codifica dos
poliproteinas diferentes pplay pplab que se escinden en al menos 14 nsps. Tomado de Montaner-Tarbes et al.,
2019.

Los ORFlay ORF1b constituyen aproximadamente 75% del tamafio del genoma y codifican
a una poliproteina con actividad de ARN polimerasa (Meulenberg JJ. 2000). E1 ARN del
genoma viral estd empaquetado por proteinas de nucleocépside. Alrededor de la
nucleocéapside, las glicoproteinas de superficie (GP) y las proteinas de la membrana se
insertan en la envoltura en la bicapa de lipidos para formar las particulas del virion (Figura
2 B). E1 ARN del genoma del PRRSV es una molécula poliadenilada en 3' de cadena positiva
de aproximadamente 15 kb de longitud, que contiene 11 marcos de lectura abiertos conocidos
(OREFS). El gen de la replicasa consta de los grandes ORFS, que estan situados en las tres
cuartas partes del extremo 5 'proximal del genoma policistronico (Fang Y. y Snijder EJ,

2010).

Después de su sintesis a partir de la plantilla de ARNm gendmico, las poliproteinas replicasa

se procesan en al menos 14 proteinas no estructurales (nsps), 4 proteinasas son codificadas
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en ORF1 y residen como nspl-a, nspl-B, nsp2 y nsp4. El extremo 3 ' del genoma viral contiene
ocho genes relativamente pequefios los ORF4/ORF5 son genes que codifican cuatro
glicoproteinas asociadas a membrana (GP2, GP3, GP4 y GP5) 3 proteinas no glicolisadas de
membrana (E, ORF5a, y M), y una proteina de nucliocapcide (M) (Snijder EJ et al., 2013).

La glicoproteina 5 (GP5) es una proteina glicosilada transmembranal que se puede dividir en
varios dominios: un péptido sefial, un ectodominio (con un nimero variable de sitios
potenciales de glicosilacion), una region transmembranal y un endodominio. (Balasuriya UB

y Maclachlan NJ. 2004; Meulenberg 1] et al., 1995).

Se ha observado que la GP5 forma heterodimeros con la proteina M en las particulas virales
(Mardassi H,1996). Estos heterodimeros también se han relacionado con la infeccion celular
en macrofagos, estos se unen a moléculas de heparan sulfato y sialoadhesina, (Vanderheijden

N et al., 2003; Delputte PL et al., 2002).

6.8.-Inhibicion de la respuesta inmunoldgica por PRRSV.

Dado que los macrofagos y las células dendriticas son los principales productores de citocinas
defensivas innatas como el interferon-alfa (IFN-a) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
o) durante las infecciones, parece plausible que PRRSV pueda suprimir activamente su
induccion con el fin de replicar en las células huésped durante multiples rondas y cumplir el
objetivo patogénico de establecer la persistencia en el huésped (Subramaniam, S. et al,

2010).

Ademas, la defectuosa induccion del sistema inmunitario de defensa contra PRRSV puede
contribuir al desarrollo tardio y débil de inmunidad adaptativa especifica de antigeno,
responsable de la defensa después y durante la infeccion por PRRSV (Lopez y Osorio, 2004;
Meier et al., 2003)

Estudios recientes han demostrado que varias proteinas como Nspl, Nsp2, Nsp4 y Nspl1
presentes en las células infectadas, principalmente macrofagos y células dendriticas son
capaces de suprimir la activacion del promotor de IFN-B tras el tratamiento con dsRNA
(Beura et al., 2009). Estas proteinas suprimen la induccion del INF del Tipo I y sefializacion

mediante la inhibicion de factores de transcripcion, como factor regulador de interferén-3,
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factor nuclear kB, Proteinas de unioén al factor de transcripcion CREB y proteinas de
Traduccion de Sefiales y Activador de la Transcripcion-1 (STAT-1) (Beura et al., 2009; Chen
et al., 2009; Kim et al., 2010).

Por su parte, TNF-a es una citocina de aparicion temprana y es secretada en respuesta a varias
infecciones virales por la activacion de macréfagos, células dendriticas y células T. TNF-a
tiene dos funciones bioldgicas: por un lado, induce la apoptosis en células infectadas por el
virus, este efecto en las células infectadas aumenta sinérgicamente por la presencia de INFy
(Wong y Goeddel, 1986), por otro lado, promueve la inflamacién en el sitio de la infeccion
induciendo la produccion de otras citocinas proinflamatorias durante la vacunacion y la
infeccion (Toews, 2001). Una de las funciones mas relevantes de TNFa es su capacidad de
inhibir directamente la replicacion del DNA y del RNA virales in vitro (Cirino ef al., 1993;
Heise and Virgin, 1995; Wong y Goeddel, 1986). De hecho, se identificd que la proteina viral
Nspl media la supresion del nivel del promotor de TNFa. También, se encontrd que las
subunidades de la proteina Nsp1, tales como, Nspla y Nsp1f suprimen el promotor de TNFa,
modulando asi la activacion de los factores de transcripcion tales como, NFkB y Spl

(Subramaniam et al., 2010).

En la literatura se ha reportado que el papel de TNFa de suprimir la expresion de DNA o
RNA viral, también se ha observado en otros virus. En virus tales como el virus de la peste
porcina africana (ASFV) y el virus simple del herpes (HSV-1) se inhibe directamente la
induccion de TNF-a durante la infeccion (Granja et al., 2006; Mogensen et al., 2004).

6.9.-Respuesta inmune a PRRSV.

La respuesta inmune del cerdo frente al PRRSV es muy compleja y se deben considerar dos
aspectos importantes que influyen en ella: alta variabilidad del virus y variabilidad en la
respuesta de los cerdos infectados. Cuando estos ultimos resultan con infeccién por el
PRRSYV inducen una inmunidad capaz de proteger en reinfecciones contra virus homélogos,
no obstante, este patdgeno induce viremias prolongadas e infecciones persistentes (Murtaugh

MP et al., 2002).

14



Estas caracteristicas dan un panorama de la compleja interaccion entre el PRRSV y la defensa
de los cerdos al virus. El virus toma ventaja frente al cerdo al evadir en cierto grado la
respuesta innata. Primeramente, el PRRSV infecta y se replica en algunas células que
participan en la respuesta innata, como macréfagos y células dendriticas (DC), importantes
en el desarrollo de una respuesta inmune adecuada, tanto innata como adaptativa (Costers S

et al., 2000).

Otra caracteristica importante del sistema innato frente a los virus es la produccion de IFN
tipo I (o/p), el cual induce la sintesis de una gran cantidad de proteinas antivirales, como es
el caso de la proteina cinasa oligoadenilatosintetasa, la adenosina-desaminasa especifica de
ARN, y de la proteina de mixoma (MxGTPasa), que inhiben la replicacion viral y sintesis de

proteinas virales (Vicek J y Sen G 1996).

En lo que respecta al perfil de citocinas proinflamatorias, como el IFN-a, TNF-a e IL-1p,
que son importantes en el inicio de una respuesta inflamatoria, la infeccion por el PRRSV
inhibe la expresion de ARNm de estas citocinas (Van Reeth K ef al., 1999; Lopez-Fuertes L
et al., 2000).

En experimentos in vitro utilizando macrdéfagos alveolares estimulados con acetato de formol
miristico (PMA, por sus siglas en inglés) e infectados con PRRSV, se observd una
disminucion en la expresion de ARNm de TNF-a (Lopez-Fuertes L et al., 2000). Mientras
que los experimentos in vivo no logran detectar esta citocina (TNF-a) en los fluidos obtenidos

de lavados bronco-alveolares (Van Reeth K 1999).

Se ha demostrado que al infectar células mononucleares con el PRRSV se induce la expresion
de IL-10 (Suradhat S et al., 2003), la cual es una citocina antiinflamatoria que logra inhibir
la expresion de la IL-1 y el TNF-a, y ademas participa en la diferenciacion de células T
reguladoras (Mcguirk P et al., 2002). La falta de una respuesta inflamatoria y la débil o nula
respuesta antiviral (inducida por los IFN tipo I) crea un microambiente desfavorable en el

desarrollo de la respuesta adaptativa.

15



6.10.-Respuesta humoral a PRRSV.

La respuesta humoral frente al PRRSV se ha evaluado ampliamente. En suero de cerdos
infectados se pueden encontrar anticuerpos IgM anti-PRRSV entre los dias cinco y siete pos-
infeccion (PI); sin embargo, después de dos o tres semanas son indetectables (Joo HS et al.,

1997; Yoon KJ et al., 1995)

Posteriormente se detectan anticuerpos IgG entre los dias siete y diez PI, con incremento
entre la segunda y cuarta semanas (Loemba et al., 1996; Yoon KJ et al., 1995) Los niveles

de estos anticuerpos son detectables hasta 300 dias PI a niveles bajos (Nelson EA et al., 1994)

Se ha informado que los Anticuerpos Neutralizantes (AN), aparecen a partir de la tercera
semana PI (Albina E ef al., 1998) sin embargo, existen estudios que muestran la presencia de

AN en la segunda semana PI (dia 9) (Yoon KJ et al., 1995).

A pesar de que existen anticuerpos no neutralizantes contra la GPS5, también se pueden
encontrar AN, éstos son los que se han relacionado principalmente con la neutralizacion del
virus para ambos genotipos. Los AN pueden ser detectados en algunos casos de manera
temprana a partir del dia 9 PI, sin embargo, generalmente se presentan a partir del dia 28 PI

(Yoon KJ et al., 1995).

