UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD
ANIMAL

IDENTIFICACION DE EPITOPOS CONSERVADOS DE LA PROTEINA GP5
DEL BETAARTERIVIRUS SUID 2 MEDIANTE HERRAMIENTAS
BIOINFORMATICAS Y SU EVALUACION ANTIGENICA

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

PRESENTA:

Mariana Garcia Plata

Tutor

José Ivan Sanchez Betancourt (FMVZ-UNAM)

Comité tutor:

Gladis del Carmen Fragoso Gonzalez.
Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Juan Joel Mosqueda Gualito.
Universidad Auténoma de Querétaro

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX JUNIO 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

Dedico con mucho amor y carifio este trabajo a
mis padres, que han caminado junto a mi a lo
largo de mi vida, gracias por creer en mi y
siempre apoyarme incondicionalmente.

Con dedicatoria especial, a Fernando que ha sido
un gran ser humano conmigo y me ha ensefiado
amar la vida, gracias por amarme, respetarme e
impulsarme. Has hecho de mi una mejor version,
porque “Somos de quien nos encuentra en
pedazos y nos ama hasta dejarnos completos, de
quien no nos cambia, pero nos hace mejores”.

Dedico este trabajo a quien considero un
mentor, el Dr. José Angel Gutiérrez Pabello.
Gracias por escucharme y ensaflarme que la
gente grande como usted, siempre te impulsara
a serlo.

A Guadalupe Patifio Vega, gracias por tantas y
tantas horas de charlas y platicas sin fin, por
mostrarme siempre tu apoyo y confianza. Te lo
agradeceré siempre.

Agradezco al Dr. José Ivan Sanchez Betancourt
por ser sincero y paciente conmigo. Después de
5 afios a su lado, uno aprende tantas cosas.

Dedico este trabajo a la Dra Yolanda Medina por
abrirme las puertas de su laboratorio, conoci
grandes y hermosas personas, como usted y
Olga a quien también le doy las gracias, al igual
que el Sefior Mario y todos aquellos que me
ayudaron estando ahi, Nunca me habia sentido
tan feliz trabajando. Gracias infinitas!!



AGRADECIMIENTOS

A la UNAM y en especial a la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia por abrirme sus puertas 8 afios.

Al Laboratorio de Anticuerpos Monoclonales del Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemioldgico en especial a la Dra.
Yolanda Medina.

Los resultados son parte del proyecto fiscal de CONACYT de
Ciencia Basica No. 254244

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologias (CONACYT) por la

beca otorgado durate los estudios

Al programa de Apoyo a los Estudios de Posgrado (PAEP) por el

financiamiento para la presentacién de mi trabajo en Colombia.

A la Unidad de Investigacion de la Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia por las facilidades prestadas.

II



IDENTIFICACION DE EPITOPOS CONSERVADOS DE LA PROTEINA GP5 DEL
BETAARTERIVIRUS SUID 2 MEDIANTE HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS
Y SU EVALUACION ANTIGENICA

RESUMEN

El virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino desde su comienzo hasta
la fecha ha causado grandes pérdidas econdémicas en la industria porcina en todo
el mundo. Las vacunas activas atenuadas comerciales disponibles en el pais, no
proporcionan una proteccién util, especialmente contra cepas genéticamente
heterdlogas. Por lo tanto, se han utilizado varios enfoques para desarrollar vacunas
de PRRSV mas efectivas, dentro de ellos el uso de herramientas bioinformaticas

para identificar epitopos prometedores a ser utilizados en una vacuna recombinate.

En el presente estudio se utilizaron herramientas bioinforméticas y se logro
identificar cuatro epitopos de la proteina GP5 del virus. Se sintetizaron como
péptidos lineales para evaluar la antigenicidad de estos mismos por ensayos de
ELISA. Los resultados muestran que los cuatro epitopos tienen un grado de
conservacion mayor al 96% y son capaces de ser reconocidos por anticuerpos
especificos en sueros de cerdos provenientes de cinco Estados del pais
diagnosticados como positivos. Ademas, se observaron sueros diagnosticados

como negativos, positivos a diferentes epitopos utilizados.

Estos datos proporcionan bases importantes para el desarrollo de vacunas con
epitopos de la proteina GP5 que pueden servir como inmunogénicos atractivos en

cerdos para controlar la enfermedad.



ABSTRACT

The Porcine Respiratory and Reproductive Syndrome virus since its beginning on to
date has caused great economic losses in the swine industry throughout the world.
The commercial attenuated active vaccines available in the country do not provide
useful protection, especially against genetically heterologous strains. Therefore,
several approaches have been used to develop more effective PRRSV vaccines,
including the use of bioinformatics tools to identify promising epitopes to be used in

a recombinant vaccine.

In the present study, bioinformatic tools were used and four epitopes of the virus
GP5 protein were identified. They were synthesized as linear peptides to evaluate
the antigenicity of these by ELISA assays. The results show that the four epitopes
have a degree of conservation greater than 96% and are capable of being
recognized by specific antibodies in sera of pigs from five States of the country
diagnosed as positive. In addition, sera were diagnosed as negative, positive to

different epitopes used.

These data provide important bases for the development of vaccines with epitopes
of the GP5 protein that can serve as attractive immunogenic in pigs to control the

disease.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Desde que fue descrita por primera vez en Carolina del Norte, USA, en el afio de
1987 hasta la fecha, la enfermedad del Sindrome Reproductivo y Respiratorio
Porcino (PRRS) es considerada la enfermedad mas importante dentro de la
porcicultura ya que, se considera uno de los principales patégenos que afectan a las
industrias porcinas que en la mayoria de los paises productores se presenta como
una enfermedad endémica y causa graves pérdidas econémicas en todo el mundo
(Adams, Lefkowitz et al, 2017; Herrera Martin del Campo, 2012; Lopez-Heydeck,
Alonso-Morales et al, 2015; Piron, De Koker et a/, 2014; Wang, Qui et a/, 2014; Q.
Zhang and Yoo, 2015; Zimmerman, 2003). Una de sus caracteristicas mas importante,
es que es capaz de infectar y producir enfermedad en cerdos de todas las edades,
causando desde infecciones subclinicas hasta el fallo reproductivo en cerdas y
enfermedad respiratoria severa en los lechones que pueden causar la muerte
(Herrera Martin del Campo, 2012; Popescu, Trible et al, 2017; Wang, Qui et al, 2014;
Zimmerman, 2003). Dicho efecto se ha vuelto aln mas significativo con la
identificacién de una cepa de PRRSV altamente patégenas de China (HP-PRRS), la
cual surgid por primera vez en 2006 y actualmente esta presente en toda China. Esta
cepa se caracteriza por inducir fiebre alta, alta morbilidad y mortalidad en cerdos de
todas las edades (Li, Wang et al, 2009; Yu, Chen et a/, 2012) lo que agrava aun mas
la economia en la porcicultura (Adams, Lefkowitz et a/, 2017; Popescu, Trible et al,

2017; Wang, Qui et al, 2014). Dado que las nuevas variantes de PRRSV estan



emergiendo constantemente de los brotes, las estrategias actuales para controlar el
PRRSV han sido en gran parte inadecuadas, a pesar de los conocimientos en la
evoluciéon y la respuesta inmune del huésped al virus (Adams, Lefkowitz et al., 2017;

Harding, Ladinig et al., 2017; Popescu, Trible et al., 2017).

El control del PRRSV se centra en la administracion de vacunas profilacticas para
minimizar el impacto clinico de una infeccién. Las vacunas actualmente utilizadas en
el campo consisten en vacunas de virus inactivo y de virus activo. Las vacunas
comerciales de virus inactivado son seguras y pueden proporcionar cierta proteccion
contra los virus homodlogos, pero son totalmente ineficaces contra las cepas
heterdlogas. Las vacunas atenuadas disponibles, sin embargo, son muy efectivas
contra los desafios homodlogos y, hasta cierto punto, incluso protegen contra las
cepas heterdlogas, pero plantean problemas de seguridad debido a su contenido
viral activo. La vacuna atenuada puede recuperar su actividad y causar infeccion en
el rebafo vacunado en lugar de prevenirla. Por lo tanto, existe una necesidad urgente
de una vacuna contra el PRRSV adaptable, segura y eficaz, tal como una vacuna de
subunidad modificada (Piron, De Koker et a/, 2014). Asi, PRRS se ha introducido y
hecho endémico en una gran proporcion de la poblacién porcina en un periodo de
30 afos sin saber con exactitud la fuente original del virus y las circunstancias que
llevaron a que la enfermedad se extendiera a nivel mundial (Popescu, Trible et al,
2017; Q. Zhang and Yoo, 2015). En México existen varios estudios sobre filogenias
de nuevas cepas aisladas basadas solo en el ORF5, pero se desconocen las

consecuencias de las mutaciones encontradas sobre el hospedador.

Dentro del equipo de investigacion del Departamento de Medicina y Zootecnia de

cerdos (DMZC), desde el aiio 2012 se comenzd la investigacion del virus de PRRS en



general y se enfocaron las investigaciones en los cambios gendmicos del virus.

En el mismo afo, se recibidé un caso clinico en el laboratorio de diagnéstico del DMZC
en donde el propietario reportaba cerdos enfermos con signologia presuntiva del
PRRS. Las muestras fueron admitidas para realizar diagndstico serolégico (ELISA) y
molecular (RT-PCR). El diagndstico seroldgico se realizé por medio de Kits
comerciales disponibles en México, pero los resultados se reportaban como
negativos; en cambio, el diagndstico molecular (PCR) resultaba positivo. Por lo
anterior se realizd un ensayo de aislado viral en células MA-104 y se logro aislar una
cepa de PRRS de campo, la cual fue utilizada para la estandarizacién de un kit de
ELISA, llamado ELISA-UNAM, con base en el Manual de Animales Terrestres de la
OLIE.

Con este kit, en el afo 2016 se lograron analizar mas de 18,000 muestras de suero
de cerdos provenientes de todos los estados del Pais y se pudo demostrar, con
estudios comparativos con los Kits comerciales que existe una alta variaciéon de la
antigenicidad de las cepas circulantes en el pais (Martinez-Bautista, Sciutto-Conde

et al, 2018).

Antecedentes Generales

El PRRS fue descrito por primera vez en los Estados Unidos de Norteamérica en los
rebafios de Carolina del Norte en 1987 donde se inform¢ de brotes clinicos
catastroficos; el sindrome incluye pérdidas reproductivas graves, extensa neumonia
post-destete, reduccion del rendimiento del crecimiento y aumento de la mortalidad

(Zimmerman, et al, 2012). En ausencia de un agente causal se le conocié



inicialmente como “Enfermedad Misteriosa Porcina” (MSD, del inglés Mystery Swine

Disease)(Goyal Sagar, 1993; Rossow, Collins et a/, 1995; Zimmerman, 2003).

Inicialmente una variedad de etiologias se propusieron para MSD incluyendo el virus
de la encefalomiocarditis, virus de la peste porcina clasica, enterovirus porcino,
parvovirus porcino, virus de la pseudorrabia (enfermedad de Aujeszky) y la
contaminacion de los piensos con micotoxinas. La identificacion de la etiologia se
complica por el hecho de que uno o mas de los patdégenos sospechosos, asi como
otros agentes infecciosos, fueron comunmente aislados de casos de MSD

(Christianson, 1994; Zimmerman, 2003).

Para 1991 la pandemia estaba presente en la mayoria de los paises productores y
registraban mas de 3000 brotes en los Paises Bajos, Reino Unido, Francia y
Dinamarca, pero aun no se conocia un agente etioldgico. En el mismo afio una serie
de términos descriptivos para la enfermedad con base en signos clinicos se produjo
y fue llamada entre otros: enfermedad porcina de orejas azules, enfermedad del oido
azul, epidemia de aborto tardio de las cerdas (Alemania), enfermedad porcina azul
(Francia) y peste porcina (Goyal Sagar, 1993; Hurd, Bush et a/, 2001; Zimmerman,
2003).

La etiologia de la MSD se determino en junio de 1991 con el aislamiento del virus
Lelystad de fetos y lechones afectados provenientes de cerdas gestantes por
Wensvoort y colaboradores junto con en el Instituto Veterinario Central de los Paises

Bajos (Christianson, 1994; Hurd, et a/. 2001; Heydeck, 2015).

En el primer Simposio Internacional de 1992 sobre el Sindrome de Infertilidad y
Respiratorio Porcino (SIRS) celebrado en St. Paul, Minnesota, participantes del
simposio tomaron la decision de llamar al agente causal Sindrome Reproductivo y

4



Respiratorio Porcino (PRRS) y al agente causal virus del PRRSV. Actualmente se le
conoce con este nombre a nivel mundial (Goyal Sagar, 1993; Rossow, Collins et al,

1995).

Asi, en un periodo de 10 afos, el PRRSV se introdujo y se hizo endémico en una gran
proporcién de la poblacién porcina doméstica mundial. La fuente original del virus y
las circunstancias que llevaron a que el virus se introdujese en la poblacién porcina
domeéstica son desconocidas. Un animal salvaje que actuase como reservorio como
el Jabali (Sus scrofa) se consideraria que fuera la especie candidata mas razonable.
Sin embargo, en Estados Unidos de 1976 a 1993 no hubo evidencia de la infeccién
en muestras de suero procedentes de jabalis, evidenciando que los jabalis
aparentemente no son la fuente y PRRSV existia previamente antes de su entrada en

el cerdo doméstico, desconociendo la entrada del virus (Morilla, 2003).

En México, Milan y colaboradores (1994) realizaron un estudio serolégico con
inmunofluorescencia indirecta para identificar la presencia de anticuerpos (Ac)
contra el virus en diferentes granjas provenientes de nueve estados del pais. Los
estados positivos fueron Sonora, Jalisco, Guanajuato y Aguascalientes con un 8.1%
de prevalencia, indicando que los cerdos muestreados tuvieron contacto con

animales portadores o con el virus.