La participacion de los AN en la proteccion contra el PRRSV se ha evaluado ampliamente,
y existe cierta controversia respecto de su participacion en la proteccion contra el PRRSV.
Hay grupos que describen que éstos no participan en el control del virus, debido a que en
cerdos que presentan un titulo elevado de AN fue posible aislar el virus de sangre. En el caso
contrario, con un titulo indetectable de AN se logro resolver la viremia (Vezina SA et al,
1996). Sin embargo, otros grupos han demostrado que la transferencia pasiva de AN a cerdas
gestantes infectadas con PRRSV es capaz de bloquear la infeccion trasplacentaria (Osorio

FA et al., 2002).

Por otro lado, los anticuerpos contra la proteina N del virus, en las primeras semanas PI no
tienen un efecto neutralizante. Estos anticuerpos se han relacionado con la diseminacion del

PRRSV en macrofagos, a través de un fendmeno conocido como incremento de la infeccion
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dependiente de anticuerpos (Antibody Dependent Enhancement, ADE por sus siglas en
inglés) (Cancel-Tirado SM et al., 2004).

6.11.-Respuesta celular a PRRSV.

En la respuesta celular inducida por el PRRSV, la respuesta de células T especificas contra
el PRRSV, son analizadas mediante la proliferacion de células mononucleares, que aparece
en la cuarta semana PI con un maximo a la semana siete y un declive entre las semanas 9 y

11 (Bautista EM y Molitor TW, 1997).

La variabilidad en la respuesta de los cerdos, permitio clasificar la respuesta en tres niveles:
bajo, intermedio y alto. En ambos casos, el fenotipo de células T secretoras de IFN-y en
respuesta al PRRSV parece consistir de linfocitos CD4+, CD8+ de memoria y CD4+
cooperadoras (Lopez Fuentes L. et al., 1997; Meier WA et al., 2003).

Al analizar las células productoras de IFN-y especificas contra PRRSV (a través de ensayos
de ELIspot) en sangre de cerdos infectados, se observé un nimero bajo de células productoras
especificas, entre 50-100 células por cada 1X10° células en la primera semana PI. El papel
de la inmunidad mediada por células en la eliminacion del PRRSV no estd totalmente
definida; sin embargo, es importante en la eliminaciéon completa del virus, pues la respuesta

humoral sola no es capaz de eliminar a este ultimo. (Meier W et al., 2000).

6.12.-Células Blanco, Macrofagos.

Los macréfagos son células especializadas en la deteccion, fagocitosis y destruccion de
microorganismos dafiinos. Ademas, puede presentar antigenos a las células e inician el
proceso inflamatorio mediante la liberacion de citocinas que activan otras células. Los
macréfagos pueden migrar y circular entre casi todos los tejidos, buscando la presencia de
patdgenos y eliminando células muertas. El macrofago alveolar se localiza en el pulmon, su
funcion es la fagocitosis de particulas pequefias, células muertas o microorganismos, inician

y controlan la inmunidad frente a patdogenos de las vias aéreas. Los macréfagos pueden
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detectar productos bacterianos y otros microorganismos utilizando un sistema de receptores

que se conoce como receptores de tipo Toll (TLRs) (Oviedo Javier, et al., 2012).

Los macréfagos surgen de células precursoras que existen en la medula 6sea; dirigidas por el
Factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF, por sus siglas en inglés).
Posteriormente emigran a sangre periférica a los tejidos donde suceden las reacciones
inflamatorias y se diferencian a macréfagos. En presencia de un estimulo mitogénico los
macrofagos son capaces de proliferar, pero a diferencia de otras células inmunitarias, en
presencia de agentes patdgenos o citocinas, estos detienen dicha proliferacion e inducen la
activacion del propio macrofago, que con una polarizacion o cambio de fenotipo realiza

funciones efectoras especificas (Arpa, 2008; Liu y Yang, 2013)

Una de las funciones principales de los macrofagos es procesar el antigeno una vez que ha
sido fagocitado. Las vias de procesamiento de antigeno convierten a los antigenos proteicos
en péptidos que se asocian al MHC y estos, son presentados los Linfocitos T. En la via de la
clase I del MHC, los antigenos presentes en el citoplasma son degradados en proteosomas a
péptidos, los cuales pasan del citosol al Reticulo Endoplasmico por un transportador
dependiente de ATP, para luego ser asociados y transportados con moléculas del MHC tipo
I hasta la superficie celular donde se muestra y es reconocido por Linfocitos CD8+. Por otra
parte, en la via de la clase II del MHC, el antigeno es interiorizado por medio de vesiculas o
endosomas y es procesado dentro de ellos. Las moléculas de la clase I del MHC recién
sintetizadas se transportan a los endosomas y ahi se asocian a los péptidos generados. El
complejo formado se traslada a la superficie de la célula y se muestra para ser reconocido por
Linfocitos T CD4+. Una vez que el complejo receptor del linfocito T (TCR) reconoce a los
péptidos asociados al MHC en un macrofago, se movilizan varias proteinas de superficie y
moléculas transmisoras de sefales hasta la zona de contacto del Linfocito T y el macréfago
(o la célula presentadora de antigeno), formando una estructura llamada sinapsis inmunitaria.
Las moléculas del Linfocito T que se mueven son el complejo TCR, los correceptores CD4+
y CD8+, proteinas co-estimuladoras y activadoras. Permitiendo de esta manera la activacion
del Linfocito T, activando diferentes cinasas que a su vez activan diferentes factores de

transcripcion, generando linfocitos activos con funciones especificas (Abbas, 2015).
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Las células del linaje monocito-macréfago se caracterizan por su diversidad y plasticidad. En
los tejidos, los macrofagos responden a las sefales extracelulares con la adquisicion de
fenotipos funcionales especificos; a esto se le conoce como polarizaciéon o activacion de
macrofagos (Mills et al., 2000) propusieron la clasificaciéon de macroéfagos M1 (activacion
clasica) y M2 (activacion alternativa) a partir del metabolismo de arginina en cada fenotipo

(Lasswell et, al.,2017).

Los macréfagos M1 se inducen por la expresion de citocinas pro-inflamatorias como INFy y
productos microbianos, como lipopolisacaridos (LPS). En su mayoria estos expresan la
mayoria de TLR, secretan IL-12, TNF- a, IL-1B, IL-6. Ademads, expresan 6xido nitrico
sintasa inducible, por otra parte, aumentan la expresion de MHC 11 y el CD 86 potenciado su
capacidad presentadora de antigeno, promoviendo la diferenciacion de linfocitos Thl. En el
contexto de la enfermedad este tipo de macrofagos estd involucrado en iniciar y mantener la
inflamacion. Los macrofagos M2 liberan citocinas antiinflamatorias que ayudan a la
proliferacion celular y promueven la cicatrizacion de heridas y la reparacion de tejidos. Por
otra parte, tienen una alta participacion en la promocion de tumores y una actividad fagocitica
eficiente. Los macrofagos M2 producen Arginasa 1 para metabolizar la L-arginina, expresan
receptores como el de manosa, receptor falso de IL-1, varios receptores basurero y receptores

de quimiocinas (Tabla 1) (Lasswell et al., 2017).

Tabla 1. Fenotipo de macroéfagos activados via clasica y alternativa con subtipos. Tomado y modificado
de Lasswell et al., 2017.

M1 M2a M2b M2ec M2d
Estimulacion/ IFN-y IL4 ICs IL-10 IL-6
Activacion LPS IL-13 IL-1R TGF-p LIF
GM-CSF Hongos v GCs Adenosina
Helmintos
Secrecion de TNF IL-10 IL-1 II.-10 II-10
citocinas IL-1p TGFE-p IL-6 TGE-p IL-12
IL-6 IT.-1ra IL-10 TNF-a
IL-12 TNF-a TGF-p
IL-23
Secrecion de CCL10 CCL17 CCL1 CCR2 CCLS5
quimiocinas CCL11 CCL22 CXCL10
CCL5 CCL24 CXCL16
CCL3
CCL9
CCL2
CCL3
CCL4
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Los macrofagos de humanos, de ratén y de cerdo con un fenotipo M1 exhiben una forma
alargada (fibroblastoides) con un nucleo pequefio. Se sugiere que LPS / IFN-y (Ml)
aumentan la elasticidad, asi como la fagocitosis. Mientras que los M2 dan como resultado
una forma mads circular grande y condensada, sugestiva a dafio celular y tienen una
disminucion en la viabilidad al ser tratados con estimulos como Dexametasona (DEXA) o
IL-4. (Patel et al., 2012; Porcheray et al., 2005; Vogel et al., 2014; Longtao Wang et al.,
2017).

La via de senalizacion del Factor Nuclear Kappa-B (NF-kB) involucra la regulacion de genes
con la inmunidad, inflamacion y sobrevida celular. Exiten muchas rutas implicadas en la
activacion de NF-xB. La via canonica o via que se sigue frecuentemente, es la estimulada
por TNF-a, IL-1 o por componenetes patogenos bacterianos o virales. NF-kB activa la

transcripcion de genes como: IL-8, IL1, IL-6, IL-12, TNF-a (Kegg pathway, 2020).

7.-Antecedentes.

La activacion de macrofagos se ve afectada durante la infeccion por PRRSV porque esté se
replica dentro de estas células; lo que facilita la infeccion, distribucion y latencia en el
organismo. Se conoce que la respuesta inmune adaptativa celular es un factor imprescindible

para eliminar la infeccion con PRRSV (Loving et al., 2015; Pileri and Mateu, 2016).

Por otro lado, el PRRSV es un miembro de la familia Arteviridae del género Artevirus, otros
miembros de este grupo incluyen el virus equino de la arteritis, el virus de la deshidrogenasa

lactica del raton y el virus de la fiebre hemorréagica del simio (Plageman et al., 1992).

Particularmente, el dominio N-terminal de esta proteina evita la activacion de macrofagos y
se ha reportado que disminuye la expresion de IL-1B, IL-8, TNF-a, IL6 en macrofagos
infectados (Xing et al., 2015).

Por otro lado, al evaluar la activacion de monocitos/macréfagos de raton, en un modelo
celular in vitro, utilizando la linea celular (RAW264.7) en respuesta al estimulo de tres
péptidos sintéticos identificados en la proteina GP5 de PRRSV, los cuales se ha sugerido son
probables epitopos T, denominados GP5T1, GP5T2 y GP5T3. A partir de los datos obtenidos

se evalud la expresion de citocinas y quimiocinas, 1 y 8 h después del tratamiento con los
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tres péptidos de manera independiente. Los datos mostraron que el péptido GP5T1 indujo la
expresion significativa de INF-a4 e IFN-B1 después de lh de tratamiento, y a las 8h
posteriores expresd IL-1B, IL-10 e IFN-B1. Por su parte, el péptido GP5T2 indujo la
expresion de todas las citocinas evaluadas después de una hora de tratamiento y expresé IL-
1B, IL-10, INF-al e IFN-B1 después de 8h de tratamiento. Finalmente, el péptido GP5T3, de
igual manera favorecio la expresion de todas la citocinas e interferones evaluados después de
1h de tratamiento con excepcion de IL-10 e IL-12 y expreso IL-1p, IL-10, IL-12, INF-al e
IFN-B1 después de 8 h de tratamiento. Por otro lado, los datos mostraron que los tres péptidos
indujeron el cambio morfoldgico de monocito a macrofago después de 1y 8 h de tratamiento,
de manera similar al comportamiento de los controles LPS, DEXA y TNF-a. Los péptidos
GP52T2 y GP5T3 fueron capaces de activar al gen reportero, sugiriendo la participacion de
la via de sefializacion NF-xB. (Diaz Pina M. Tesis de Maestria, 2021).

En este trabajo estudiamos los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 de la proteina GP5 del
PRRSV, de los cuales se ha sugerido son capaces de activar una respuesta inflamatoria que
ayuda a que sean blanco de linfocitos T. Para lo cual, se analizo la expresion de la proteina
TNF-a, por un lado, se determind la expresion en un modelo in vitro, utilizando macréfagos
de cerdo tratados con los péptidos virales y, por otro lado, se midi6 la expresion de TNF-a

en suero de cerdos PRRSV+ y PRRSV-.

8.-Justificacion

La incidencia del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino ha sido causante de grandes
pérdidas de importancia a nivel econdmico a todo el sector productor de porcinos
industrializado y no industrializado alrededor del mundo. Este virus afecta a cerdos de todas
las edades, modulando la respuesta inmunolégica de los animales infectados, teniendo largos
periodos de latencia. Los macréfagos desempenan un papel fundamental en la respuesta
inmunitaria ya que regulan sefiales tanto autocrinas como paracrinas que afectan de manera
directa los procesos inflamatorios y antivirales. Evaluar la respuesta humoral generada por
los tres péptidos sintéticos derivados de la proteina GPS5, generara conocimiento nuevo sobre
su posible participacion para la induccion de la respuesta inmune celular. Los epitopos de
reconocimiento presentes en los complejos proteicos de envoltura viral, tales como la

proteina GP5 del PRRSV, parecen ser suficientes para inducir una respuesta inmunologica,
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sin embargo, no ha sido complemente descrita su participacion en el contexto del modelo

porcino.

9.-Hipdtesis

Los péptidos GP5T1, GP5T2 y GPT3 derivados de la proteina GP5 del virus PRRS, son
capaces de favorecer la expresion de la proteina TNF-a, en contraste con la inhibicion de la

expresion de TNF-a en cerdos infectados con PRRSV.

10.-Objetivo general

Evaluar la expresion de TNF-a en macréofagos tratados con péptidos derivados de la proteina
GP5 del PRRSV, en comparacion con la expresion de TNF-a, en animales positivos a

PRRSV.

11.-Objetivos particulares

1. Evaluar la expresion de TNF-a en macrofagos tratados con péptidos derivados de la
proteina GP5 del PRRSV.

2. Evaluar la expresion de TNF-a en sueros de cerdos negativos y positivos a PRRSV.

12.-Materiales.

12.1.-Muestras bioldgicas sanguineas.

Se utilizaron 16 muestras sanguineas de lechones de granjas tecnificadas, 8 de los lechones
que mostraban los sintomas caracteristicos del Sindrome Respiratorio y Reproductivo
Porcino, tales como anorexia, ictericia, diarrea, conjuntivitis, caquexia entre otros. Los otros
8 lechones eran animales sanos; se realiz una venopuncion para la obtencion de sangre total
a través de la vena yugular ubicada a un costado de la traquea del cerdo, finalmente por

centrifugacion se obtuvo el suero sanguineo de los animales.

Todos los procesos de manejo y obtencion de muestras para el trabajo fueron hechos bajo las

normas NOM-062-Z00-1999 y NOM-056-Z00-1995.
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12.2.-Péptidos.

Se utilizaron tres péptidos generados a partir de la secuencia de la proteina GP5 del virus
PRRSYV, 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 aminodacidos, que fueran epitopos de reconocimiento para linfocitos T, ademas se
evaluo su antigenicidad, hidrofilicidad, carga, solubilidad y peso molecular. Los pardmetros
evaluados fueron la expresion de TNF-a y la capacidad de inducir la proliferacion de
Linfocitos T. Posteriormente, el disefio se realizdo con base en las dos mejores secuencias

reportadas (Diaz Pifia M., Tesis de Maestria 2021).

12.3.-Linea celular 3D4/31 (ATCC ® CRL-2844™),

Las células 3D4/31 provienen del organismo vivo sus scrofa, (aislados de macréfagos
alveolares del cerdo y que son células diana de PRRSV) el tipo de célula es macrofago
alveolar, con una edad de 27 dias, genero desconocido, con una morfologia de macrofago, y
posee propiedades de crecimiento adherentes, estas células necesitan medio completo: RPMI
1640 con 2mM de L-glutamina conteniendo 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de
glucosa, 10 mM de HEPES, 1.0 mM piruvato de sodio suplementado con 0.1 mM de
aminoacidos no esenciales, 90% de suero bobino fetal. (ATCC 2021). Se utilizaron células

en el pase nimero: XX para los experimentos.

12.4.-Estimulos.

Los estimulos control utilizados en los experimentos fueron Lipopolisacaridos (LPS),
Dexametasona (DEXA), Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNF-a), donde las

concentraciones se indican en la tabla 2 conforme a lo reportado por la literatura.



Tabla 2. Concentracion usada para la estimulacion de células 3D4/31

ESTIMULO CONCENTRACION REFERENCIA
LPS 1pg/mL
DEXA 1pg/mL (Tang et al.,2018)
TNF-A 50 ng/mL (Mastropietro et al., 2015)
GP5T2 Sug/mL (Vashisht et al., 2008)
GP5T3 Spg/mL

12.5.-Reactivos prueba de ELISA.

Kit de ELISA contiene todos los componentes clave para la cuantificacion cuantitativa de la

natural o recombinante TNF-o Humana en un formato ELISA sandwich con un rango de

deteccion de 23 a 3000 pg/ml. El kit consta de los siguientes elementos.

Microplaca de ELISA
Anticuerpo de captura
Anticuerpo de deteccion
Standard

Conjugado de Avidina-HRP
Sustrato liquido ABTS
Buffer de Bloqueo

Buffer de lavado

Diluyente 20x
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Tabla 3. Reactivos para determinacién de TNF-a

Reactivo Descripcion Marca y No. Catalogo

Conejo anti-humano TNF-a  PeproTech; #500-P31A-

Anticuerpo de captura 0.5mg D-manitol EDK

Conejo biotinilado anti-
Anticuerpo de deteccion humano TNF-a + 0.5 mg
D-manitol

PeproTech; #300-01 ABT-
EDK

TNF- o recombinante de
Estandar humano + 2.2mg BSA +  PeproTech; #300-01 A-EDK
11.0 mg D-manitol

Conjugado de Avidina Avidina peroxidasa de PeproTech; #AVIDIN-
HPR rabano picante 18UL

Buffer de lavado PBS 20x PeproTech; Cat. #14200-

075
Buffer de bloqueo Buffer de bloqueo 20x PeproTech; Cat #P-7949
Diluyente Diluyente 20x PeproTech; Cat #3590
Sustrato liquido ABTS Sustrato ABTS PeproTech; Cat. # A3219

12.6.-Obtencion _de proteinas totales a partir de macrdéfagos (Método

buffer RIPA)

El buffer RIPA, es un tamp6n de lisis utilizado para lisar las células y tejidos para ensayos
de radio inmunoprecipitacion (RIPA). Este buffer desnaturaliza los compuestos celulares

gracias a detergentes idnicos como componentes activos y es particularmente util para la
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interrupcion de las membranas nucleares en la preparacion de extractos nucleares, el buffer
puede desnaturalizar las quinasas (Alcaraz C., et al., 1990; Ngoka LC., 2000).
Composicion del buffer RIPA.

e Tris al 50mM conun PH 7.4

e NP-40al 0.5%

e NaClal 100mM

e PMSF al 100mM

¢ Inhibidor de proteasas “complete mini” ROCHE

12.7.-Determinacion de proteinas totales (Ensavos Bradford).