En México PRRS fue descrito clinicamente por primera vez en 1992, aunque se
sospecha que pudo entrar a finales de la década de 1980 y confundirse con
enfermedades como ojo azul, influenza porcina A, fiebre porcina clasica y Aujeszky
y originarse de animales importados segun un reporte de la presencia de anticuerpos

contra PRRSV en México en 1992 (Loépez-Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015).



Agente Etioldgico
Clasificacion del virus de PRRS (PRRSV)

El PRRSV tiene dos genotipos bien reconocidos: Tipo 1, o tipo europeo (prototipo
Lelystad) y Tipo 2, o tipo norteamericano (prototipo VR-2332) (Adams, Lefkowitz et
al, 2017). Recientemente, el analisis de este virus aislado en Europa y América y sus
diferencias en las secuencias gendmicas ha llevado a la designacion de dos virus
diferentes: Betaarterivirus suid 1, antes PRRSV-1 y Betaarterivirus suid 2, antes
PRRSV-2. Betaarterivirus suid 2 se reclasificd dentro del International Committee on
Taxonomy of Viruses, en el Orden: Nidovirales, Suborden: Abnidovirineae, Familia:
Arteriviridae, Subfamilia: Variarterivirinae, Género: Betaarterivirus, Subgénero:
Ampobartevirus sin compartir género con alguna otra enfermedad (King, Lefkowitz

et al, 2018).

Este virus tiene cuatro caracteristicas importantes: 1) Tienen una alta variabilidad
genética y antigénica 2) Sus células blanco son los monocitos-macrofagos 3) Induce
infecciones persistentes y 4) Tiene la capacidad de modular el sistema inmune
(Adams, Lefkowitz et al, 2017; Harding, Ladinig et a/, 2017; Kappes and Faaberg,
2015; Macias, Yépiz-Plascencia et a/, 2006; Meulenberg, 2000).

Estructura y morfologia de Betaarterivirus suid 2

El virus Betaarterivirus suid 2 es un virus pequeio envuelto formado por una cadena
ARN de sentido positivo con alrededor de 15 kb de longitud, tiene una morfologia
pleomorfica y el viridn tiene una forma esférica a oval de 50-70nm de diametro, con

proyecciones pequefas que cubren toda su superficie. Su estructura consiste en una



Nucleocapside (N) que encierra la cadena de ARN, la proteina de la nucleocapside
esta rodeada por una bicapa lipidica de aproximadamente 4.5 nm y es donde se
encuentran las proteinas estructurales: proteina E de envoltura, la proteina M de
membrana, y un complejo trimérico de las proteinas GP2-GP3-GP4 y un
heterodimero formado por GP5 y M (Figura 1) (Dokland, 2010; Kappes and Faaberg,
2015; Lopez-Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-Plascencia et al,
2006; Morilla, 2003; Snijder, Kikkert et al, 2013; Zimmerman, J., Benfiel D. A,, Dee,
S.A., Murtaugh M. P., Stadejek T., Stevenso, 2012).

Estructura del virus del PRRS
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Figura 1: Organizacién genémica de BETAARTERIVIRUS SUID 2
Modificada de: http://chil.org/blogs/liveblogsepor/383/by-tag/feria-industrial y Spilman,
Welbon, Nelson, & Dokland, 2009.
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Organizacion gendmica y proteinas de Betaarterivirus suid 2

Betaarterivirus suid 2 se expresa a través de un conjunto de transcritos de ARNm
subgénicos (MRNA1-mRNA7), cada uno utilizado para la traducciéon de uno o dos
marcos de lectura abiertos (siglas en ingles ORFs) (Dokland, 2010; Macias, Yépiz-

Plascencia et al, 2006).

El PRRSV contiene diez ORFs conocidos en la direccion 5" a 3’ y presenta en el
extremo 5’ una regién corta no traducible (UTR, por sus siglas en inglés, (untranslated
region) de 188-191 aminoacidos (aa) (Butler, Lager et al, 2014; Dokland, 2010;
Lopez-Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015) seguida de los denominados ORF1a,
ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF5a, ORF6, ORF7 (figura 1) y en el
extremo 3’ una UTR seguida de una cola de poli A (Butler, Lager et al, 2014; Lopez-
Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-Plascencia et al, 2006;
Zimmerman, J.,, Benfiel D. A,, Dee, S.A.,, Murtaugh M. P, Stadejek T., Stevenso, 2012).

Ciclo de replicacion de Betaarterivirus suid 2

Se sabe que los cerdos son los huéspedes naturales del Betaarterivirus Suid 2 y los
macrofagos alveolares porcinos (MAP’S) son las células blanco de la infeccion. Hasta
el momento se sabe de seis moléculas descritas como receptores potenciales para
la infeccién del virus de PRRS en MAP’S, que incluye heparan sulfato, vimentina,
CD151, CD163, sialoadhesina (Sn) (Siglec-1, también conocido como CD169) y DC-
SIGN (molécula de adhesion intercelular especifica de células dendriticas, también
conocida como CD209) (Dokland, 2010; Kappes and Faaberg, 2015; Meulenberg,
2000; Popescu, Trible et al, 2017; Q. Zhang and Yoo, 2015).



Como primer paso de la infeccion se sabe de una baja afinidad de unién del complejo
M/GP5 con heparan sulfato. Este paso no es absolutamente necesario para la
infeccion, pero puede concentrar el virus en la superficie celular para una posterior
union a un receptor de mayor afinidad (Harding, Ladinig et a/, 2017; Kappes and
Faaberg, 2015; Snijder, Kikkert et a/, 2013; Q. Zhang and Yoo, 2015). Una vez que
esta interacciéon ha tenido lugar, el complejo GP5/M viral se une a CD169 lo que
desencadena la endocitosis dependiente de clatrina mediada por receptor, la
interaccion depende de la capacidad de union de CD169 a acidos sialicos en GP5
(Adams, Lefkowitz et al., 2017; Butler, Lager et al., 2014; Dokland, 2010; Kappes and
Faaberg, 2015; Welch and Calvert, 2010; Yun and Lee, 2013; Q. Zhang and Yoo, 2015).

En la replicacion de PRRSV, CD163 desempeiia un papel esencial ya que participa en
la eliminacién del revestimiento del virién (Prather, Rowland et a/, 2013; Welch and
Calvert, 2010). Los estudios sugieren que CD163 es probablemente el receptor
esencial y central y a diferencia de los anteriores receptores, CD163 no se une con el
complejo GP5/M, sino con el complejo trimérico de GP2a, GP3 y GP4; Una vez
internalizadas, las particulas se transportan a los endosomas tempranos que en
combinacién con una disminucién del pH permite la liberacién del genoma viral al
citosol (Adams, Lefkowitz et a/, 2017; Butler, Lager et al, 2014; Kappes and Faaberg,
2015; Loving, Osorio et al, 2015; Prather, Rowland et a/, 2013; Yun and Lee, 2013; Q.
Zhang and Yoo, 2015). Una vez que el genoma ingresa al citosol, el ARN de longitud
completa (ARNm1) se usa para la traduccién de dos marcos de lectura abiertos:
ORF1a y ORF1b, ubicadas en las tres cuartas partes proximas al 5'del genoma viral
(Dokland, 2010; Kappes and Faaberg, 2015; Snijder, Kikkert et a/, 2013; Yun and Lee,

2013). La traduccién de ORFla produce la poliproteina ppla y pplb; El



procesamiento de estos precursores genera al menos 14 proteinas no estructurales
(NSP): 10 codificados en ORF1a (NSP1a, NSP1B, NSP2 a NSP6, NSP7 a, NSP7 y
NSP8) y 4 codificados en ORF1b (NSP9 a NSP12). Este procesamiento proteolitico
esta mediado por cuatro proteasas virales que residen en NSP1a, NSP1[3, NSP2 y
NSP4. La mayoria, si no todos, los NSP se ensamblan en un complejo de replicacion
y transcripciéon (RTC) de doble membrana derivadas de reticulo endoplasmico (RE)
inducidas por virus. El RTC dirige tanto la amplificacién del genoma ("replicacion”)
como la sintesis del ARNm subgendmico ("transcripciéon”) produciendo un conjunto
anidado de seis ARNm subgendmicos principales (Figura 2) (Snijder, Kikkert et al,

2013; Yan Sun, Mingyuan Han, Chiyong Kim, Jay G. Calvert, 2012; Yun and Lee, 2013).
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Figura 2: Genoma de Betaarterivirus suid 2, transcripcion y traduccion.
obtenida de: (Kappes and Faaberg, 2015)
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Cada ARNm subgenomico se utiliza para la traduccién de uno o dos ORF’s que
codifican ocho proteinas estructurales que constituyen el viridén infeccioso, es decir,
cuatro componentes menores codificados en ORF2a (GP2/2a), ORF2b (E), ORF3 (GP3)
y ORF4 (GP4) y tres componentes principales codificados en ORF5 (GP5) y ORF5a,
ORF6 (M, membrana), y ORF7 (N, Nucleocapside). En la Ultima etapa de la replicacion
viral, copias multiples de las proteinas N se unen al ARN gendmico recién sintetizado
para forman un complejo de nucleocapside, que brota en el lumen del RE y/o Golgi
y adquiere las seis proteinas de envoltura viral, es decir, E, My GP2 a GP5. Finalmente,
los viriones de la progenie acumulados en los compartimientos de la membrana
intracelular se liberan en el espacio extracelular a través de la exocitosis (Yun and
Lee, 2013).

Una caracteristica notable del genoma de PRRSV ha sido la tasa de diversificacion
mutacional. Se ha estimado que el ARN de PRRSV puede haber evolucionado a un
ritmo mayor a 4.7-9.8 x 107%/aa/afio en comparacion con otros virus de ARN que
mutan 103 --10>/aa/afio (Butler, Lager et al, 2014; Kappes and Faaberg, 2015;
Zimmerman, J., Benfiel D. A, Dee, S.A., Murtaugh M. P, Stadejek T., Stevenso, 2012)
La frecuencia de mutacién influye no s6lo en una simple mutacién, sino también por

una alta tasa de recombinacién (Butler, Lager et a/, 2014).

Proteinas no estructurales de Betaarterivirus suid 2

La traduccion de ORFla y ORF1b produce la poliproteina ppla y pplab
respectivamente las cuales son procesadas para liberar 14 proteinas no estructurales
(NSP’s) las cuales incluyen cuatro proteasas (NSP1a, NSP13, NSP2 y NSP4), la RNA

polimerasa dependiente (NSP9), una helicasa (NSP10) y una endonucleasa (NSP11)
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(Dokland, 2010; Kappes and Faaberg, 2015; Lépez-Heydeck, Alonso-Morales et al,
2015; Macias, Yépiz-Plascencia et a/, 2006; Meulenberg, 2000; Morilla, 2003; Yun and
Lee, 2013; Zimmerman, J., Benfiel D. A, Dee, S.A., Murtaugh M. P., Stadejek T,
Stevenso, 2012).

Proteinas no estructurales: NSP1ay NSP 13

La estructura NSP1a contiene un dominio de cisteina proteasa (PCPa), y la estructura
NSP1B contiene un dominio cisteina proteasa de tipo papaina (PCPP). En el
Betaarterivirus Suid 2, la inactivaciéon de la actividad de PCPa en NSP1a bloquea la
sintesis de ARNm subgenomico sin alterar la replicacion del genoma, mientras que
cuando se elimina la actividad de PCPB en NSP1p, no se observa ningun signo de
sintesis de ARN viral; por lo tanto, ambas actividades de proteasa de PCP son
aparentemente necesarias para la sintesis productiva de ARN viral. Tanto NSP1a
como el NSP1p se trasladan al nucleo en células infectadas (Snijder, Kikkert et al,

2013; Yan Sun, Mingyuan Han, Chiyong Kim, Jay G. Calvert, 2012; Yun and Lee, 2013).

Proteinas no estructurales: NSP2 y NSP 3

NSP2 de PRRSV tiene un dominio de proteasa de cisteina N-terminal que se escinde
en la union NSP2/3 y que es crucial para el ciclo de replicacion viral. En las células
infectadas NSP2 se localiza en las membranas perinucleares, que presumiblemente
derivan del RE y estan involucradas en la formacion del RTC unido a la membrana,
donde se produce la sintesis de ARN viral. Los estudios bioquimicos y morfologicos

de la replicacion de Arteritis Viral Equina (EAV de sus siglas en ingles) han
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demostrado que las NSP que contienen dominios transmembranales (por ejemplo,
NSP2, NSP3 y NSP5) son parte del RTC unido a la membrana, lo que sugiere que
desempefan un papel importante en el reclutamiento de otros componentes virales
del RTC que carecen de los dominios que abarcan la membrana. In vitro, los RTC
aislados de células infectadas requieren un factor citosolico para la sintesis de ARN
viral, que reproduce la sintesis tanto del genoma viral como de los ARNm
subgendmicos. Curiosamente, la NSP2 de PRRSV contiene un grupo de Epitopos
lineales de células B que pueden modular la respuesta inmunitaria del huésped (Yun

and Lee, 2013).

Proteinas no estructurales: NSP4, NSP9, NSP10y NSP 11

La proteina no estructural 4 (NSP4) de PRRSV contiene la proteasa principal
responsable de todo el procesamiento de NSP, excepto las uniones NSP1a/13,
NSP1B/2 y NSP2/3. La estructura cristalina de NSP4 revela un pliegue similar a la
quimiotripsina que puede estar involucrada en la regulacion del procesamiento de

poliproteinas virales (Yun and Lee, 2013).

NSP9 incluye la ARN polimerasa dependiente de ARN viral (RdRp) (Snijder, Kikkert
et al, 2013). En PRRSV, el dominio RdRp se encuentra en la region C-terminal, que
contiene una regién N-terminal ascendente de funcion desconocida (Yun and Lee,

2013).

Se sabe que NSP10 de PRRSV expresado en bacterias posee actividad de helicasa y
pueden desenrollar el dsRNA y el dsDNA en una direccion de 5" a 3"(Snijder, Kikkert

et al, 2013; Yun and Lee, 2013). En EAV, el dominio de unién a zinc contiene un

13



conjunto de 13 residuos Cys y His conservados y es critico para la sintesis de ARN
viral y el dominio enlazador se ha implicado en la sintesis de ARNm subgendmico

(Yun and Lee, 2013).

La NSP11 expresada en bacterias se ha utilizado para mostrar que la actividad
endonucleasa del Betaarterivirus Suid 2 exhibe una amplia especificidad de sustrato
in vitro (Snijder, Kikkert et al, 2013). Recientemente, se ha demostrado que la
inmunidad innata del huésped mediada por IFNa estd modulada por un panel de
NSP PRRSV (es decir, NSP1a, NSP1B3, NSP2, NSP4 y NSP11) con diferentes
intensidades. En el caso de PRRSV NSP2, se ha demostrado que la cisteina proteasa
que contiene el dominio OTU posee desubiquitinacion y actividad antagonista del
interferén, evitando asi la inmunidad innata dependiente de ubiquitina e ISG15

(Snijder, Kikkert et a/, 2013; Yun and Lee, 2013).

Proteinas estructurales de Betaarterivirus suid 2

Glicoproteina 2 y Glicoproteina 2a (GP2 y GP2a)

ORF2a codifica para la glicoproteina GP2 (también llamada GP2a) y ORF2b codifica
para la proteina pequefia de cubierta no glicosilada (E) (Dokland, 2010; Kappes and
Faaberg, 2015; Yun and Lee, 2013). La proteina GP2 es poco antigénica en
comparacion con las otras proteinas menores de la envoltura (Macias, Maria José; et
al, 2006). La proteina E tiene una propiedad tipo proteina de canal idnico y esta
incrustada en la membrana viral, presumiblemente promoviendo la eliminacion del

revestimiento del virion y la liberacion del genoma viral en el citoplasma (Veit,
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Matczuk et al, 2014; Yun and Lee, 2013). Recientemente se determiné que la proteina
E es esencial para la produccidén de virus infeccioso ya que la inactivacion de la
expresion de E impide la incorporacion del complejo GP2/3/4 a particulas similares
a virus (VLP). Por lo tanto, la proteina E y el complejo GP2/3/4 parecen interactuar
estructuralmente o al menos funcionalmente durante el ensamblaje del virus (Veit,

Matczuk et al, 2014)
Glicoproteina 3 (GP3)

GP3 es una proteina fuertemente glicosilada envolvente expuesta en la superficie
viral y cuyos glicanos en la superficie viral evitan el reconocimiento de epitopos
neutralizando anticuerpos y junto con GP2 son poco antigénicas (Dokland, 2010;
Lopez-Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-Plascencia et al, 2006;
Yun and Lee, 2013). Un subconjunto de las proteinas GP3 se secreta a partir de las

células como una forma soluble no asociada al virus (Yun and Lee, 2013).

Glicoproteina (GP4)

ORF4 codifica para la glicoproteina estructural GP4. GP4 tiene un epitope
neutralizante en la regidn hipervariable que podria estar asociado con las proteinas
E, GP2 y GP3 a través de interacciones no covalentes (Meulenberg, 2000; Yun and

Lee, 2013).

Proteina de membrana (M)

ORF6 codifica una proteina de membrana no glicosilada (M), es el gen mas

conservado entre las cepas americanas (100% de identidad a nivel nucleétidos) y no
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presenta diversidad genética; La proteina M se cree que actla como pegamento para
unir todos los componentes del virion y también ha sido implicada en la
neutralizacion viral (Butler, Lager et al, 2014; Dokland, 2010; Lopez-Heydeck,
Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-Plascencia et al, 2006; Meulenberg, 2000).

Nucleocapside (N)

El ORF 7 codifica para la proteina de la nucleocapside (N). Este gen tiene 372 pares
de bases y es el principal elemento estructural dentro del virion de PRRSV que forma
homodimeros unidos a disulfuro, funcionales para empaquetar el ARN genémico
viral (gRNA), y es la Unica proteina estructural conocida que no tiene un dominio
transmembrana o que no tiene un ectodominio sobre el virion del PRRSV, Es mas
probable que participe en la encapsulacion y la gemacién del RE (Butler, Lager et al,
2014; Dokland, 2010; Kappes and Faaberg, 2015) y es considerada la proteina mas
inmunogénica por lo cual induce elevada produccion de anticuerpos sin actividad
protectora evidente (Lopez-Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-
Plascencia et al, 2006; Zimmerman, J., Benfiel D. A. Dee, S.A,, Murtaugh M. P,
Stadejek T., Stevenso, 2012). Los residuos 41 a 47 de la proteina N del PRRSV se
identificaron como una sefial de localizacion nuclear que interactia con los
transportadores nucleares. Varias proteinas del huésped interactian con la proteina
N del PRRSV incluidas la fibrilarina, la nucleolina y la proteina de unién a poli (A),
pero las implicaciones funcionales de estos hallazgos ain no se han estudiado.
Usando la genética reversa, se diseid un mutante knockout para la sefial de
localizacion nuclear en la proteina N del PRRSV. Los cerdos infectados con este

16



mutante desarrollaron una viremia reducida y titulos de anticuerpos neutralizantes

significativamente mas altos (Snijder, Kikkert et a/, 2013).

La proteina N es la mas utilizada para analisis genéticos, siendo el gen que la codifica
el segundo mas conservado entre cepas americanas que va del 95 a 100%. Contiene
entre 123-128 aminoacidos y es la proteina mas pequefa de todas pesando en
promedio 15 kDa (Lopez-Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-
Plascencia et al, 2006; Zimmerman, J., Benfiel D. A, Dee, S.A., Murtaugh M. P,
Stadejek T., Stevenso, 2012).

MARCO DE LECTURA ABIERTO 5 (ORF5)

Dentro del ORF5, se encuentra el ORF5a que codifica para una pequefia proteina no
glicosilada que se requiere para la infectividad viral, la proteina GP5a. ORF5 codifica
para la mayor glicoproteina de envoltura, conocida como glicoproteina de la capsula:
GP5 (Butler, Lager et al, 2014; Dokland, 2010; Kappes and Faaberg, 2015; Lépez-
Heydeck, Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-Plascencia et al, 2006; Van
Breedam, Delputte et a/, 2010).

El gen ORF5 esta formado por una secuencia de 600 pares de bases que codifican
para 200 aa con un peso molecular aproximadamente de 25 kDa (Meulenberg, 2000;
Veit, Matczuk et al, 2014). Es el gen con mayor variabilidad debido a mutaciones y
recombinaciones dentro de su secuencia gendmica, en donde el porcentaje de
identidad entre secuencias de Betaarterivirus suid 2 a nivel aminoacidos es de 88 a
97% siendo asi, la mas variable de las seis proteinas de la estructura, con lo cual se

han podido identificar hasta nueve subtipos (Shi, Tsan-Yuk Lam et a/, 2010). Ademas
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de ser la proteina mas variable, es la proteina de union MAP’s (Q. Zhang and Yoo,

2015).

Dentro de la estructura de la proteina GP5, se encuentra un péptido sefal escindible
N-terminal que dirige la sintesis de la proteina al RE y que abarca del residuo 1y
puede variar del aa 27 al 32 (Plagemann, 2004; Veit, Matczuk et a/, 2014), seguido
del ectodominio putativo corto de 30 aa aproximadamente en donde existen dos
regiones hipervariables que rodean a una region bastante conservada, que contiene
los enlaces de disulfuro de cisteina completamente conservados a M y dos sitios
potenciales de N-glicosilacion (Veit, Matczuk et al, 2014). Posterior al ectodominio
hay un largo tramo de residuos hidréfobos (63-127 aa) que se puede subdividir en
una, dos o tres hélices que abarcan la membrana (dominios transmembranales (TM))
basadas en los analisis estructurales (Veit, Matczuk et a/, 2014; Wang, Qui et al,
2014). Por ultimo se localiza la parte C-terminal que es hidrofilica y se encuentra en
el citosol que va del aa 126 al 200 (Butler, Lager et al, 2014; Ostrowski, Galeota et al,
2002; Plagemann, 2004; Wang, Qui et al, 2014) (Figura 3). Se ha demostrado que el
dominio conservado alberga un dominio de neutralizacion viral, y la secuencia N-
terminal se ha denominado como epitope sefiuelo que no neutraliza. in embargo,
dado que el dominio conservado esta rodeado por oligosacaridos complejos, esta
protegido de la neutralizacion de anticuerpos (Butler, Lager et al, 2014). GP5 y M
forman un heterodimero unido por enlaces disulfuro en la Cisteina 9 de M y la
Cisteina 48 de GP5 (Figura 3) constituyendo el complejo de proteina predominante
en la superficie del virion necesario para el transporte de GP5/M desde el RE al
aparato de Golgi, lo que indica que solo los complejos GP5/M ensamblados

correctamente pueden pasar el sistema de calidad del RE y la mutagénesis de la
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cisteina 8 en M anula por completo la liberacion de particulas de virus infecciosos
(Butler, Lager et al, 2014; Snijder, Kikkert et al, 2013; Veit, Matczuk et al, 2014). La
glicosilaciéon y la estructura compleja probablemente comprometen el acceso de los
anticuerpos a la proteina completamente procesada (Ansari, Kwon et a/, 2006; Butler,
Lager et al, 2014; Dokland, 2010; Kappes and Faaberg, 2015; Lépez-Heydeck,
Alonso-Morales et al, 2015; Macias, Yépiz-Plascencia et al, 2006; Popescu, Trible et

al, 2017, Wang, Qui et a/, 2014).

A
Region Hipervariable | {+

~3-

Dominio conservado con sitio de neutralizacion
Regidén hipervariable 2 %

A

T

GP5 M

Figura 3: Estructura de la proteina GP5 y la union a la proteina M por el enlace
disulfuro.
Obtenida de: (International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)., 2016).

Epitopos de la proteina GP5

La importancia de un anticuerpo neutralizante (AcN) al proporcionar proteccion
contra la infeccion por PRRSV fue analizada por primera vez por Ostrowski et al,
2002, quienes demostraron que la administracion pasiva de un concentrado de suero
hiperinmune especifico de PRRSV era suficiente para proteger a las cerdas gestantes

de la exposicidn al virus, aunque, la proteccion se describié como homologa ya que
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los cerdos estaban protegidos contra el mismo virus utilizado en la preparacion del
suero hiperinmune. GP5 contiene algunos epitopos implicados en la neutralizacién
del virus en el ectodominio N-terminal al igual que contiene algunos epitopos no
neutralizantes. En la actualidad se busca el reconocimiento de epitopos
inmunodominates activadores de células T que sean capaces de provocar una
respuesta significativa de interferébn para poder ser utilizados como bioldgico

(Popescu, Trible et al, 2017; Vashisht, Goldberg et al/, 2008; Wang, Qui et al, 2014).

Las regiones hipervariables presentes en el ectodominio son HVR-1y HVR-2 (de sus
siglas en inglés HVR Hypervariable regions). HVR-1 abarca del aa 25 al 31, y contiene
un epitope inmunodominante, variable y no neutralizante que va del aa 27 al 30
conocido como “Epitope A" (Ostrowski, Galeota et al, 2002; Vashisht, Goldberg et
al, 2008; Veit, Matczuk et al, 2014), HVR-1 también es el principal sitio de
reconocimiento e induce un aumento rapido de Ac sin actividad neutralizante (Figura
5) (Ostrowski, Galeota et a/, 2002). Presumiblemente, la hipervariabilidad dentro de
la corta secuencia de aa del Epitope A le permite funcionar como un sefiuelo
inmunolégico que estimula continuamente la activacién de nuevas células B debido
a su alta inmunogenicidad expresada rapidamente después de la infeccion y su

hipervariabilidad (Ostrowski, Galeota et a/, 2002).

HVR-2 abarca del aa 51 al 61, su secuencia de 10 aa contiene un sitio conservado de

N-glicosilacion, en la posicion 51 (Figura 5) (Ostrowski, Galeota et a/, 2002).

Ademas, de las regiones hipervariables, en el ectodominio de GP5 esta presente el
“Epitope B” en los aminoacidos 37 al 45, una secuencia de aminoacidos altamente
conservada pero no es inmunodominante (Ostrowski, Galeota et al, 2002;

Plagemann, 2004; Popescu, Trible et al, 2017; Vashisht, Goldberg et al, 2008; Veit,
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Matczuk et a/, 2014). Plagemann et a/, 2002 en un estudio de mapeo demostré que
el principal epitope de neutralizacion de PRRSV se encuentra en los aminoacidos 36
a 52, donde hay una region altamente neutralizante y conservada. En otros estudios
se ha descrito que los residuos H38 y 142, Y43 y N45 son el principal sitio de
reconocimiento en el epitope B y los aminoacidos 38, 39 y 42 bloquen la interaccién
con los AcN (Ostrowski, Galeota et a/, 2002; Plagemann, 2004). Este epitope también
esta caracterizado como epitope sefiuelo generando AcN, pero evita que el virus sea
neutralizado generando una viremia mas larga. Este epitope de neutralizacion tiene
identificados varios sitios de glicosilaciéon unidos a N, que son probablemente
importantes para el plegamiento correcto, la orientacion, y la actividad biolégica de
la proteina (Plagemann, 2004; Popescu, Trible et al., 2017).