El ensayo de Bradford es un ensayo colorimétrico para determinacion de proteinas. Este
método se basa en el cambio de la absorbencia del colorante Azul Brillante de Coomassie G-
250 que se une a las proteinas, en concreto a los residuos de aminodcidos y a sus bases
aromaticas. El reactivo de Bradford actia de manera no protonada, esta es detectada por la
lectura de absorbancia a 595 nm por espectrofotometria a fin de cuantificar la concentracion
de proteinas. Las interacciones i6nicas e hidréficas estabilizan la forma anidnica del
colorante, causando un cambio visible del color (Mara M., 2018). El ensayo de Bradford

consta de los siguientes reactivos.

e Albumina de suero bovino (BSA) presentaciéon comercial BSA purificada, New
England Biolabs 10mg/ml

e Microplaca de ELISA

e Reactivo de Bradford
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12.8.-EXTRACCION DE RNA METODO TRI reagent®

La solucion TRI Reagent® es un producto patentado por MRC para el aislamiento
simultdineo de ARN, ADN vy proteinas. El reactivo es una version mejorada del popular
método single-step para el aislamiento de ARN total (Chomczynski et al 1994). Es una
solucion monoféasica que contiene fenol con tiocianato de guanidina. TRI Reagent®
proporciona un método confiable, rentable y eficiente de aislamiento de ARN.

Reactivos necesarios para la extraccion de RNA por método TRI reagent®:

e Trizol
e Cloroformo
e Isopropanol
e FEtanol

e Agua ultrapura

12.9.-RT-PCR

La reaccion de RT-PCR se establecio usando el kit RevertAid First Strand cDNA
Thermoscientific (No.Cat. K1622) segiin especificaciones del proveedor. La reaccion se
incubd a 55 ° C durante 1 h para la sintesis del ADNc. Después de la sintesis de ADNc, el
ADN diana se amplifico mediante PCR utilizando los tres pares de primers correspondientes

a tres diferentes orfs de PRRSV.
Reactivos necesarios para RT-PCR:

e RNA templado

e Oligo (dT) primer

e Agua ultrapura

e Reaction buffer

e Ribolock RNase inhibitor (20 u/ ml)
e 10mM dNTP Mix

e RevertAid M-MuLV RT (200 u/ ml)
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13.-Metodologia.

13.1.-Obtencion de muestras sanguineas.

Las muestras sanguineas fueron obtenidas de lechones de entre 3 a 9 semanas a través de
punciodn venosa, se realizo la toma de muestra de sangre periférica, en dos granjas porcicolas.
Siguiendo protocolos estandarizados (anexo I), las muestras fueron tomadas a partir de 16
lechones, 8 de ellos poseian signos y sintomas caracteristicos del PRRS y 8 de ellos no
presentaban ningun signo clinico referente al PRRS. Para confirmar la presencia de PRRSV
se realizd una amplificacion de 3 distintos ORF’s que indican una presencia de latencia
generada por el patdgeno PRRSV obtenidos por RT-PCR (anexo II). Las muestras positivas
a la infeccion fueron rectificadas por un tercero para la confirmacion de la presencia de los
patogenos en las muestras (Anexo IIT). Las muestras negativas a PRRSV fueron tomadas a
partir de 8 animales sanos que no poseian signos ni sintomas de enfermedad, proveniente de
una granja con certificado Libre de ciertos patogenos, entre ellos PRRSV, PCV2 e Influenza
porcina evaluado a través de por PCR, con certificado vigente de buenas practicas emitido
por la Organizaciéon Mexicana de Certificacion Ganadera y Alimentaria A.C (OMECEGA).
Dicha granja esté localizada en Dolores Hidalgo, Guanajuato. La colecta de sangre se realizo
conforme a lo establecido en las normas oficiales mexicanas vigentes: NOM-062-Z0O0-1999
y NOM-056-ZO0-1995. Finalmente, por centrifugacion se separd el paquete celular del

suero y se almacen6 a -80°C hasta su uso.

13.2.-Extraccion de RNA viral y RT-PCR.

Una vez obtenidos los sueros de los animales con los signos clinicos caracteristicos de PRRS
se tom6 una alicuota de suero, se realizd la extraccion de RNA siguiendo el protocolo de
extraccion de RNA TRI reagent ® (anexo IV). Posteriormente se tomd una alicuota y se
cuantifico en el equipo nanoDrop, se verifico que la pureza de esta se encontrara en un rango

de 1.8-2.0 en relacion a el campo de luz visible de 260/280 nm.

Posteriormente se realizo la RT-PCR utilizando la enzima (RevertAid H Minis Reverse
Transcriptase/ Thermo Fisher Scientific ®), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Una vez obtenido el material genético retrotranscrito o cDNA. se realiza una electroforesis

para observar los amplicones generados, a través de un gel de agarosa, las bandas
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amplificadas nos muestran la presencia o ausencia de los ORF’s esto gracias a los cebadores

especificos a PRRSV (anexo II).

13.3.-Sintesis quimica de péptidos.

Los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 se sintetizaron quimicamente a través de un proveedor
externo GenScript. Ellos utilizaron la técnica de Sintesis de Fase Solida. La cudl consiste en
fijar el primer aminodcido a un soporte solido (suele ser de un polimero sintético) y por medio
un proceso ciclico se incorporan los aminoacidos de la secuencia establecida. La sintesis
ocurre en la direccion del grupo carboxilo (C) al amino terminal (N), donde se unira el otro
aminoacido mediante un enlace peptidico. Este proceso se repite hasta que las cadenas de

péptidos son ensambladas.

Al finalizar la sintesis el péptido es purificado por medio de Cromatografia Liquida de Alta
eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) de fase reversa. Posteriormente, la caracterizacion
del péptido se hace por Espectrometria de Masas (MS, siglas en ingles). La prueba de
Solubilidad se realiza diluyendo el péptido sintetizado ya se en agua grado molecular o
DMSO, y se define como insoluble cuando se ha disuelto menos de 0.1 mg/mL (Diaz Pifia

M. 2021).

13.4.-Estimulacion de PAM.

A partir de células provenientes de cultivo celular en la linea 3D4/31 (PAM) se cuantifico la
cantidad de células con la cdmara de Neubauer y el microscopio de lente focal invertido, para
determinar la concentracion de células y asi poder realizar una disolucion y obtener una
concentracion de 1 x10° células. Se sembraron 24h previas a la estimulacién en una placa
de cultivo celular (Corning TM) de 24 pozos con 500 ul de medio completo: Medio RPMI-
1640 (Sigma, # Cat. R5158) con 10% SFB. Para realizar la estimulacion en el medio RPMI
se realizaron las disoluciones necesarias para adicionar cada estimulo (DEXA, TNF- a, LPS,
T1 [GP5T1], T2 [GP5T2] y T3 [GP5T3]) en las concentraciones indicadas (Tabla 2). Una
vez conocida la cantidad de estimulo que se adiciona por pozo, se realiza un triplicado de
cada muestra incubandose por 8h en la incubadora a una atmosfera de aire de 37°C y 5% de

CO,.
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13.5.-Extraccion de proteinas totales de las células 3D4/31.

Para la extraccion de proteinas totales se utilizo el buffer RIPA a una concentracion de 1mM
con inhibidores de proteasa (PMSF y complete mini) partiendo de un stock de 100mM de tal
manera que lise a las células, pero no a las proteinas presentes. Se utilizd este buffer para
despegar las células de una placa de cultivo celular de 24 pozos, con la finalidad de obtener
el lisado celular, a cada pozo se le agrego 100 pl de inhibidores de proteasas, una vez
recuperando el lisado en tubos Eppendorf de 0.6 ml se almacenaron por 24h en
ultracongelacion (-80°C). Posteriormente se realizé una centrifugacion de cada muestra a 1
min por 12000 rpm. Recuperando el sobrenadante que contiene la proteina total soluble y
desechando la pastilla celular. La forma correcta de almacenado del sobrenadante es en

ultracongelacion.

13.6.-Cuantificacion de proteina total por método de Bradford.

Los ensayos de Bradford consisten en métodos colorimétricos de proteinas totales, se realiza
una diluciéon de albumina de suero bovino (BSA) a partir de la presentacion comercial de
BSA New England Biolabs 10mg/ml a una concentracion stock de 100 pg/ml para realizar
una curva de calibracion. Se prepara la curva de calibracion y las muestras por duplicado en

placa de 96 pozos (Plate 96-well Sarstedt).

Tabla 4. Curva de calibracion de Bradford con albumina de suero bovino (BSA)

ng de BSA ul de BSA [100 ul de agua ul de reactivo | Volumen final
pg/mlj destilada de Bradford por pozo

CURVA PATRON

0 0 100 100 200

1 10 90 100 200

2 20 80 100 200

4 40 60 100 200

6 60 40 100 200

8 80 20 100 200
MUESTRAS 1y 99 100 200
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Posteriormente se le agrego 1 pl de cada muestra a analizar de las extracciones de proteina

con los diferentes estimulos para determinar la cantidad de proteina presente por pg de BSA.