Popescu y colaboradores (2017) en un estudio para investigar los cambios de
aminoacidos en GP5 en los epitopos de neutralizacion, identificaron variantes de
escape de neutralizacion homélogas con cambios de aminoacidos no conservados
en las posiciones L56P y N57D que estan situadas dentro de la HVR-2. Basandose en
estos resultados, propusieron que HVR-2 es la localizacidon de un tercer epitope, el
"Epitope C”, que funciona como un objetivo para la neutralizacion homdloga. Los
anticuerpos que se unen al epitope C bloquean probablemente la accesibilidad de
los AcN contra el epitope B. Las mutaciones en HVR-2 dentro del epitope C resultan
en escape de la neutralizacion homodloga y explican tanto el rebote del virus como

la persistencia (Figura 4) (Popescu, Trible et a/, 2017; Veit, Matczuk et a/, 2014) .
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Figura 4: Descripcion grafica de los sitios HVR y epitopos de GP5.
OBTENIDAD DE: (Popescu, Trible et al, 2017)

Los sitios de glicosilacion ligada a N, en general, son importantes para el
plegamiento correcto, la orientacion, y la actividad bioldgica de las proteinas. En
muchos virus con envoltura, las proteinas de superficie son capaces de modificarse
por adicidn de restos de azlcares y por la glicosilacién ligada a N. Esta glicosilacion
desempefia diversas funciones en glicoproteinas virales tales como union al receptor,
fusion de membrana y penetracion en células. Pero también se ha convertido en un
mecanismo importante para la evasion del sistema inmune y persistencia viral
utilizado por varios virus envueltos para escapar, bloquear o minimizar la respuesta
de AcN del virus (Ansari, Kwon et al, 2006; Li, Wang et a/, 2009). En un estudio de
Wang et al. (2010) se determiné que GP5 contiene tres sitios de glicosilacién: N34,
N44 y N51 (Meulenberg, 2000). Ellos observaron en su estudio que las mutaciones
en cinco de sus aislados generaban que solo tuvieran dos sitios de glicosilacion
ligada a N (N34 y N51) y es debido a una mutacion del sitio de glicosilacion N44 en

donde se cambio una asparagina (A) por una lisina (K) revelando asi, que la adicion
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de glicanos en el sitio N44 es absolutamente esencial para la recuperacion del PRRSV
infeccioso, mientras que la eliminacién de N51 hace que crezcan en titulos mas bajos
(Li, Wang et al, 2009; Veit, Matczuk et al, 2014). Ademas, mostraron que los aislados
hipoglicosilados de GP5 son sensibles a la neutralizacion por anticuerpos (Ansari,

Kwon et al, 2006).

Estos datos sugieren que la infeccion natural con PRRSV puede implicar una evasion
inmune basada en mecanismos de “glicano-blindaje” como se ha descrito
previamente para otros virus, lo que ayuda a explicar la respuesta inmune humoral
protectora bastante ineficaz que se observa en animales infectados con PRRSV (Veit,
Matczuk et a/, 2014). Como se menciond anteriormente el “epitope B” contiene uno
de los sitios de N-glicosilacion (N44), lo que sugiere que su alto grado de
glicosilacibn enmascara un epitope neutralizante. Ademas, el estudio realizado por
Ansari, I, (2006) evidencié que los tres sitios de glicosilacion son necesarios para
generar la proteina GP5 de PRRSV totalmente madura. Por lo tanto, se ha postulado
que la glicosilacion de las proteinas de la envoltura viral desempefia un papel
esenciales durante la biosintesis de glicoproteinas. En un caso, la falta de glicanos
implica defectos de la glicoproteina y, por tanto, en la infectividad global de la cepa
viral y en el segundo caso, los glicanos sirven potencialmente para proteger a las
proteinas virales contra la neutralizacion por anticuerpos (Ansari, Kwon et a/, 2006;

Loving, Osorio et al, 2015).

Durante mucho tiempo se ha tratado de caracterizar los epitopos mayormente
inmunogénicos de GP5, para generar una vacuna que sea capaz de inducir
anticuerpos que neutralicen al virus. En el Cuadro 1, se enlistan algunos de los

epitopos reportados en la literatura.
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Cuadro 1: Epitopos de la proteina GP5 de Betaarterivirus suid 2

AA DESCRIPCION AUTOR
27 a 30  Epitope sefiuelo inmunodominante | (Ansari, Kwon et al, 2006; Ostrowski,
ubicado en la Regién hipervariable = Galeota et a/, 2002; Popescu, Trible
(HVR-1). et al, 2017; Vashisht, Goldberg et al,
Epitope de células B 2008)
27-31 Epitope A (Ostrowski, Galeota et al, 2002;
Inmunodominante y no neutralizante Popescu, Trible et al, 2017)
31-51 Epitope neutralizante lineal, (Popescu, Trible et al, 2017)
ampliamente neutralizante
37-44 Epitope B (Ansari, Kwon et al, 2006; Ostrowski,
Epitope de células B, no Galec?ta e.t al, 2002; Plagemann,
inmunodominante 2004; Vashisht, Goldberg et a/, 2008)
Epitope neutralizante principal
36 a52 | Epitope de neutralizacidn (Plagemann, 2004)
51-61 Epitope C ubicado en HVR-2 (Popescu, Trible et al, 2017)
objetivo para la neutralizacion
homodloga.
117-131 Epitope de células T inmuno- | (Vashisht, Goldberg et a/, 2008; W. J.
dominante Zhang, Lin et al/, 2011)
149-162 Epitope de células T inmuno- | (Vashisht, Goldberg et a/, 2008; W. J.
dominante Zhang, Lin et al, 2011)
151-156 Epitope conservado (Wang, Qui et al, 2014)
152-156 | Aislado china (Wang, Qui et al, 2014)
169-178 | Aislado china (Wang, Qui et al, 2014)
196-200 Aislado china (Wang, Qui et al, 2014)
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171-179 Epitope conservado (Wang, Qui et al, 2014)

187-200 | Epitope de células B (Vashisht, Goldberg et al/, 2008;
Wang, Qui et al, 2014)

195-200 Epitope conservado (Wang, Qui et al, 2014)
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CAPITULO II: MATERIAL Y METODOS

Justificacion

El impacto econdmico que PRRS genera en la porcicultura nacional, la alta
variabilidad identificada en el ORF5 del PRRSV que resulta en nuevas cepas
circulantes en granjas del pais hacen que sea de suma importancia la identificacion
de epitopos de secuencias mexicanas, que tengan el potencial de ser usados para
generar una vacuna que proteja contra cepas heterdlogas circulantes en nuestro

pais.

Hipotesis

El identificar epitopos conservados altamente antigénicos de la proteina GP5 del
Betaarterivirus suid 2 por herramientas bioinformaticas y medir su antigenicidad,
permitira proponer al menos uno que evidencie el reconocimiento de anticuerpos

generados por virus heterdlogos.

Objetivo

Identificar por herramientas bioinformaticas epitopos conservados de la proteina
GP5 de secuencias mexicanas del Betaarterivirus suid 2 y determinar por ensayos

seroldgicos cuales son los epitopos mas antigénicos.
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Objetivos especificos

1.

Obtencién y analisis bioinformatico de secuencias mexicanas de la proteina
GP5 del virus Betaarterivirus suid 2.

Identificacion por herramientas bioinformaticas de epitopos conservados de
la proteina GP5 de Betaarterivirus suid 2.

Estandarizacién de un ELISA con cada uno de los epitopos seleccionados
(péptidos epitopicos).

Evaluacion de la antigenicidad de los péptidos epitopicos identificados en

sueros de cerdos del pais.
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OBJETIVO 1: OBTENCION Y ANALISIS BIOINFORMATICO DE
SECUENCIAS MEXICANAS DE LA PROTEINA GP5 DEL VIRUS
BETAARTERIVIRUS SUID 2.

Secuencias de la proteina GP5 del Betaarterivirus suid 2 mexicanas

Se obtuvieron un total de 183 secuencias: 20 obtenidas en el Laboratorio del DMZC,
162 mas disponibles en el GenBank y la secuencia de referencia VR-2332 de la

proteina (No. De acceso U87392) (Cuadro 7).

Analisis Bioinformatico
Para identificar los posibles epitopos candidatos, las secuencias fueron analizadas en

una serie de pasos con diferentes programas bioinformaticos disponibles en la web.

El primer paso del analisis fue el alineamiento de las 183 secuencias para la
identificacién de las zonas conservadas y las zonas variables dentro de las secuencias

utilizadas.

Alineamiento de las secuencias

a) MEGA7 (Kumar, Stecher et a/, 2016)
b) DNASTAR Navigator 15

Zonas conservadas y variables

a) MEGA 7 (Kumar, Stecher et a/, 2016)
b) The ConSurf Server (Ashkenazy, Abadi et al, 2016)
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Como segundo paso, se determinaron los siguientes dominios de 20 secuencias mas

la secuencia de referencia (VR-2332).

Péptido senal

a) LipoP 1.0 (Juncker, Willenbrock et al, 2017)
b) SignalP 4.1 (Nielsen, 2017)

¢) SMART (Letunic and Bork, 2018)

d) SIGNAL 3L (Y. Z. Zhang and Shen, 2017)

e) HMMER (Finn, Clements et a/, 2011)

Dominios transmembranales

a) SMART (Finn, Clements et a/, 2011)

b) HMMER (Finn, Clements et a/, 2011)

¢) TMHMM (Hofmann and Stoffel, 1993)

d) PHOBIUS PREDICTION (Kall, Krogh et al, 2007)
e) ODSEKI (Kall, Krogh et a/, 2007)

f) TMpred (Hofmann and Stoffel, 1993)

g) CCTOP (Dobson, Reményi et al, 2015)
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OBJETIVO 2: IDENTIFICACION POR HERRAMIENTAS
BIOINFORMATICAS DE EPITOPOS CONSERVADOS DE LA PROTEINA
GP5 DE BETAARTERIVIRUS SUID 2

Para la identificacion de los epitopos de la proteina GP5, se hizo lo siguiente: una vez
que las secuencias se analizaron como anteriormente se menciono. Se trabajaron

con los siguientes programas que identifican epitopos de células B.

Programas de epitopos B

a) ABC PRED (Saha and Raghava, 2006)

b) Bcpred (El-Manzalawy, Dobbs et a/, 2008)
c) Antigenic (Kolaskar and Tongaonkar, 1990)
d) IEDB (Larsen, Lund et a/, 2006)

e) Bce-Pred (Saha and Raghava, 2004)

Analisis tipo BLAST (herramienta de busqueda de alineacion local basica, de sus

siglas en inglés)

Después de la identificacion de los epitopos por los programas analizados, las

secuencias resultantes como posibles candidatas fueron sometidas a:

a) Un analisis tipo BLAST de la proteina GP5 con la finalidad de saber que la
secuencia del epitope solo alineaba con secuencias de la misma proteina del

virus.
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b) Analisis tipo BLAST de proteinas de cerdo (Sus Scrofa Domesticus), con la
finalidad identificar aquellas secuencias que alineen en mas de tres
aminoacidos con secuencias de proteinas de cerdo. Ademas, solo las
secuencias de epitopos que tuvieron una alineacidon con secuencias de la

proteina GP5, se les realizaron este segundo BLAST.

Como condiciones generales para los analisis tipo BLAST, los resultados
arrojados por el analisis debian de ser mayores a 4000 con el fin de tener
resultados de un gran nUmero de secuencias con las que se pudo haber alineado

el epitope.

Caracteristicas de estructura secundaria e indice antigénico e hidrofilico

Con apoyo del programa Protean de DNASTAR, las secuencias se analizaron para
obtener el indice de hidrofobicidad, antigenicidad, probabilidad de superficie y

regiones flexibles.

Una vez que se eligieron los epitopos candidatos, estos fueron identificados en el

analisis resultante del programa Protean.

Caracteristicas Fisicoquimicas de los epitopos seleccionados

La prediccidn de las caracteristicas fisicoquimicas de cada uno de los epitopos
seleccionados se realizé6 con apoyo del programa en linea Peptide property

calculator.
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OBJETIVO 3: ESTANDARIZACION DE UN ELISA CON CADA UNO DE
LOS EPITOPOS SELECCIONADOS (PEPTIDOS EPITOPICOS).

Una vez identificados los epitopos candidatos, se seleccionaron para ser evaluados
por ensayos serologicos (ELISA) utilizando 100 sueros de cerdo provenientes de
Jalisco, Guanajuato, Sonora, Michoacan y Yucatan con la finalidad de saber cual o

cuales epitopos son mayormente antigénicos para las cepas circulantes en México.

Por ello, como primer paso, los epitopos fueron sintetizados como péptidos lineales
para utilizarse como antigeno de placa (“péptidos epitdpicos”). Posteriormente se
estandarizé para cada uno de los péptidos epitopicos seleccionados un ELISA de tipo

indirecta. Para posteriormente evaluar la antigenicidad de cada uno de ellos.

Como pasos generales para la estandarizacion del ELISA fueron consultados el
manual Current Protocols inImmunology (Hornbeck, 2015) y el Manual de animales

terrestres de la OIE (OIE, 2014).

PROTOCOLO BASICO

I.  Con el uso de una pipeta multicanal recubrir las placas con 100 pl de la
solucion de antigeno (péptidos epitopicos) en cada pocillo con una
concentracion optima.

II.  Envolver las placas con plastico y dejar durante toda la noche a temperatura
ambiente.

. Realizar 4 lavados con una solucion de lavado PBS-Tween 20 al 0.05% (Anexo

1). Después de ser lavadas se deben envolver cada placa en una toalla de
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IV.

VL

VIL.
VIIL

IX.

XL

papel grande y agitando suavemente boca abajo sobre varias toallas de papel
que ponen en la mesa de trabajo para quitar el residuo de la solucion de
lavado.

Bloquear la capacidad de unién de la placa con la solucion PBS con leche al
0.5% (anexo 1) colocando 200 pl en cada pocillo e incubando durante 60
minutos a 37 °C.

Realizar 4 lavados como en el paso III

Agregar 100 ul de reactivo secundario (suero) diluido en PBS filtrado e incubar
90 minutos a 37 °C.

Realizar 4 lavados como en el paso III

Agregar 100 pl de reactivo terciario (conjugado) diluido en PBS-Tween 0.05%
a cada pocillo e incubar 60 minutos a 37 °C

Lavar las placas como en el paso III

Anadir 100 pl sustrato y medir la hidrélisis obtenida

Detener la hidrolisis con 100 ul de NaOH 0.2M

Analisis de dilucion en serie para determinar las concentraciones 6ptimas de

reactivos

Para la estandarizacion del ELISA, se debe realizar un anélisis de valoracion de

dilucién en serie para determinar las concentraciones éptimas de reactivos:

Reactivo primario: recubrimiento de placa con antigeno, también conocido
como fase solida. El antigeno de placa sera cada péptido lineal.
Reactivo secundario: Dilucion optima a utilizar del suero de cerdo. Los sueros

de cerdo a utilizar contienen anticuerpos contra el virus de Betaarterivirus suid
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2, se buscé encontrar al epitope que reconoce mayor cantidad de anticuerpos
presentes en el suero.
iii.  Reactivo terciario: dilucién del conjugado con enzima (IgG). El conjugado se

une a los anticuerpos de cerdo, ya que es un anti-Pig IgG.

Reactivo primario

El reactivo primario utilizado fue de cada uno de los péptidos epitdpicos lineales.

Estos péptidos vienen liofilizados y como primer paso se deben de reconstituir.

Dado sus caracteristicas fisicoquimicas, los péptidos que sean acidos (carga neta
negativa) se deben de reconstituir en agua de calidad molecular o PBS. Si esa primera
opciodn falla, se ahadira Hidréxido de amonio (NH4OH) (excepto en los casos en los
que el péptido contenga residuos de Cys). Si el péptido sigue sin disolverse, se
ahadira un disolvente organico como DMSO hasta conseguir solubilizarlo, y

posteriormente se diluira hasta conseguir la concentracion deseada.

Los péptidos basicos (carga neta positiva) liofilizados fueron reconstituidos en agua
calidad molecular. Como segunda opcidn, se intentaron disolver en una solucion de
acido acético al 25% y si el péptido seguia sin disolverse, se intentd solubilizar en
una pequefa cantidad de DMSO y posteriormente se diluyé hasta conseguir la

concentraciéon deseada.

Los péptidos neutros (carga neta igual a cero) se reconstituyeron en un disolvente
organico como DMSO y posteriormente se diluyeron con agua hasta conseguir la

concentracion deseada (Abyntek, 2018).
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Una vez reconstituidos se buscd la concentracion 6ptima para recubrir las placas con

los siguientes pasos:

En un tubo preparar una solucion con 5 ml de Buffer de carbonatos (Anexo 1)
a una concentracion de péptido de 20ug/ml.

En una placa de microtitulacion de 96 pozos en forma de U y utilizando una
pipeta multicanal, dispensar 100 pl de Buffer de carbonatos de la fila 2 a la 12.
En la fila 1, agregar 200 pl de la solucion preparada en 20ug/ml,
posteriormente con ayuda de una pipeta multicanal, tomar 100 pl de la fila 1
y transferirlos a la fila dos, pipetear de 5 a 6 veces y transferir 100 pl a la fila 3
y continuar hasta la fila 12. los pozos ahora contienen el reactivo de
recubrimiento en una concentracion de 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6, 0.3 y
0.15ug/ml.

Dejar este recubrimiento toda la noche a 4 °C

Al dia siguiente lavar como en el paso Il y bloquear las placas con buffer de

bloqueo (PBS-Tween 0.05% con leche descremada al 0.5%).

Reactivo secundario

Para determinar la dilucion optima del suero de cerdo, los pasos a seguir son los

siguientes:

En un tubo preparar una dilucién 1/1600 con 2 ml de PBS (Anexo 1) y 1.25 pl
de suero de sueros positivos y realizar lo mismo para suero de negativo.
En una placa de microtitulacion de 96 pozos en forma de U y utilizando una

pipeta multicanal, dispensar 100 yl de PBS de lafila2 ala6ydela7 ala12.
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iii. Enlafila1y6, agregar 200 ul de la dilucion preparada de suero positivo y
negativo respectivamente, posteriormente con ayuda de una pipeta
multicanal, tomar 100 ul de la fila 1y transferirlos a la fila dos, pipetear de 5 a
6 veces y transferir 100 pl a la fila 3 y continuar hasta la fila 6, realizar lo mismo
con la dilucion el pozo 6 hasta la fila 12 y desechar los 100 pl de excedente.
Los pozos ahora contienen una dilucion de 1/1600, 1/800, 1/400, 1/200, 1/100
y 1/50. Incubar 90 minutos a 37 °C

iv.  Lavar como en el paso IIl del protocolo basico.

Reactivo terciario

En este ensayo de ELISA el objetivo fué detectar la mayor cantidad de los anticuerpos

que se unan a los péptidos elegidos.

El reactivo terciario utilizado fué el Anti-Pig IgG Fc Secondary Antibody, HRP®
(SIGMA-ALDRICH) que esta acoplado a peroxidasa. El anticuerpo seleccionado esta

dirigido a IgG totales de cerdo y se realizaron diluciones seriadas a partir de 1/1000.

Reaccion enzimatica

La prueba debe lograr una buena separacién de los valores de densidad 6ptica (OD),
representando todo el intervalo de funcionamiento de la actividad de anticuerpos.
Es especialmente importante obtener una separacién suficiente entre las muestras
negativas y las positivas débiles. El valor de OD en el extremo inferior del intervalo
de funcionamiento debe ser de 0,1 o menos para el control negativo en el ELISA

indirecto. Los valores de OD en el extremo superior del intervalo de funcionamiento
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no deben ser superiores a 2,0, puesto que por encima de este valor los lectores de
placa empiezan a ser bastante inexactos. Por tal motivo se busca un valor superior a

1,0 pero inferior a 2,0 (QIE, 2014).

Se empled como sustrato de la peroxidasa el reactivo OPD (o-Phenylenediamine)
(Invitrogen) con la finalidad de evaluar los niveles de anticuerpos en funcion de la
absorbancia obtenida. Las placas se lavan y se agregan 100 pl de OPD a cada pocillo.
Para leer la hidrdlisis, se siguen cinéticas de lecturas cada 5 minutos hasta llegar a
un maximo de 30 minutos. La reaccién se detiene empleando una solucion de acido
sulfurico 0.2M y se captura la absorbancia en un espectrofotometro de placas a una

longitud de onda de 492nm.

Una vez que se determinan las concentraciones optimas de reactivos que se
utilizaran en determinadas condiciones de ensayo, estas variables se mantienen
constantes para la evaluacion de los cien sueros de diferentes estados del pais

(Hornbeck, 2015).
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OBJETIVO 4: EVALUACION DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS
PEPTIDOS EPITOPICOS IDENTIFICADOS EN SUEROS DE CERDOS DEL
PAIS.

Para evaluar la antigenicidad de cada uno de los péptidos epitopicos identificados,
se seleccionaron 100 sueros de cerdo pertenecientes a cinco estados del pais que se
consideran altamente productores de cerdo. Se utilizaron 10 sueros positivos y 10
sueros negativos de cada uno de los cinco estados enlistados a continuacion. Estos
sueros, anteriormente fueron diagnosticados como positivos y negativos por el Kit

de ELISA desarrollado en la UNAM (ELISA-UNAM) (Garcia Plata, 2016).

Los estados seleccionados se encuentran dentro de los primeros 7 estados
productores de carne de cerdo hasta octubre del 2018 (Figura 5) (Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2018), es por ello que fueron
seleccionados: Jalisco, Guanajuato, Yucatan, Sonora y Michoacan

Top 10 en volumen de produccion
Principales entidades productoras

Total nacional 1,376,199 4.1
Jalisco 285,093 10.7
Sonora 237,889 39
Puebla 163,396 0.9
Yucatdn 134,230 9.1
Veracruz 120,724 1.6
Guanajuato m,ja 26
Michoacin 44339 6.9
Oaxaca 27873 0.2
Chiapas 26,137 0.0
Guerrero 21,895 -1.8
Resto 202,901 13

Figura 5: Principales entidades productoras de carne de cerdo
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CAPITULO III: RESULTADOS

OBJETIVO 1: OBTENCION Y ANALISIS BIOINFORMATICO DE
SECUENCIAS MEXICANAS DE LA PROTEINA GP5 DEL VIRUS
BETAARTERIVIRUS SUID 2.

Alineamiento de secuencias

Como primer paso, se realizd un alineamiento de las 183 secuencias de nucle6tidos

en formato FASTA con el programa MEGA7, utilizando la herramienta de ClustalW.

Posteriormente, las secuencias de nucleétidos fueron transformadas a secuencia de

aminoacidos y de igual forma se alinearon con ClustalW.

Zonas conservadas y variables

Con las secuencias transformadas a proteina, se realizé el analisis de los aminoacidos

conservados y variables.

En el programa MEGA se obtuvieron las zonas que entre todas las secuencias fueron

conservadas.

Este analisis dio como resultado que el grado de conservacion entre las 183
secuencias es de tan solo el 25%, siendo consistente con lo reportado en la literatura
en donde se dice que es la proteina mas variable del virus (Shi, Tsan-Yuk Lam et al,

2010).
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Con el programa disponible en linea  The  ConSurf  Server

(http://consurftau.acil/2016/) se obtuvo la variabilidad por aminoacido con base en

las 183 secuencias, es decir, el programa establecio la variabilidad y conservacion
que existe dentro de las 183 secuencias en cada uno de los 200-203 aminoacidos
(Figura 6: Resultado del analisis de conservacion y variabilidad de cada aminoacido

en el analisis de las 183 secuencias de la proteina GP5.).
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Resultado del analisis de conservacion y variabilidad de cada
aminoacido en el analisis de las 183 secuencias de la proteina GP5. El color
indica el grado de variabilidad de los aminoacidos con base en la secuencia de
referencia, el color 1 (azul) indica alta variabilidad y el color 9 (rosa mexicano)
indica un grado de conservacion cercano al 100%.

Péptido senal

Mediante el analisis en cinco diferentes programas disponibles en linea, se obtuvo
el péptido sefal de cada una de las secuencias. Con base en los resultados de los
programas y sacando un promedio del tamafo del péptido predicho por los
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programas, se determino que el tamafo del péptido sefial es de 31 aa para cada una

de las secuencias (Figura 7) (Cuadro 8).

SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence
" Cscore’
10 ¢+ S-score
Y-score ———
08
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8 |
(o]
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02 ¢
o T T
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0 1 IU 25 SIU 4IU 5IU 6IU 70
Fosition

Figura 7: Prediccion del péptido sefal de la proteina GP5 de VR-2332 por el
programa SignalP 4.1.

Dominios transmembranales

Dentro del analisis estructural, para cada una de las secuencias se obtuvieron los
dominios transmembranales. Una vez determinados los dominios, su secuencia fue

descartada dentro de la proteina para poder seleccionar los epitopos.

Para predecir la region transmembranal, solo se analizaron las secuencias de la
proteina madura, es decir, a cada una de las secuencias se le quito el péptido seial

y solo se trabajo con la proteina madura (Cuadro 9)
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OBJETIVO 2: IDENTIFICACION POR HERRAMIENTAS
BIOINFORMATICAS DE EPITOPOS CONSERVADOS DE LA PROTEINA
GP5 DE BETAARTERIVIRUS SUID 2.

Para la prediccion de epitopos, se utilizaron 5 diferentes programas (ABC PRED,
Bcpred, antigenic, IEDB y Bce-Pred). Para Bce-Pred, también se obtuvo la

hidrofobicidad, la accesibilidad y la antigenicidad.

Para cada una de las secuencias se ocuparon los cinco programas.

Eleccion de epitopos

Para la eleccién de los epitopos candidatos se tomaron en consideracion los

siguientes criterios:

1) Laregion candidata dentro de todas las secuencias debe de estar conservada.
Esto se considera importante, ya que al elegir zonas conservadas se estara
asegurando que cubra la diversidad genética de PRRS en México.

2) Al menos tres programas de prediccion de epitopos deben de estimar la
misma region.

3) El punto de corte para los epitopos arrojados debe de ser mayor a 0.7, ya que,
en un punto mas bajo, las predicciones pueden ser incorrectas.

4) Elindice antigénico debe ser significativo
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Con el andlisis de toda la informacién obtenida, se eligieron nueve secuencias
distribuidas dentro de la proteina sin considerar los dominios transmembranales y

tomando en cuenta los tres puntos anteriores.

Como segundo paso, para cada una de las nueve secuencias se analizaron sus
variantes, es decir, las mutaciones que presentaba esa misma region en las 183

secuencias estudiadas.

Al final, de las nueve secuencias, con sus respectivas mutaciones resultaron 66

epitopos diferentes para ser analizados.

Analisis tipo BLAST

Para el analisis de los 66 posibles epitopos, se realizaron los siguientes analisis tipo

BLAST de forma individual para cada secuencia candidata:

i.  Analisis de tipo BLAST para similitud de secuencias de la proteina GP5.
ii.  Analisis de tipo BLAST para similitud de secuencias de proteinas de cerdo (Sus

Scrofa Domesticus).

En el analisis tipo BLAST, aquellas secuencias que coincidian con secuencias que no
fueran especificas de la proteina GP5, no fueron consideradas. Solo aquellas que
alineaban con secuencias de la proteina GP5 se les realizdé un segundo BLAST de
proteinas de cerdos. Las proteinas que arrojaba el analisis se analizaban tomando en
cuenta su e-value, % de identidad y % de cobertura. Asi, aquellas secuencias de
proteinas que tuvieran valores significativos de las caracteristicas anteriormente
mencionados como un e-value cercano a 0, % de identidad mayor al 70% y de

cobertura mayor al 50% eran seleccionadas para realizar un alineamiento con la
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secuencia del epitope como anteriormente se menciona en el programa MEGA y se
identificaba la cercania y similitud del epitope con las proteinas del cerdo. Con este
criterio, los epitopos que tenian mas de tres aminoacidos consecutivos idénticos a la

secuencia de alguna proteina fueron descartados.

Considerando todos los puntos anteriores y analizando la informacion obtenida, se

seleccionaron cuatro epitopos (Cuadro 2).

No.De BLAST de
NOMBRE | Ubicacién Longitud programas Proteina

PEPTIDO | | C-terminal | 8 | 4 | 100%
PEPTIDO3 | C-terminal = 10 | 4 | 100%
PEPTIDO 35 | Ectodominio . 9 | 3 | 100%
PEPTIDO 40 | Ectodominio 8 4 100%

Cuadro 2: Nombre asignado a cada uno de los epitopos seleccionados, asi como, sus
caracteristicas que comprenden la ubicacion dentro de la proteina GP5, el nimero de
aminoacidos por los cuales estan compuestos, aa de inicio y termino, nimero de
programas que identificaron el epitopo y el porcentaje de similitud del analisis tipo
BLAST

Caracteristicas de estructura secundaria e indice antigénico e hidrofilico

Por medio del programa PROTEAN 3D (DNASTAR, 2018), se obtuvieron diferentes
caracteristicas de la secuencia de referencia de la proteina GP5 del Betarterivirus suid

2 (
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Figura 8: Prediccion de la estructura secundaria de la proteina GP5 de VR-2332 y su nivel

antigénico e hidrofilico. Con la identificacion de los cuatro péptidos seleccionados.