13.7.-Determinacion de la expresion de TNF-a.

Para la determinacion de TNF-a se realizaron Ensayos Inmuno Absorbentes Ligados a
Enzimas (ELISA) tipo sadndwich. El kit de ELISA se utiliza para la determinacion
cuantitativa de proteinas secretadas como citocinas y quimiocinas, también como proteinas
intracelulares sefializadoras. El kit de Human TNF-a Mini ABTS ELISA contiene los
componentes clave requeridos para la cuantificacion de la natural y recombinante Human
TNF-a en un formato ELISA sandwich. Siguiendo las recomendaciones del proveedor, se
realizé la preparacion de la placa de ELISA de 96 pozos, fijando el anticuerpo de captura, se
incuba por al menos 12h a una temperatura ambiente, fijando asi el anticuerpo al pozo.
Posteriormente, se afiade un buffer de bloqueo evitando asi las uniones inespecificas con

otras proteinas, este se incuba por 1h a temperatura ambiente.

Para la preparacion de la curva del estdndar se realiza una dilucion seriada partiendo de
3000pg/ml hasta cero en diluyente, realizando un triplicado por cada muestra estandar. Para
las muestras previamente se realizo la cuantificacion de proteina total, con la finalidad de
afiadir la misma cantidad de proteina a cada pozo (tabla 4) una vez afadida la muestra se
incuba por 2h a temperatura ambiente. De los datos obtenidos se agregaron 10ul para la

evaluacion del kit.

La curva de calibracion se prepard mediante diluciones el anticuerpo de captura en una
concentracion 1.0 pg/ml. Adicionando 100 pl por cada pozo en la microplaca de ELISA, esta
se fija a la placa por alrededor de 12h. Una vez fijado el anticuerpo de captura se lava por
pozo utilizando el buffer de lavado. Una vez lavada la placa se afiade 300 ul de buffer de
bloqueo a cada pozo, evitando asi las uniones inespecificas, este buffer se dejo incubando
por 1h. el proceso de lavado se repite una vez mas. A partir del “Standard” se realiz6 una

disolucion de 3000 pg/ml hasta cero en diluyente.
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Para la deteccion de TNFa, se utilizd un anticuerpo de deteccion en diluyente a una
concentracion de 0.50 pg/ml. Anadiendo a cada pozo 100 pl por pozo, dejando incubar por
2h a temperatura ambiente, de tal manera que el anticuerpo ya fijado a la placa sufra una
biotinizacion esta se deja incubar por 2h. Posteriormente se realizé un lavado y se adiciono
una disolucion del conjugado Avidin HRP en una concentracion 1:2000 en diluyente hasta
un volumen de 11ml, se afiade 100 pl por pozo y se incubd por 30 minutos. Posteriormente
se repitio el proceso de lavado, y se afiadio el sustrato liquido ABTS a 100 pl por pozo, y se
dej6 incubar unos minutos a temperatura ambiente, comenzando a mostrar un cambio de
color, la lectura fue realizada a través de un microlector de placas de ELISA con una longitud
de onda de 405 nm con una correccion a 650 nm, las curvas del standard fueron obtenidas
gracias a la densidad optica (D.O.) y las muestras a analizar fueron leidas por 30 minutos, en

intervalos de 5 minutos.

13.8.-Analisis estadistico

Se utiliz6 el software GranphPad Prism, V6, este software fue utilizado para el procesamiento

de datos, analisis estadisticos, y produccion de graficas de resultados obtenidos.

Para el modelo in vivo se utilizo el andlisis estadistico, ANOVA de una via, el andlisis pos-

hoc con prueba de T-student. El * indica diferencia significativa, con valor de P< 0.05

Para el modelo in vitro. Los tratamientos se realizaron por triplicado y se analizaron en dos
experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via y prueba
pos hoc de Tukey. El * en las graficas indica diferencia significativa, con valor de P< 0.05;

** indican una P<0.001. y *** indican P<0.0001.
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14.-Resultados.

Se utiliz6 el modelo in vivo en porcinos. Para la evaluacion de la citocina, TNF-a se realizo
un ensayo tipo ELISA sandwich en el cual se analizaron 16 muestras de animales, 8 animales
positivos a la infeccion por PRRSV y 8 muestras negativas a la infeccion por PRRSV. Los
datos de las pruebas de diagnostico se encuentran en los anexos I y II. La prueba de ELISA
tiene un rango de deteccion de esta citocina de 23 hasta 3000 pg/ml de la proteina. Todas las

muestras fueron realizadas por duplicado siguiendo las recomendaciones de la norma

ISO10993-5 (Figura 6).

1000

500 o ]

TNF-a (pg/ml)

-500- T T
Negativos Positivos

Suero de lechones

Figura 6. Analisis de TNF-a en sueros porcinos positivos y negativos a la infeccién por PRRSV. A partir
de los sueros positivos y negativos a la infeccion por PRRSV se realiz6 el analisis de TNF-o. Se observo una
disminucion significativa de la expresion de TNFa en los cerdos positivos a PRRSV. Los datos se analizaron
con ANOVA de una via, el analisis pos-hoc con prueba de T-student. El * representa un valor de P<0.05 con
respecto a los sueros de lechones negativos. N=8
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De los analisis obtenidos se observo que la expresion de TNF-a, fue menor en los animales
infectados, en comparacion con los animales sanos. Este dato corresponde a lo que se ha
mostrado anteriormente en la literatura, en relacion con la capacidad de los virus de inhibir
la expresion de citocinas proinflamatorias y con funciones antivirales tal como lo es TNFa.
Modulando asi la expresion de los procesos inmunitarios en las células encargadas de la
respuesta inmunitaria en este contexto, actualmente se llevan a cabo estudios para determinar
si las vias de sefializacion tales como NFAT, CREB y el factor nuclear NFx-f, podrian estar

involucradas (Beura et al., 2009; Chen et al., 2009; Kim et al., 2010).

Por otro lado, para el modelo in vitro, se utilizaron macréfagos alveolares de cerdo. Las
células fueron tratadas con diversos estimulos individualmente, realizado este proceso por
triplicado en tres experimentos independientes. Los estimulos utilizados fueron: Control;
células sin tratamiento, Dexametasona (DEXA); células tratadas con un firmaco anti-
inflamatorio, Lipopolisacaridos (LPS); células fueron tratadas con restos bacterianos
precursores de la inflamacion, TNF-a; células tratadas con la citocina proinflamatoria
caquectina, GP5T1, GP5T2 y GP5T3; células tratadas con 3 péptidos disefiados a partir de la
proteina GP5 del virus PRRSV. Una vez pasadas 8 horas de tratamiento a los PAM con los
diversos estimulos, se realiz6 la extraccion de proteinas totales con ayuda del Buffer de lisis
(RIPA + inhibidores de proteasas), una vez obtenida las muestras lisadas se almacenan en
ultracongelacion. Cabe destacar que las concentraciones de los tratamientos utilizadas fueron
descritas con anterioridad en (Pifia- Diaz et al., Tesis de Maestria 2021), quien realizé un

analisis dosis-dependiente, para optimizar el uso de estos.

Para la cuantificacion del lisado celular, provenientes de cultivo celular, se realizd la
cuantificacion de proteinas totales en cada muestra, a través de método de Bradford. Se
determind la concentracion de proteinas totales en relacidon con una curva de calibracion
elaborada mediante software estadisticos, utilizando una proteina conocida como lo es la
BSA contra la cantidad de proteina desconocida. La concentracion de proteinas en el lisado

celular se utilizé como factor de correccion de carga (Figura 7).
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Figura 7. Curva de calibracion de albumina de suero bovino (BSA). Curva de calibracion de concentracion
conocida de 10 pg de proteina (BSA), esta se interpola contra la concentracion desconocida obtenida de proteina
total de células provenientes de cultivo celular, con la finalidad de determinar la cantidad de proteina total
presente, obtenida de lisado celular de PAM. Se calculd realizando una regresion lineal; R? 0.95. La
interpolacion fue realizada mediante la ecuacion Y = 0.03128*X + 0.3398.

Para la evaluacion de TNF-a se utilizo el kit comercial Human TNF- a Mini ABTS ELISA
Development. La curva de calibracion se preparé mediante diluciones el anticuerpo descritas

en la metodologia.
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Figura 8. Curva de calibracién del Estindar TNF-a. Curva de calibracion de concentracion de Standard
conocida de 3000 pg/ml hasta cero, esta se interpola contra la concentracién desconocida de las muestras a
analizar provenientes de lisado de cultivo celular obtenida de proteina total de células provenientes de cultivo
celular, con la finalidad de determinar la cantidad de la citocina TNF-a presente. Se calcul6 realizando una
regresion lineal; R?= 0.98. La interpolacion fue realizada mediante la ecuacion Y = 0.0002836*X + 0.1646.