Las caracteristicas estimadas son:

1. Hidropatia (Kyte-Doolittle): Predice la hidropatia regional de las proteinas

a partir de sus secuencias de aminoacidos. Los valores positivos se consideran
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hidrofébicos mientras que los valores negativos se consideran hidrofilicos

(DNASTAR, 2018).

. Regién anfipatica Alfa y Beta (Eisenberg): Los momentos hidréfobos son
cantidades semi-empiricas basadas en calculos y mediciones experimentales,
que describen la distribucién de grupos de residuos hidréfilos e hidrofobos
en una proteina. Describen la asimetria de la hidrofobicidad o la antipatia

(DNASTAR, 2018).

. Flexibilidad (Karplus-Schulz): Este método es util para determinar sitios
antigénicos, ya que estas regiones tienden a estar entre las mas flexibles en

una secuencia polipeptidica (DNASTAR, 2018).

. Antigenicidad (Jameson-Wolf): Predice posibles determinantes
antigénicos. Los resultados del método aparecen como multiples picos en el
grafico del Indice Antigénico, donde cada pico representa un determinante
antigénico potencial. El grafico resume las regiones antigénicas utilizando un

valor de umbral de 1,0 (DNASTAR, 2018).
. Probabilidad de superficie (Emini): La Probabilidad de la superficie (Emini)

predice la probabilidad de que una regién determinada se encuentre en la

superficie de una proteina (DNASTAR, 2018).
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Figura 8: Prediccion de la estructura secundaria de la proteina GP5 de VR-2332 y su nivel
antigénico e hidrofilico. Con la identificacion de los cuatro péptidos seleccionados.

En el siguiente cuadro se describen cada uno de los valores y escalas estimadas para

los cuatro epitopos seleccionados.

EPITOPE

Hidropatia (Kyte-
Doolittle)

Regidn anfipatica Alfay
Beta (Eisenberg)

Flexibilidad (Karplus-
Schulz)

Probabilidad de
superficie (Emini)

Antigenicidad
(Jameson-Wolf)

Valor positivo aprox. de 2

Es hidrofébico (se localiza
dentro del virién).

Pocos aminodcidos alfa

Mayormente Beta
anfipaticos.

La secuencia no es flexible.

Valor aprox. de 1.7
No se encuentraen la
Se predice como superficie

altamente antigénica

Valor positivo aprox. de 3.

Es hidrofébico (se localiza
dentro del virién).

100% de aminoacidos beta
anfipaticos.

Un par de aminoacidos
flexibles al inicio de la
secuencia

Valor de 1.7 Valor aprox. de 2

Se localizaen la

Altamente antigénico. L.
superficie.

Valor negativo

Es hidrofilico (se localiza
expuesto en el virién)

Pocos aminoacidos
anfipaticos Beta.

No tiene aminoacidos
flexibles

Valor negativo aprox. 2 .
No se localizaen la

Es antigénico superficie

Valor negativo

Es hidrofilico (se localiza
expuesto en el virién)

Sin aminoacidos anfipaticos
Beta.

Ultimos aminoéacidos
flexibles.

Valor de 1.7 .
No se localizaen la

o rfici
Altamente antigénico. superticie

Cuadro 3: interpretacion de los resultados del analisis realizado en el programa
de Protean 3D..
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Distribucion de los epitopos elegidos en la proteina GP5

Se elaboré un diagrama donde se pudiera observa los dominios de la proteina GP5
y la distribucién de los epitopos elegidos ().

Péptido 40

‘ ./

Péptido 35

Peptido
sefial

L

'7
. Péptido 1

Peptido 3

™

Figura 9: Analisis estructural de la proteina GP5 y la distribucion de los epitopos
(péptidos) elegidos en lo que seria un dibujo grafico de la proteina en
estructura secundaria
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OBJETIVO 3: ESTANDARIZACION DE UN ELISA CON CADA UNO DE
LOS EPITOPOS SELECCIONADOS (PEPTIDOS EPITOPICOS).

Reactivo primario

El reactivo primario utilizado fue cada uno de los péptidos epitopicos, estos péptidos
fueron reconstituidos en agua inyectable estéril. Cada péptido epitopico tenia una

concentracion inicial de Tmg de péptido en 1Tml de agua inyectable.

Una vez reconstituidos se realizd una titulacion de cada uno de los péptidos
epitopicos usando una concentracion inicial de 20ug/ml y realizando diluciones

dobles hasta la concentracion de 0.15 pg/ml. Utilizando 100l por pozo.

Una vez analizados los resultados, se decidio trabajar con una concentracion de

10pg/ml de cada uno de los péptidos epitopicos.

Reactivo secundario

Para determinar la dilucion 6ptima del suero de cerdo a utilizar, se emplearon sueros
negativos y positivos. Ha estos sueros se les realizd una titulacién con diluciones
dobles seriadas comenzando en una dilucion 1/50 hasta 1/1600 utilizando 100ul por

pozo.

Una vez obtenidos los resultados se decidio trabajar con la dilucion del suero en

1/1000.
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Reactivo terciario

Como anticuerpo secundario, se utilizé el Anti-Pig IgG Fc Secondary Antibody, HRP®
(SIGMA-ALDRICH) que esta acoplado a peroxidasa y que esta dirigido a IgG totales

de cerdo.

Para determinar la dilucion optima, se realizd una titulaciéon del conjugado con
diluciones dobles seriadas comenzando en 1/1000 hasta 1/492000. Utilizando 100pl

por pozo.

Con los resultados obtenidos, se decidié trabajar con una dilucion 1/4000 pero
ademas después de realizar varios ensayos y observar que los sueros negativos
tenian una DO alta, se realizaron mas ensayos con la dilucion del conjugado pero
esta vez realizando la dilucion con leche en diferentes % de inclusion en PBS-Tween

0.05%.

Una vez observada una DO 6ptica de los negativos baja, se decidio trabajar con leche

al 5% con una dilucion de conjugado en 1/4000.

Reaccion enzimatica

Para la deteccion de hidrélisis se empled el reactivo OPD (o-Phenylenediamine),
como lo estipula el fabricante. En una concentracién de 100ul por pozo. Se
determin6 ademas el tiempo 6ptimo de hidrélisis dejando como resultado a los 20
minutos y una vez trascurrido este tiempo la reaccién fue detenida empleando una
solucion de acido sulfurico 0.2M. Una vez detenida la hidrélisis la absorbancia era

medida en un espectrofotometro de placas a una longitud de onda de 492nm.

Los resultados de las densidades 6pticas eran analizadas y graficadas.
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Resultados de ELISA

Como anteriormente se menciond la estandarizacion del ELISA, se utilizaron estos
parametros para cada uno de los péptidos, ademas, al no tener sueros testigos
especificos de cada uno de los péptidos, se utilizaron sueros tanto positivos como
negativos que anteriormente fueron diagnosticados como tales con otro kit de
ELISA. Ademas, se utilizd un suero hiper inmune generado con la vacuna comercial

en cerdo.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en cada ensayo se obtuvo el punto

de corte.

Péptido epitopico 1
El epitopo 1 se encuentra localizado en la region C- terminal, con lo cual, segun la

descripcion de la proteina, este epitopo no se encuentra expuesto.

En la Gréfica 1 se pueden observar las DO de los controles utilizados una vez

estandarizada la técnica de ELISA para el epitopo 1.

Se utilizaron 4 controles negativos, el suero hiperinmune y dos controles positivos,

mismo que fueron utilizados como controles en todos los epitopos.

En este epitope, tomando en consideracidon que cada control fue trabajado por
triplicado y para la obtencion del punto de corte se consideraron tres desviaciones
estandar (99%), el punto de corte resulto de 0.33, ejemplificado con la raya color

negro en el centro de la grafica
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RESULTADO DE ENSAYO DE ELISA CON SUEROS POSITIVOS Y NEGATIVOS
PEPTIDO EPITOPICO 1 boet

14 1.22

12

Punto de Corte: 0.33
1.0

0.8

HI
06 Negl Neg 2 Neg 2 Neg 4 0.28
0.24 0.27 0.22 0.21
0.4

0.2

00 — I

Grafica 1: Resultados de la estandarizacion del péptido epitépico 1. Las barras de color
naranja, gris, amarillo y azul claro representan los controles negativos que se localizan
por debajo del punto de corte, mientras que los positivos coloreados en color azul
fuerte y terracota se muestran muy por encima del punto de corte.

Los resultados de la grafica muestran que se tiene una buena deteccion de
anticuerpos dirigidos hacia el epitope 1y la separacion entre DO de los controles

positivos y negativos es visible.

La DO de los controles positivos nos muestra que existen una gran cantidad de Ac

que se unen al epitope 1.

Los resultados del suero hiper inmune de la vacuna muestran que tiene un
comportamiento similar a los sueros negativos, y para este epitope se considera

negativo.
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Péptido epitopico 3

El epitopo 3 se encuentra localizado en la region C- terminal, con lo cual, segun la

descripcion de la proteina, este epitopo no se encuentra expuesto.

En la Gréfica 2 se pueden observar las DO de los controles utilizados una vez

estandarizada la técnica de ELISA.

Se utilizaron 4 controles negativos, el suero hiperinmune y dos controles positivos,

mismo que fueron utilizados como controles en todos los epitopos.

En este epitope, tomando en consideracidon que cada control fue trabajado por
triplicado y para la obtencion del punto de corte se consideraron tres desviaciones
estandar (99%), el punto de corte resultdé de 0.32, ejemplificado con la raya color

negro en el centro de la grafica (Grafica 2).

RESULTADO DE ENSAYO DE ELISA CON SUEROS POSITIVOS Y NEGATIVOS
PEPTIDO EPITOPICO 3

1.4 Pos1 Pos 2

. 1.20 0.91
1.2

Punto de Corte: 0.32
1.0
0.8
Negl Neg 2 Neg 3 Neg 4 HI

06 0.26 0.27 0.22 0.24 0.24
0.4

0-2 - -
Grafica 2: Resultados de la estandarizacion del péptido epitopico 3. Las barras de color
naranja, gris, amarillo y azul claro representan los controles negativos que se localizan

por debajo del punto de corte, mientras que los positivos coloreados en color azul
fuerte y terracota se muestran muy por encima del punto de corte.
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La gréfica ilustra los resultados obtenidos en el ensayo, en donde se puede observar
gue se logra una deteccion de anticuerpos para este epitope. Los sueros negativos
se mantienen, pero el suero hiper inmune de vacuna se proyecta como negativo por

debajo del punto de corte.

Péptido epitopico 35

El epitopo 35 se encuentra localizado en la region del ectodominio de la proteina
GP5, con lo cual se encuentra expuesto en el virién y abarca un aminoacido que esta

N-glicosilado.

En la Gréfica 3 se puede observar las DO de los controles utilizados una vez

estandarizada la técnica de ELISA.

Se utilizaron 4 controles negativos, el suero hiperinmune y dos controles positivos,

mismo que fueron utilizados como controles en todos los epitopos.

En este epitope, tomando en consideracidon que cada control fue trabajado por
triplicado y para la obtencion del punto de corte se consideraron tres desviaciones
estandar (99%), el punto de corte resultdé de 0.20, ejemplificado con la raya color

negro en el centro de la grafica (Grafica 3).
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RESULTADO DE ENSAYO DE ELISA CON SUEROS POSITIVOS Y NEGATIVOS
PEPTIDO EPITOPICO 35

Pos1 Pos 2
1.37 0.84
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Punto de Corte: 0.20
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Grafica 3: Resultados de la estandarizacion del péptido epitopico 35. Las barras de
color naranja, gris, amarillo y azul claro representan los controles negativos que se
localizan por debajo del punto de corte, mientras que los positivos coloreados en color
azul fuerte y terracota se muestran muy por encima del punto de corte.

De igual manera que para los epitopos anteriores, se puede observar que se tiene
una deteccion de anticuerpos para este epitope, los controles negativos se
mantienen por debajo del punto de corte y el suero hiper inmune de vacuna se
considera negativo. En este epitope, se pudo tener una deteccion un poco mas alta
de anticuerpos en los sueros positivos, esta deteccién puede estar asociada a que

este epitope se encuentra expuesto.

Péptido epitopico 40

El epitope 40 se localiza en el ectodominio de la proteina GP5 con lo cual esta

expuesto, ademas abarca un aminoacido glicosilado en N51.
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En la Grafica 4 se puede observar que se utilizaron los mismos 4 controles negativos,
el suero hiperinmune y dos controles positivos. Para este ensayo el punto de corte

fue de 0.49, ejemplificado con la raya color negro en el centro de la grafica.

RESULTADO DE ENSAYO DE ELISA CON SUEROS POSITIVOS Y NEGATIVOS
PEPTIDO EPITOPICO 40

Pos 1 Pos 2
16 1.50 1.05
1.4

Punto de Corte: 0.49
1.2
Neg 4 HI
1.0
Neg1 Neg 3 '\::203 0.41 0.34

0.8 0.52 0.40 -
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Grafica 4: Resultados de la estandarizacion del péptido epitopico 40. Las barras de
color naranja, gris, amarillo y azul claro representan los controles negativos que se

localizan por debajo del punto de corte, mientras que los positivos coloreados en color
azul fuerte y terracota se muestran muy por encima del punto de corte.

En el caso de este epitope, se puede observar en la grafica que el control negativo
1, se vuelve positivo, estando por arriba del punto de corte. El resto de los controles

sigue siendo negativo al igual que el suero hiper inmune de vacuna.