35



Tal como se indica en la curva de calibracion, las condiciones de la muestra fueron adecuadas
para su posterior evaluacion. Para la deteccion de TNFa, se siguieron las indicaciones del

fabricante del Kit de ELISA, los resultados de muestran en la (Figura 9).
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Figura 9. Expresion de TNF-a en células 3D4/31. Las cé¢lulas 3D4/31 fueron tratadas con diferentes
estimulos. Los estimulos utilizados fueron; Control (sin estimulo); DEXA (1 pg/ml); TNF-a (50 pg/ml); LPS
(1 pg/ml); Péptidos: GP5T1 (1 pg/ml); GPST2 (1pg/ml); GP5T3 (1pg/ml). Los tratamientos se realizaron por
triplicado y se analizaron en dos experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA de
una via y prueba pos hoc de Tukey. El * indica diferencia significativa, con valor de P< 0.05 ; ** indican una
P<0.001. y *** indican P<0.0001.

Todos los estimulos presentados ante los PAM tuvieron una activacion de la citocina TNF-
a, de acuerdo con los analisis estadisticos por medio de la prueba de Tukey. De tal manera,
que en comparacion al Control (células sin estimulo) DEXA no es significativo de control;
Las células control comparadas con TNF-a si presentaron una valor significativo en presencia
de TNF-o; Las células control contra los Lipopolisacaridos no mostraron un valor
significativo en comparativa a las células sin estimulo; Las células control en comparativa
con las células estimuladas con los péptidos derivados de la proteina GP5 del virus PRRS

mostraron una significancia alta en comparativa a las células control, en el orden
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GP5T3>GP5T2>GP5T1. La determinacion de esta se realizo siguiendo las recomendaciones
de la norma ISO-10993-5. Los péptidos sintéticos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 mostraron una

induccion de la expresion de TNF-a.
15.-Discusion

El virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino es un patégeno que afecta a los
porcinos en diferentes etapas de la vida, este patdgeno cobra importancia, porque genera
cuantiosas pérdidas a los productores de porcinos. La mortalidad en lechones asociada a la
presencia del PRRSV llega a ser hasta del 100%. Por otro lado, los animales infectados por
PRRSV que sobreviven, muestran retraso en el crecimiento, mientras que las cerdas
reproductoras gestan cerdos momificados, mortinatos y nacidos débiles. La prevencion de
este virus patogeno es primordial para todo productor porcino a nivel mundial. El método
mas empleado para la prevencion de enfermedades virales es la vacunacion, partiendo de
modelos vacunales clasicos que constan de virus atenuados o inactivados (Montaner-Trarbes
et al., 2019). En el mundo se cuenta con vacunas que contienen el PRRSV atenuado. Sin
embargo, no son utilizadas ampliamente porque se ha descrito que el virus vacunal puede
recuperar la virulencia, el cual llega a ser mas agresivo que las cepas silvestres (Zhou et al,

2018).

En afios recientes se han realizado investigaciones para dilucidar la participacion de epitopos
de reconocimiento de Linfocitos T, presentes en la proteina GP5 del virus PRRSV, sin
embargo, a la fecha, poco se conoce sobre su participacion en la modulacion de la respuesta

del macrofago.

En trabajos previos en el grupo de trabajo, se identificaron y se sintetizaron quimicamente
tres péptidos derivados de la proteina GP5, denominados GP5T1, GP5T2 y GP5T3, los cuales
de acuerdo con andlisis in silico mostraron ser probables epitopos de reconocimiento de
linfocitos T. Dos de los tres péptidos evaluados en este trabajo (GP5T1 y GP5T2), fueron
disefiados partiendo de fragmentos virales que ayudan al reconocimiento para linfocitos T y
seleccionados de un conjunto de 96 pentadecapeptidos extraidos a partir de la proteina GP5
del virus PRRSV (Vashisht y colaboradores 2008). Por su parte GP5T3, este compuesto por
los péptidos GP5T1 y GP5T2 (Pifia-Diaz, et al, Tesis de Maestria 2021). En el trabajo
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realizado previamente por Diaz-Pifa., et al (2021), se evalud la capacidad de los tres péptidos
mencionados, de modular la expresion del ARNm de macréfagos de raton y de inducir la
polarizacion de éstos mismos. Los datos sugirieron que los tres péptidos fueron capaces de
inducir la activacion de macréfagos alveolares de raton hacia el fenotipo M1, de manera
similar al estimulo con TNF-a. Sugiriendo que la induccion del ambiente proinflamatorio

favorece la polarizacion al fenotipo M1 de macrdofagos.

Los datos descritos en macrofagos de raton, dieron la pauta para la investigacion en el modelo
porcino, por tanto, resultd interesante comparar la expresion de TNFa tanto en los
macrofagos porcinos tratados con péptidos virales que mostraron ser suficientes para
desencadenar la expresion de citocinas pro-inflamatorias y contrastar con la expresion del

mismo marcador en animales infectados.

Las pruebas fueron realizadas mediante deteccion del ensayo de ELISA. Una de las
dificultades que se encontraron es que los proveedores de anticuerpos y métodos de
inmunodeteccion para muestras de cerdos son escasos. Por tanto, previo a la experimentacion
se realizd un analisis de homologia entre la secuenciacion nucleotidica de TNF-o de sus
scrofa descrita en Genbank (anexo 5), versus TNFa humano, provisto en el de Kit Human
TNF-a Mini ABTS ELISA Development Kit (anexo 6). Los datos mostraron un valor del

81%, superando la homologia minima requerida para la inmunodeteccion, ver anexo 7.
b

Los datos mostraron que los péptidos GP5T1, GP5T2, y PG5T3 fueron capaces de activar la
expresion de TNF-a en los macrofagos de cerdo, en el orden GP5ST3>GP5T2>GP5T1. Lo
cual robustece la hipdtesis de que dichos péptidos son capaces de activar una respuesta
inflamatoria y sugiere su participacion en el reconocimiento del patdogeno y el despliegue de
la respuesta inmune mediada por células. El péptido GP5T3 favorecié una mayor expresion
de TNF-a, superando a la expresion producida por el mismo TNF-a, sugiriendo un efecto

sinérgico cuando se utilizan ambos epitopos.

Por otro lado, en porcinos naturalmente infectados por el virus PRRSV, se mostr6 que TNF-
a se encuentra suprimido en animales positivos a PRRSV, en concordancia con los datos de
la literatura. Los animales positivos a PRRSV, en comparacion, con los animales control,

mostraron una disminucion estadisticamente significativa de TNF-a, ver figura 6. Sugiriendo
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que la expresion de factor de TNF-a se ve comprometida durante la infeccion por PRRSV.
Esta desregulacion en la expresion de TNF-a, podria condicionar para la respuesta eficiente
de Interferon gamma (INF-y), el cual constituye una de las mdas importantes moléculas
antivirales. De hecho, se ha descrito que la expresion de INF-y es estimulada por IL-12 y
TNF-a (Gémez-Laguna et al., 2010), en consecuencia, se podrian ver afectadas las funciones

de los Linfocitos T y B.

El TNF-a posee funciones quimio tacticas que pueden ayudar a la activacion tanto autocrina
como paracrina de las células y la produccion de diversas quimiocinas y citocinas, de tal
manera que podria desencadenar una respuesta inmunologica antiviral especializada a células
T. El estudio cobra gran relevancia al realizarse en las células diana del patogeno,
respondiendo de manera positiva a la induccion del factor de necrosis tumoral, ya que, en
comparativa con la activacion de las células con los diversos estimulos, mostr6 el aumento
en la expresion de TNFa, favorecida por la presencia de péptidos derivados de una de las
proteinas virales que conforma el complejo proteico a través del cual el virus se une al
receptor CD163 del macréfago. Tomando en consideracion estos datos en conjunto, estos
datos podrian contribuir para el desarrollo de inmundgenos que ayuden a la prevencion de la

infeccion de este patdgeno.

16.-Conclusion

Los animales infectados con PRRSV generalmente sufren dafios de caracter respiratorio y
reproductivo, debido a la capacidad del virus de evadir la respuesta del sistema inmunolégico
del hospedero. Por primera vez, se mostrd evidencia que indica que los péptidos GP5T]1,
GP5T2 y GP5T3 derivados de la proteina GP5 del PRRSV, son suficientes para favorecer la
expresion de TNF-a. Por otro lado, resulta interesante que, en animales naturalmente
infectados por el PRRSV, la expresion de TNF-a, se encuentra suprimida, en concordancia
con la literatura en la que se ha mostrado que la proteina Nspl del PRRSV es la responsable
de dicha supresion. Se requeriran estudios adicionales para investigar si la inmunizacion de
porcinos con los péptidos aqui descritos, solos o en conjunto con otros epitopos, son capaces
de favorecer la expresion de TNF-a y citocinas proinflamatorias en porcinos y si dicha

regulacion despliega la respuesta inmune antiviral fuerte y sostenida.
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18.-Anexos

18.1.-Anexo 1.

Protocolo de muestra para cerdos y encuesta aplicada a la granja PRRSV +
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18.2.-Anexo I1.

Sueros positivos a PRRSV deteccion por RT-PCR y Electroforesis
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18.3.-Anexo I11.

Resultados de los andlisis enviados a laboratorio de un tercero para la identificacion de

microrganismos del CRP presentes en la granja experimental (Calderén Rico, F., 2021).
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18.4.-Anexo IV.

. Protocolo de extraccion de RNA por método TRI reagent ®

EXTRACCION DE RNA METODO TRI reagent®

Antes de iniciar encender la centrifuga refrigerada 4°C y baiio maria a 65°C
1. Preparar solucién de células 1- 10 X10°
2. Obtener pellet, centrifugar 5min/2000rpm.
3. Adicionar 600l de Trizol, disgregar el pellet con pipeta.