Los controles positivos tienen una deteccion de anticuerpos mayor que el resto de
los epitopos siendo este epitope el de valores mas alto. Esto puede deberse a que
este epitope se encuentra expuesto en la proteina y es un blanco importante para

los anticuerpos del huésped.

56



OBJETIVO 4: EVALUACION DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS
PEPTIDOS EPITOPICOS IDENTIFICADOS EN SUEROS DE CERDOS DEL
PAIS.

Para evaluar la antigenicidad de cada uno de los péptidos epitopicos identificados y
seleccionados, se utilizaron 10 sueros positivos y 10 sueros negativos de los cinco
estados enlistados anteriormente, con un total de 100 sueros (50 positivos y 50
negativos). Como se menciond anteriormente, los sueros fueron catalogados como
positivos y negativos por el Kit de ELISA desarrollado en la UNAM (ELISA-UNAM)
(Garcia Plata, 2016).

Los 100 sueros se trabajaron para cada uno de los cuatro péptidos epitopicos y los

resultados se muestran a continuacion (Cuadro 4 y Cuadro 5).

SUEROS
PEPTIDO W | o Dobles (+) (KITY |Dobles (-) (KITY] TOTAL DE
EPITOPICO Epitopo) Epitopo) SUEROS

1 62 | 38 48 36 100

3 60 | 40 47 37 100

35 53 | 47 47 a4 100

40 54 | 46 46 42 100
100

Cuadro 4: Resultados por péptido epitopico. Se muestran los sueros que son
dobles positivos al kit y a cada uno de los epitopos, teniendo una concordancia
muy similar a lo diagnosticado por el kit.
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Como parte complementaria de estos cien sueros, se analizaron 10 sueros positivos
a anticuerpos especificos a una infeccion de campo y 10 positivos a anticuerpos

especificos de vacunacion (Cuadro 6)
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ESTADO SONORA
Dobles (+) | Dobles (-)
(KITY (KITY
SUEROS POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL péptido) | péptido)
PEPTIDO | 1 5 3 4 5 6 7 8 9 10{11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 |POSITIVOS | NEGATIVOS
EPITOPICO
1 + + + + + + 0+ + +| - + + + - - - - 13 7 10 7
3 + + + + + + 0+ + |- - - - -+ + - 12 8 10 8
35 + + + + + + + - + +| - - - - - - - - 9 11 9 10
40 + + + + + + + - + +| - - - -+ + - - 11 9 9 8
ESTADO JALISCO TOTAL TOTAL
1 + + 4+ + + + + + + 4| - - - - -+ + 4 13 7 10 7
3 + + + + + 4+ + + 4+ HH| - - - - -+ o+ - 12 8 10 8
35 + + + 4+ + 4+ 4+ + 4+ |- - - - - - - . 10 10 10 10
40 + + 4+ 4+ + 4+ 4+ + 4+ H| - - - - - - - 10 10 10 10
ESTADO MICHOACAN TOTAL TOTAL
1 + - + + + + + o+ o+ |- - - - - -+ 4 12 8 9 7
3 + - - + + 4+ + + + +| - -+ - -+ o+ 4+ 12 8 8 6
35 + - - + + 4+ o+ o+ o+ o+ - - - - - -+ 4 10 10 8 8
40 + - - + + + + + + +| - - - - - -+ 4+ 10 10 8 8
ESTADO GUANAIJUATO TOTAL TOTAL
1 + + - + + + + + 4+ |+ -+ -+ - - - 12 8 9 7
3 + + - 4+ + 4+ + + 4+ |+ - -+ o+ - - - 12 8 9 7
35 + + + 4+ + 4+ + + 4+ |+ -+ -+ - - - 13 7 10 7
40 + + - o+ + + + o+ 4+ F|+ - - -+ - - 11 9 9 8
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ESTADO YUCATAN TOTAL TOTAL
1 + + + + + + + + o+ +|+ - -+ - - - - .- 12 8 10 8
3 + + + 4+ + 4+ 4+ + 4+ |+ - -+ - - - - - - 12 8 10 8
35 + + + + + + o+ o+ o+ +|+ - - - - - - .- 11 9 10 9
40 + + + + + + + + o+ +|+ - -+ - - - - .- 12 8 10 8
Cuadro 5: Resultados de ELISA por estado y epitopo.

SUEROS POSITIVOS A ANTICUERPOS
SUEROS VACUNALES TOTAL INFECCION DE CAMPO TOTAL
PEPTIDO 1 > 3 4 5 6 7 8 9 10|+] -J11 12 13 14 15 16 17 18 19 20| +| -
EPITOPICO
1 - - - = = =« -« -Jolwo]+ - + - -+ + + + -|6|a
3 - = = 4+ - - - - = 412 + - 4+ - - - - 4+ 4+ +]5]|5
35 - = = 4+ - - - - - =11 + - + + + + + + 4+ +]9]1
40 - - = = - = - = -« -Jolwo]+ - + + - + + + + -]7]3

Cuadro 6: Resultados de ELISA para sueros positivos Anticuerpos especificos a Vacuna y Campo

59



Péptido epitopico 1

Como se muestra en el Cuadro 4, el epitope 1 tiene una concordancia de 48 sueros dobles
positivos y 36 sueros dobles negativos con el kit ELISA-UNAM. Siendo esto muy importante
ya que los resultados obtenidos son muy parecidos a los obtenidos por el gold estandar.
Ademas, este epitopo detecto 62/100 muestras positivas, lo cual supera a los positivos por
el gold estandar. Para determinar si son falsos negativos por el kit de ELISA, falta realizar

mas estudios.

En cuanto a la positividad por Estado, este epitopo fue el que mayor concordancia por
estado tiene. Tiene una doble positividad de 10 sueros en Sonora, Jalisco y Yucatan (Tabla

5), en promedio detectd tres sueros positivos que se reportan como negativos.

En el Cuadro 6 se muestra que los 10 sueros de vacunacién son reportados como negativos,
pudiendo suponer que la vacunacion no genera anticuerpos contra este epitopo. En cuanto
a los sueros de campo, fue capaz de detectar 6/10 lo que quiere decir que el epitopo es
presentado al sistema inmune en una infeccion natural y genera anticuerpos, es decir, es
antigénico y se muestra como el epitopo que tuvo mayor concordancia con los resultados

del kit ELISA-UNAM.

Péptido epitopico 3

Este epitopo tuvo una concordancia de 47 dobles positivos y 37 dobles negativos con el kit
ELISA-UNAM (Cuadro 4), solo uno menos que el epitopo 1, estos resultados son semejantes

a los obtenidos con el gold estandar.
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De las 100 muestras totales, detecto 60 como positivas, teniendo una deteccion de 10
muestras mas que el gold estandar, esto debe de ser comprobado para determinar si es

capaz de detectar falsos negativos del kit ELISA-UNAM.

En cuanto a la positividad de los estados, este epitopo tiene una concordancia similar al
anterior. Tiene una doble positividad de 10 sueros en Sonora, Jalisco y Yucatan y en

promedio detecté dos sueros positivos que se reportan como negativos (Cuadro 5).

En los resultados de los sueros especificos a vacuna, solo dos fueron dobles positivos. Esto
puede deberse a multiples factores como el hecho de que los animales pudieron ser
vacunados mas de dos veces o que las muestras fueron tomadas en la fase persistente de la
enfermedad. En cuanto a los sueros especificos de campo, la mitad fueron positivos, tal vez

esto se deba a que es menos antigénico que el epitopo 1.

Péptido epitopico 35

El epitope 35 tuvo una concordancia de 47 sueros dobles positivos y 44 sueros dobles
negativos a los dos sistemas de ELISA (Cuadro 4), resultados muy similares a los del epitope
3y siendo muy semejantes a los del gold estandar. Ademas, detecto 53/100 sueros positivos

siendo el mas semejante a los resultados del gold estandar.

Para el analisis por estado, tuvo una doble positividad de 10 sueros en los estados de Jalisco,
Guanajuato y Yucatan siendo el Unico epitopo que tiene una doble positividad de diez sueros
en Guanajuato, ya que el suero tres reportado como positivo, resultd negativo para el resto

de los epitopos. En promedio detecta dos sueros positivos que son reportados negativos.

En cuanto a los resultados de los sueros vacunales, este epitopo solo detecté uno como

positivo, pero es el epitopo con mayor deteccidén de sueros positivos a infeccion de campo

61



con 9 sueros (Cuadro 6). Es importante notar que el suero de campo nimero 12 que detectd

como negativo, también lo es para el resto de los epitopos.

Estos resultados muestran que la vacuna es procesada de tal forma que este epitopo no es
visible al sistema inmune, pero en infeccién de campo se muestra y genera anticuerpos.
Deben realizarse mayor numero de estudios para establecer si estos anticuerpos son
protectores, en qué fase de la enfermedad son producidos y sobre todo sin son

neutralizantes para el virus. Por tanto, solo podemos decir que es antigénico.

Péptido epitopico 40

El epitope 40 tiene una concordancia de 46 sueros dobles positivos y 42 dobles negativos,
siendo el que menor concordancia con el gold estandar obtuvo, pero en los resultados
globales obtuvo 54/100 sueros positivos siendo muy similares con los resultados del gold

estandar.

Los resultados analizados por estado fue el que menos concordancia obtuvo, puesto que
solo tuvo doble positividad con el estado de Jalisco y Yucatan. En el estado de Jalisco, junto
con el epitopo 35 fueron los Unicos que tuvieron tanto 10 dobles positivos como 10 dobles

negativos (Cuadro 5).

La tabla 6 muestra que este epitopo no detectd ningun suero positivo vacunal, pero en los
sueros de campo se detectaron 7 dobles positivos, con lo cual se muestra que es el segundo

mas antigénico y especifico a una infeccion de campo.
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DISCUSION

La enfermedad de PRRSV, causa mas de dos millones de casos de infeccion porcina
anualmente en el mundo y le cuesta a la industria porcina de los EE. UU.
aproximadamente 664 millones de délares en pérdidas directas por afio (Chen, Li et
al, 2013; Du, Nan et al, 2017). En la actualidad el control de la enfermedad se centra
en la administracion de vacunas profilacticas para minimizar el impacto clinico de
una infeccién, sin evitar que los cerdos sean infectados. Las vacunas actualmente
utilizadas en el campo consisten en vacunas de virus inactivo y de virus atenuado
activo. Las primeras son seguras y pueden proporcionar cierta proteccion contra los
virus homdlogos, pero son totalmente ineficaces contra las cepas heterdlogas y las
vacunas atenuadas de virus activo proporcionan una proteccion de moderada a
fuerte contra un desafio homdlogo, pero no es capaz de proporcionar proteccion
cruzada contra desafios heterdlogos con un efecto protector sostenido, ademas
tiene la desventaja de que la cepa de vacuna puede volver a la virulencia y comenzar
a promover en lugar de prevenir la infeccion viral (Chen, Li et a/, 2013; Piron, De

Koker et al, 2014; Welner, Nielsen et al, 2017).

Tras esta problematica se han evaluado varios enfoques para desarrollar vacunas
contra la enfermedad, incluidos virus atenuados vivos, virus inactivados, sistemas de
vacunas de subunidades recombinantes (basadas en plasmidos, bacterias,
baculovirus, adenovirus, virus de la viruela aviar y virus de la pseudorabia que llevan
varias proteinas estructurales del Betaarterivirus suid 2) y virus quiméricos (Chen, Li

et al, 2013; Welner, Nielsen et al, 2017).
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En la actualidad cada vez es mas necesario generar vacunas basadas en epitopos
considerando su gran potencial de ser usadas para la prevencion de enfermedades,
diagnosticos y tratamientos con menos riesgos de inducir una infeccién. Sin
embargo, dentro de la diversidad de epitopos en un patdogeno, es importante notar
que no todos los epitopos, incluso aquellos que parecen ser dominantes, tienen la
misma capacidad para provocar la produccion de anticuerpos. La produccién de
estas vacunas tiene ventajas tales como: se incluyen varios epitopos
inmunoprotectores en una sola molécula, se descartan los epitopos
inmunodominantes, pero no protectores, y los epitopos que ejercen efectos
adyuvantes, como los epitopos promiscuos de células T, pueden incluirse para
mejorar la inmunogenicidad. Estas caracteristicas ofrecen la posibilidad de disefar
vacunas multitarget, altamente eficientes. Sin embargo, un requisito para el disefio
de tales inmundgenos consiste en el descubrimiento de los epitopos
inmunoprotectores y las variantes cuando la variabilidad genética es relevante para
un patogeno particular (Soria-Guerra, Nieto-Gomez et a/, 2015). Actualmente no se
dispone de una vacuna basada en epitopos sintéticos contra la infeccion por
Betaarterivirus suid 2 en Meéxico. El presente estudio representa la primera
investigacién en el pais del andlisis y estudio de antigenicidad de péptidos epitopicos
de células B conservados como posibles epitopos a utilizar en una vacuna
prometedora que ayude a la industria porcina del pais a controlar y de ser posible
erradicar la enfermedad de PRRS, ademas utiliza nuevas formas de investigacion
como es la aplicacién de herramientas bioinformaticas, que en el campo de

veterinaria aun su uso es muy limitado y poco explorado.
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La bioinformatica es un campo de la ciencia en el que varias disciplinas como la
biologia, la informatica y la tecnologia de la informacién que convergen para
organizar y almacenar grandes cantidades de informacion biolodgica impulsada por
los avances generados en genética, biologia molecular y biotecnologia. Uno de los
objetivos de la bioinformatica es racionalizar e interpretar, de manera efectiva y
oportuna, la informacion del genoma, transcriptoma y/o proteoma con el objetivo
de promover beneficios para la salud, incluyendo el desarrollo de vacunas seguras y

eficaces (Soria-Guerra, Nieto-Gomez et a/, 2015).