4, - REVCO (- 80°C) ------- reposar 30 min. (mezcla estable hasta 1 mes).

5. Descongelar rapido y vortex

Vortex hasta disolver todo

Adicionar 200pl de Cloroformo (al 99%).
Tapar y mezclar por inversion vigorosamente 15 seg.

. Reposar 3 min. a T® ambiente

© © N o

Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min. a 4°C
10. Transferir la fase acuosa (Parte de arriba del tubo) a un Tubo nuevo. (Evitar tocar la interface)
0JO: transferir % de la fase acuosa, porgue si se intenta pasar toda la fase baja la

pureza del RNA.

11. Adicionar un volumen de 200 - 300pl de Isopropanol (al 99%), (volumen igual al recuperado en
la fase acuosa)

12. Tapar y mezclar por inversion vigorosamente (precipitara el RNA).

13. Reposar 4 min. a T ambiente

14. Centrifugar a 12,000 rpm por 20 min. a 4°C (el botdn contiene el RNA).

15. Desechar el sobrenadante cuidadosamente (cuidado, pellet trae el RNA).

16. Adicionar 1ml. de Etanol (al 70%) frio. Por la pared

17. Dar vueltas al tubo para lavarlo (cuidado)

18. Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min. a 4°C

19. Desechar el sobrenadante cuidadosamente (cuidado, pellet trae el RNA).

20. ----Dejar secar 20 minutos. --------— (no dejar que seque totalmente)
21. Agregar agua 10 - 30pl (10-pellet pequefio 6 30- pellet grande)
22. Vortex ligero



18.5.-Anexo V.

Secuenciacion genética del factor de necrosis tumoral alphan; NCBI Reference Sequence:
NM_214022.1 obtenido de GenBank

Secuenciacion nucleotidica del Factor de necrosis tumoral de Sus Scrofa (mRNA) obtenido
de GenBank; Reference Sequence: NM_212022.1

CCCAGAGTGAGGACACCAGGGGACCAGCCAGGAGAGAGACAAGCCATCTCCAGGACCCCCTAGAAATAAC
CTCTCAGAAGACACACCCCCGAACAGGCAGCCGGACGACTCTCTCCCTCTCACACGCTGCCCCGGGGLGL
CACCATCTCCCAGCTGGACCTGAGCCCCTCTGAAAAAGACACCATGAGCACTGAGAGCATGATCCGAGAC
GTGGAGCTGGCGGAGGAGGCGCTCGCCAAGAAGGCCGGGGGCCCCCAGGGCTCCAGGAGGTGCCTGTGCC
TCAGCCTCTTCTCCTTCCTCCTGGTCGCAGGAGCCACCACGCTCTTCTGCCTACTGCACTTCGAGGTTAT
CGGCCCCCAGAAGGAAGAGTTTCCAGCTGGCCCCTTGAGCATCAACCCTCTGGCCCAAGGACTCAGATCA
TCGTCTCAAACCTCAGATAAGCCCGTCGCCCACGTTGTAGCCAATGTCAAAGCCGAGGGACAGCTCCAAT
GGCAGAGTGGGTATGCCAATGCCCTCCTGGCCAACGGCGTGAAGCTGAAAGACAACCAGCTGGTGGTGCC
GACAGATGGGCTGTACCTCATCTACTCCCAGGTCCTCTTCAGGGGCCAAGGCTGCCCTTCCACCAACGTT
TTCCTCACTCACACCATCAGCCGCATCGCCGTCTCCTACCAGACCAAGGTCAACCTCCTCTCTGCCATCA
AGAGCCCTTGCCAGAGGGAGACCCCCGAGGGGGCCGAGGCCAAGCCCTGGTACGAACCCATCTACCTGGG
AGGGGTCTTCCAGCTGGAGAAGGATGATCGACTCAGTGCCGAGATCAACCTGCCCGACTATCTGGACTTT
GCTGAATCTGGGCAGGTCTATTTTGGGATCATTGCCCTGTGAGGGGGCAGGACATCCGTTCCCTCCCCTG
TCCATCCCTTTATTATTTTACTCCTTCAGACCCCCTCACGTCCTTCTGGTTTAGAAAGAGAATGAGGGGC
TGGGGACTGGGCTCCAAGCTTAAAACTTTAAACAACAACAGCAACACTTAGAAATCAGGGATTCAGGGAT
GTGTGGCCTGGACAACCAGGCACTGACCACCACCAAGAATTGGAACTGGGGCTTCCAGACTCGCTGGGGT
CCTTGGGTTTGGATTCCTGGATGCAACCTGGGACATCTGGAATGTGGCTGCCAGGGAAGCTTGGGTTCCA
ATCGGAATACTTCAGAACATTCCTTGAGAAGATTTCACCTCAATCTTGATGACTTTTTAGGCTTCCCTTT
CTTCCAATTTTCCAGACTTCCCTGGGATGGGGAGCCCAGCCCCAAACCCCACAGGCCAGCTCCCTCTTAT
TTATATTTGCACTTGGCATTATTATTTATTTATTTATTTATTATTTATTTACTAGTGAATGTATTTATTC
AGGAGGGCGAGGTGTCCTGGGAGACCCAGCATAAGGGCTGCCTTGGTTCAGATGTGTTTTCTGTGAAAAC
GGAGCTGAACTGTAGGTTGCTCCCACCTGGCCTCCTAGCCTCTGTGCCTCCTTTTGCTTATGTTTTTAAA
AACAAATATTTATCTGATCGAGTTGTCTAAATAATGCTGATTTGGTGACTAACTTGTCGCTACATCGCTG
AACCTCTGCTCCCCAGGGGAGTTGTGTCTGTAACCGCCCTACTGGTCAGTGGCGAG



18.6.-Anexo VI

Secuenciacion genética de Homo sapiens de cromosoma 6, GRCh38 de primer ensamble ID
del gen:7124 (peprotech). NCBI Reference Sequence: NC_000006.12 obtenido de Genbank.

Secuenciacion nucleotidica de cromosoma recombinante utilizado en la proteina TNF-a de
humano utilizada por Prepotech.

AGCAGACGCTCCCTCAGCAAGGACAGCAGAGGACCAGCTAAGAGGGAGAGAAGCAACTACAGACCCCCCC
TGAAAACAACCCTCAGACGCCACATCCCCTGACAAGCTGCCAGGCAGGTTCTCTTCCTCTCACATACTGA
CCCACGGCTCCACCCTCTCTCCCCTGGAAAGGACACCATGAGCACTGAAAGCATGATCCGGGACGTGGAG
CTGGCCGAGGAGGCGCTCCCCAAGAAGACAGGGGGGCCCCAGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTTCCTCAGCC
TCTTCTCCTTCCTGATCGTGGCAGGCGCCACCACGCTCTTCTGCCTGCTGCACTTTGGAGTGATCGGCCC
CCAGAGGGAAGAGGTGAGTGCCTGGCCAGCCTTCATCCACTCTCCCACCCAAGGGGAAATGGAGACGCAA
GAGAGGGAGAGAGATGGGATGGGTGAAAGATGTGCGCTGATAGGGAGGGATGGAGAGAAAAAAACGTGGA
GAAAGACGGGGATGCAGAAAGAGATGTGGCAAGAGATGGGGAAGAGAGAGAGAGAAAGATGGAGAGACAG
GATGTCTGGCACATGGAAGGTGCTCACTAAGTGTGTATGGAGTGAATGAATGAATGAATGAATGAACAAG
CAGATATATAAATAAGATATGGAGACAGATGTGGGGTGTGAGAAGAGAGATGGGGGAAGAAACAAGTGAT
ATGAATAAAGATGGTGAGACAGAAAGAGCGGGAAATATGACAGCTAAGGAGAGAGATGGGGGAGATAAGG
AGAGAAGAAGATAGGGTGTCTGGCACACAGAAGACACTCAGGGAAAGAGCTGTTGAATGCCTGGAAGGTG
AATACACAGATGAATGGAGAGAGAAAACCAGACACCTCAGGGCTAAGAGCGCAGGCCAGACAGGCAGCCA
GCTGTTCCTCCTTTAAGGGTGACTCCCTCGATGTTAACCATTCTCCTTCTCCCCAACAGTTCCCCAGGGA
CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTGGCCCAGGCAGTCAGTAAGTGTCTCCAAACCTCTTTCCTAATTCTGGGT
TTGGGTTTGGGGGTAGGGTTAGTACCGGTATGGAAGCAGTGGGGGAAATTTAAAGTTTTGGTCTTGGGGG
AGGATGGATGGAGGTGAAAGTAGGGGGGTATTTTCTAGGAAGTTTAAGGGTCTCAGCTTTTTCTTTTCTC
TCTCCTCTTCAGGATCATCTTCTCGAACCCCGAGTGACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTAGGTAAGAGCTC
TGAGGATGTGTCTTGGAACTTGGAGGGCTAGGATTTGGGGATTGAAGCCCGGCTGATGGTAGGCAGAACT
TGGAGACAATGTGAGAAGGACTCGCTGAGCTCAAGGGAAGGGTGGAGGAACAGCACAGGCCTTAGTGGGA
TACTCAGAACGTCATGGCCAGGTGGGATGTGGGATGACAGACAGAGAGGACAGGAACCGGATGTGGGGTG
GGCAGAGCTCGAGGGCCAGGATGTGGAGAGTGAACCGACATGGCCACACTGACTCTCCTCTCCCTCTCTC
CCTCCCTCCAGCAAACCCTCAAGCTGAGGGGCAGCTCCAGTGGCTGAACCGCCGGGCCAATGCCCTCCTG
GCCAATGGCGTGGAGCTGAGAGATAACCAGCTGGTGGTGCCATCAGAGGGCCTGTACCTCATCTACTCCC
AGGTCCTCTTCAAGGGCCAAGGCTGCCCCTCCACCCATGTGCTCCTCACCCACACCATCAGCCGCATCGC
CGTCTCCTACCAGACCAAGGTCAACCTCCTCTCTGCCATCAAGAGCCCCTGCCAGAGGGAGACCCCAGAG
GGGGCTGAGGCCAAGCCCTGGTATGAGCCCATCTATCTGGGAGGGGTCTTCCAGCTGGAGAAGGGTGACC
GACTCAGCGCTGAGATCAATCGGCCCGACTATCTCGACTTTGCCGAGTCTGGGCAGGTCTACTTTGGGAT
CATTGCCCTGTGAGGAGGACGAACATCCAACCTTCCCAAACGCCTCCCCTGCCCCAATCCCTTTATTACC
CCCTCCTTCAGACACCCTCAACCTCTTCTGGCTCAAAAAGAGAATTGGGGGCTTAGGGTCGGAACCCAAG
CTTAGAACTTTAAGCAACAAGACCACCACTTCGAAACCTGGGATTCAGGAATGTGTGGCCTGCACAGTGA
AGTGCTGGCAACCACTAAGAATTCAAACTGGGGCCTCCAGAACTCACTGGGGCCTACAGCTTTGATCCCT
GACATCTGGAATCTGGAGACCAGGGAGCCTTTGGTTCTGGCCAGAATGCTGCAGGACTTGAGAAGACCTC
ACCTAGAAATTGACACAAGTGGACCTTAGGCCTTCCTCTCTCCAGATGTTTCCAGACTTCCTTGAGACAC
GGAGCCCAGCCCTCCCCATGGAGCCAGCTCCCTCTATTTATGTTTGCACTTGTGATTATTTATTATTTAT
TTATTATTTATTTATTTACAGATGAATGTATTTATTTGGGAGACCGGGGTATCCTGGGGGACCCAATGTA
GGAGCTGCCTTGGCTCAGACATGTTTTCCGTGAAAACGGAGCTGAACAATAGGCTGTTCCCATGTAGCCC
CCTGGCCTCTGTGCCTTCTTTTGATTATGTTTTTTAAAATATTTATCTGATTAAGTTGTCTAAACAATGC
TGATTTGGTGACCAACTGTCACTCATTGCTGAGCCTCTGCTCCCCAGGGGAGTTGTGTCTGTAATCGCCC
TACTATTCAGTGGCGAGAAATAAAGTTTGCTTAGAAAAGAAA



18.7.-Anexo VII.

BLAST de homologia realizado a las bases nucleotidicas presentes en las proteinas,
utilizadas para la determinaciéon de TNFa teniendo un parentesco de homologia del 81%.
Obtenido de: National Center for Biotechnology information.

Secuencia de identidad entre TNFa contra la proteina recombinante humana.
ID secuencia: Query 25193; indentidad: 992/1223 (81%)

|
Query 478 AAGCCOAGREACAGCTCCAATEECAGAGTGEETATGCCAATGCCCTCCTEEOCAACGGCE 529

Shjct 1561 AAGCTGAGGEGCAGCTCCAGTGECTGAACCGLCGEECCAATGCCCTCCTGROCAATEGRCG 1628

Query 538 TEAAGCTOAAAGACAACCAGCTGETGETGCCOACAGATGGECTATACCTCATCTACTCCC 589

Shjct 1621 TGGAGCTGAGAGATAACCAGCTGGTGETGCCATCAGAGGGCCTGTACCTCATCTACTCCC 1688

Query 598 AGGTCCTCTTCAGGEECCAAGRCTEGCCCTTCCACCAACGTTTTCCTCACTCACACCATCA 649

shjct 1681 AGGTCCTCTTCAAGGGCCAAGECTGCCCCTCCACCCATAGTGCTCCTCACCCACACCATCA 1748

Query 658 GCCATCAAGAGCCCTT  7aes

shjet 1741 TGCCATCAAGAGCCCCT 1388

Query 718 GCCAGAGGRAGACCCCCOAGGREECCOAGECCAAGCCCTOETACGAACCCATCTACCTGE 769

shjet 1801 AGAGGGAGACCCCAGAGGEEGCTEAGGCCAAGCCCTGETATGAGCCCATCTATCTGE 1868

Query 778 GGGETCTTCCAGCTGEAGAAGGATGATCGACTCAGTGCCGAGATCAACCTGCCCGACT 829
|||||||||||||||||||||||| B R |

shjet 1861 CTGGAGAAGGGTGACCGACTCAGCGCTGAGATCAATCGGCCCGACT 1928

Query 838 ATCTGEACTTTECTEAATCTGRGCAGGTCTATT T TEREATCATTGCCCTGTEAGGGGGCA 889

shjct 1921 ATCTCGACTTTGCCGAGTCTGGGCAGGTCTACTTTGGGATCATTGCCCTGTGAGGAGGAC 1938

Query 898 GOACATCCG---TTCCOC------- TCCCCTATCC--ATCCCTTTATTATTTTACTCCTTC 937

Shjct 1981 GAACATCCAACCTTCCCAAACGCCTCCCCTGOCCCAATCCCTTTATTACCCC-CTCCTTC 2839

Query 938 AGACCCCCTCA-CATCCTTCTGAT T TAGAAAGAGAATEGAGEOOCTG-GEEACTGEECTCC 995

Shjct 2848 AGACACCCTCAACCT-CTTCTGGCTCAAAAAGAGAATTGEGGGCTTAGGETCGGAAC-CC 2897

Query 996 AAGCT TAAAACT T TAAACAACAACAGCAACACT TAGAAATCAGGEAT TCAGGEATETGTG 1855

Shjct 2898 AAGCTTAGAACTTTAAGCAACAAGACCACCACTTCGAAACCTGGGEATTCAGGAATGTGTG 2157

Query 1856 GCCTGEACAACCAGGCACTEACCACCACCAAGAATTOOAACTGAREECTTCCAGA-CTCGC 1114

Shjct 2158 GCCTGCACAGTGAAGTGCTGGCAACCACTAAGAATTCAAACTGEGGGCCTCCAGAACTCAC 2217

Query 1115 ToGEGETCCTTGEGTTTGGATTCCTGEATGCAACCTEEOACATCTGRAATETEOCTGCCAG 1174

Shjct 2218 TGGGEG-CCTACAGCTTTGATCCCTG-A--CATC-TGG-A-ATCTGGA--GA--C--C-AG 2263

Query 1175 GGAAGCTTGGGTTCCAATCGGAATACTTCAGAACATTCCTTGAGAAGATTTCACCTCAAT 1234

Sbjct 2264 GGAGCCTTTGGTTCTGGCCAGAATGCTGCAGGA----- CTTGAGAAGACCTCACCTAGAA 2318

Query 1235 CTTGA------ TG-ACTTTTTAGGCTTCCCTTTCTTCCA-AT-TTTCCAGACTTCCCTGG 1285

Shjct 2319 ATTGACACAAGTGGACCTT--AGGCCTTCCTCTCT-CCAGATGTTTCCAGACTTCCTTGA 2375

Query 1286 GATGGGGAGCCCAGCCCCAAACCCCACAG-GCCAGCTCCCTCttatttatatttgecactt 1344

Shjct 2376 GACACGGAGCCCAGCCCT---CCCCATGOAGCCAGCTCCCTC-TATTTATGTTTGCACTT 2431

Query 1345 ggcattattatttatttatttatttattattitatttaCTAG-TGAATGTATTTATTCAGG 1483

Shjct 2432 GTGATTATTTATTATTTATTTATTATTTATTTATTTAC-AGATGAATGTATTTATTITGGG 2498

63
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Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1404

2491

1464

2551

1524

2611

1584

2667

1644

2725

AGGGCGAGGTGTCCTGGGAGACCCAGCATAAGGGCTGCCTTGGTTCAGATGTGTTTTCTG

AGACCGGGGTATCCTGGGGGACCCAATGTAGGAGCTGCCTTGGCTCAGACATGTTTTCCG

TGAAAACGGAGCTGAACTGTAGGTTGCTCCCACCTGGCCTCCTAGCCTCTGTGCCTCCTT

FECEEEEEEEEEEEEEr  eeer e Ceeer b ret fEE FEEEERe iy il
TGAAAACGGAGCTGAACAATAGGCTGTTCCCATGTAGCCCCCTGGCCTCTGTGCCTTCTT

TTGCTTATGTTTTTAAAAACAAATATTTATCTGATCGAGTTGTCTAAATAATGCTGATTT

TTGATTATGTTTTTTA----AAATATTTATCTGATTAAGTTGTCTAAACAATGCTGATTT

GGTGACTAACTTGTCGCTACATCGCTGAACCTCTGCTCCCCAGGGGAGTTGTGTCTGTAA

GGTGACCAACT-GTCACT-CATTGCTGAGCCTCTGCTCCCCAGGGGAGTTGTGTCTGTAA

CCGCCCTACTGGTCAGTGGCGAG 1666

TCGCCCTACTATTCAGTGGCGAG 2747
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