Dentro de los objetivos de este proyecto se realizo el analisis bioinformatico de una
de las principales y mas importantes proteinas estructurales del Betaarterivirus suid
2: GP5. Estos analisis no solo fueron de gran aporte al proyecto, sino que se incorporé
un nuevo campo de analisis de informacién para llegar a un objetivo particular. Esto
como parte de abrir una nueva puerta de acceso a un campo aplicado a la ciencia y
en particular a la ciencias veterinarias mostrando algunos de los programas
bioinformaticos en Inea mas Utiles y las bases de datos de busqueda para los analisis
de genomas, basados en nuestra propia experiencia y una laboriosa busqueda en la
literatura y en las bases de datos web, brindando una perspectiva de como estas
herramientas han ayudado a el campo del desarrollo de vacunas, particularmente en
el desarrollo de vacunas basadas en epitopos y que nos puedan brindar informacion
relevante, que se pueda estar pasando por alto, y que sea una base para generar

nuevo conocimiento que nos pueda permitir ganar la batalla a la enfermedad.

Como parte del analisis que se cubrié de todas las secuencias de la proteina GP5 del
Betaarterivirus suid 2, se puede observar la gran variabilidad de esta proteina, ya que

los analisis nos mostraron que el grado de conservacién de las 183 secuencias es
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solo del 25.6%, lo cual es un porcentaje muy bajo. Esto limitaba en gran parte el
poder obtener epitopos conservados de esta proteina, pero se lograron identificar
secuencias candidatas a epitopos de 8 a 10 aa con un grado de conservacion mayor
al 95%. Si bien, la proteina dentro de su forma de evasidn al sistema inmune ocupa
la alta variabilidad, también la proteina tiene funciones que la hacen conservar
secuencias cortas durante el transcurso de los afios. También se sabe que la proteina
utiliza un epitopo sefiuelo (epitopo A) que engaia al sistema inmune del cerdo y es
altamente antigénico (Dokland, 2010; Faaberg, Hocker et a/, 2006; Plagemann, 2004).
La secuencia de este epitopo fue analizada y se descubrid que solo 68 de las 183
secuencias tienen la secuencia conservada de VR-2332 (?’VLVN?®Y). Sus cuatro
aminoacidos de los que consta su secuencia son altamente variables y por cual solo
el 37% de las secuencias estudiadas son idénticas en sus aa, lo cual coincide con la
literatura, ya que se sabe que el virus evoluciona constantemente para causar nuevos
brotes al evadir la inmunidad existente en las granjas vacunadas (Du, Nan et al,

2017).

La caracterizacion de la proteina GP5 incluy6 la determinacion de los dominios
transmembranales (TM), y al contrario de lo descrito en la literatura en donde se
piensa que existen de dos a tres dominios TM, los resultados fueron coincidentes
con las especulaciones de Veit et a/, 2014, en donde dice que solo la Ultima parte de
la region hidrofébica de GP5 cumple con las propiedades de las regiones
transmembrana tipicas, donde una secuencia hidréfoba de ~20 aminoacidos esta
flanqueada en cada lado por un residuos de arginina (R) y la secuencia se muestra

T05RYVLSSIYAVCALAALTCFVIR'2, En el caso de las 183 secuencias analizadas la R105
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tiene un grado de conservacion de 99.4%, solo una secuencia muestra un cambio
por una Glicina, y al ser solo una, tal vez se deba un error en la secuenciacion. En el
caso de R126, se presenta la misma situacién con un grado de conservacion de 99.4%
y en este caso la mutacion se da de una arginina por una lisina, quiere decir que las

183 secuencias tienen el dominio TM conservado.

La parte precedente de la region hidréfoba abarca de los aminoacidos 66-104, o eso
se pensaba, pero de acuerdo con lo analizado en este proyecto, los programas
bioinformaticos describian solo dos regiones transmembranales y en medio de ellas
se notaba una secuencia expuesta. Algo un poco inusual porque se describe que esta
secuencia se localiza citoplasmatica, no siendo el caso con la especulacion de Veit y
colaboradores 2014, donde describe que solo existe una region transmembranal ya
antes descrita y la segunda regién precedente descrita como hidrofébica o
transmembranal se especula que forma un bucle en forma de horquilla que no
atraviesa completamente la membrana. Esto debido a que, hay un residuo de prolina
conservado (P71), que puede inducir un retorcimiento en la hélice del dominio TM
que hara que regrese desde el interior de la membrana hasta el exterior del virus en
el virion maduro. En este estudio, la P71 descrita tiene una conservacion del 100%
en las 183 secuencias. Ademas, hay un residuo de acido aspartico (D89) 15 residuos
del extremo de esta regién hidréfoba, que es atipico para un tramo transmembrana
y que en las 183 secuencias se encuentra 100% conservado. Este residuo cargado,
Veit et al, 2014 especula que puede estar expuesto a la fase hidroéfila. Tal es el caso,
que se presenta en las predicciones de los dominios TM, y coincide con lo descrito
por el autor, quedando la region del bucle de horquilla de la regién 65-88, la

secuencia expuesta del 89-102 y la region TM del 103-125 (). Esta informacion es de
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suma importancia, ya que al pensarse que la regién de los aa 89-102 esta dentro,
podria estarse pasando por alto una regién candidata a epitope B o T que pueda

ayudar al control de la enfermedad.

Uno de los aspectos mas importantes en el presente estudio fue la identificacion y
seleccion de los posibles epitopos candidatos predichos por programas
bioinformaticos, se sabe que el uso de estas herramientas puede lograr una
adecuada seleccion de epitopos /n silicoy contribuir al disefio de vacunas basadas
en epitopos usando estas herramientas (Soria-Guerra, Nieto-Gomez et a/, 2015).
Para la seleccion de epitopos de la proteina GP5 se excluian los dominios
transmembranales, las secuencias del péptido sefal y se buscaba elegir zonas
altamente conservadas. Welner y colab. (2017) consideran que durante el desarrollo
de una vacuna basada en epitopos se deben de considerar tres puntos esenciales. El
primero de ellos es la eleccion de epitopos conservados para garantizar el mas alto
grado de cobertura de patégenos y excluir los epitopos que son prescindibles para
el patdégeno (Soria-Guerra, Nieto-Gomez et a/, 2015; Welner, Nielsen et al, 2017).
Un total de 66 epitopos con una longitud aproximada de 12 aa fueron identificados
y seleccionados de la proteina GP5, ademas de la conservacion se tomaron en cuenta
otros puntos como fue (i) mas de tres programas debia predecir la secuencia como
epitopo (ii) el score arrojado por el programa debia de ser mayor al 0.7 (iii) los analisis
tipo BLAST de la secuencia debian arrojar resultados en donde la secuencia se
identificara en un 100% con secuencias de la misma proteina y las secuencias
arrojadas de proteinas de cerdo no debian coincidir en mas de tres aminoacidos en
la secuencia del epitopo. Al final del analisis exhaustivo solo cuatro epitopos

cumplieron las caracteristicas mencionadas. Estos epitopos tienen un grado de
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conservacién > al 95%, con lo que se cumple lo descrito por el autor Welner et al,
2017 en utilizar epitopos altamente conservados. Considerando que la proteina los
ha conservado por mas de 24 afios, sugiere su utilidad en la proteina, ya sea para un

plegamiento adecuado o podria tener una funcion de union.

Los analisis tipo BLAST, muchas de las veces no son considerados en otros trabajos,
pero son de suma importancia, en el caso de los BLAST de la proteina de estudio, el
obtener resultados en donde la secuencia se alinee con secuencias de otros
patdgenos, puede comprometer la especificidad de la respuesta inmune y en el caso
del BLAST de proteinas de cerdo, el que la secuencia del epitopo se identifique con
mas de tres aa seguidos con alguna proteina de cerdo, puede generar una reaccion

cruzada de la respuesta inmune.

Las herramientas bioinformaticas integradas en este estudio, tiene el objetivo de
identificar epitopos B que produzcan una respuesta humoral y aunque los otros dos
puntos (diversidad de genotipo e inmunogenicidad) no fueron comprobados en este
estudio, la capacidad de que los epitopos son antigénicos y son reconocidos por

anticuerpos especificos, si fue comprobado.

Los ensayos de ELISA mostraron que los cuatro péptidos epitopicos son antigénicos
al igual que lo muestra el andlisis de Protean, y son reconocidos por anticuerpos
inducidos por la infeccion, comprobando que son epitopos B como se predijo por
los programas bioinformaticos. Ademas, los ensayos demostraron ser capaces de
detectar mayor nimero de muestras con anticuerpos dirigidos hacia cada uno de los
epitopos en comparacién con el kit de ELISA-UNAM. El epitopo 1 detect6 mayor
nuimero de positivos con 62/100 sueros, posteriormente el epitopo 3 con 60/100
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sueros, el epitopo 40 con 54/100 sueros, solo uno arriba del 35 que detect6 53/100
sueros. El hecho de que detectan mayor nUmero de muestras positivas se puede
deber a que el kit ELISA-UNAM utiliza una cepa de campo de virus completo,
ampliando la unién de anticuerpos hacia diferentes proteinas del virus, en
comparacion con solo utilizar un epitope de una proteina que es la mas abundante.
Esto sugiere que, el poner un virus completo en una prueba serologica solo dejara
presente cada uno de los epitopos propuestos en este estudio una sola vez, en
comparacion con ponerlo muchas veces en el ensayo. Estamos seguros de que estos
epitopos propuestos son antigénicos y despiertan una respuesta inmune en el
huésped, aunque se necesita mas investigacion antes de poder ser candidatos
ideales a utilizar en una vacuna, como el saber si son inmunogénicos, si producen
anticuerpos neutralizantes, entre otros, pero con las pruebas de ELISA y los
resultados obtenidos estamos seguros de que estos epitopos deben ser
considerados para su uso en diagndstico o la generacién de una vacuna contra la

enfermedad de PRRS en México.

Desde hace tiempo se sabe que la vacuna comercial de virus activo atenuado (MLV)
disponible en México no protege contra la infeccion y esto pudo verse en el analisis
de los sueros positivos anticuerpos de campo y de vacuna en donde la mayor parte
de los sueros vacunales resultaban negativos y la mayor parte de los sueros de
campo resultaban positivos en todos los epitopos propuestos, con lo que se suma
mayor evidencia de que estos epitopos son antigénicos y mejor aun, son antigénicos
en virus de campo que en su mayoria son los que infectan al hato productor, como

lo evidencia Martinez-Bautista et a/ 2018.
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La vacuna dirigida por epitopos es un concepto atractivo que se esta persiguiendo
con éxito en un gran numero de grupos de investigacion, especialmente para el
desarrollo de vacunas dirigidas a epitopos conservados en patdgenos variables o
que mutan rapidamente como es el caso del Betaarterivirus suid 2 que se caracteriza
por tener un alto grado de diversidad genética y antigénica, lo que ha impedido el
desarrollo de vacunas efectivas y de amplia cobertura utilizando métodos
tradicionales. La rapida aparicién de este patdgeno viral subraya la necesidad de
procesos mejorados y acelerados para desarrollar y producir vacunas, una necesidad
que puede abordarse mediante los métodos descritos anteriormente, lo que permite
un enfoque rapido y basado /n silico para formular vacunas candidatas (Soria-

Guerra, Nieto-Gomez et al, 2015).
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CONCLUSIONES

Por medio de herramientas bioinformaticas se lograron identificar cuatro epitopos
conservados de la proteina GP5 de Betaarterivirus Suid 2. Los cuales son antigénicos
ya que son capaces de reconocer anticuerpos especificos generados por virus
heterélogos en una gran variedad de sueros de cerdos pertenecientes a los Estados

mas productores del pais.
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ANEXO 1: SOLUCIONES.
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS 1x)

» 100mL PBS al 10x
» 900mL agua bidestilada
» Llevarloaun Ph7.2-74

PBS Tween 0.05%

» 1L PBS al 1x
» 500uL de Tween 20R

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS/ LECHE DESLACTOSADA al 5%

» 1L de PBS-tween 0.05%
» 50gr (5%) de Leche deslactosada
» Mantener a4 °C

BUFFER DE CARBONATOS

1L de agua milliQ
3.8gr de NaHCO3
1.92gr Na2CO3
Llevar a Ph 9.6

vV V V VY V¥V

Filtrar y guardar a 4 °C
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ANEXO 2. CUADROS

Cuadro 7: SECUENCIAS DE GP5 DE BETAARTERIVIRUS SUID 2 OBTENIDAS
DEL GENBANK

No. NOMBRE GenBank Protein ORIGEN ANO AUTOR
1 VR-2332 Ug7392 ABU87666.1 USA 1992 = Murtaugh,M.P.
2 A16MX14 KU844095.1 APD32903.1 MEX 2016 Sotomayor-
Gonzalez, A.
3 A4MX14 KU844094.1 | APD32902.1 MEX 2014 Sotomayor-
Gonzalez, A.
4 G2MX14 KU844097.1 APD32902.1 MEX 2014 Sotomayor-
Gonzalez, A.
5 VACMX14 KU844096.1 APD32904.1 MEX 2014 Sotomayor-
Gonzalez, A.
6 CIADOO01 DQ250069.1 ABB54498.1 SON/MEX 2002 Hernandez, J.
7 CIADO002 DQ250073.1 | ABB54502.1 SON/MEX 2003 Hernandez, J.
8 CIADO03 DQ250075.1 | ABB54504.1 SON/MEX 2003 Hernandez, J.
9 CIAD004 DQ250074.1 | ABB54503.1 SON/MEX 2003 Hernandez, J.
10 CIADOO05 DQ250078.1 | ABB54507.1 SON/MEX 2004 Hernandez, J.
11 CIADO06 DQ250076.1 | ABB54505.1 SON/MEX 2005 Hernandez, J.
12 CIADOO07 DQ250077.1 | ABB54506.1 SON/MEX 2004 Hernandez, J.
13 CIADO08 DQ250071.1 | ABB54500.1 SON/MEX 2004 Hernandez, J.
14 CIADO09 DQ250070.1 | ABB54499.1 SON/MEX 2005 Hernandez, J.
15 CIADO10 DQ250080.1 | ABB54509.1 SON/MEX 2004 Hernandez, J.
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Hernandez, J.

Hernandez, J.



126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

CIAD369

CIAD370

CIAD371

CIAD386

CIAD388

CIAD389

CIAD390

CIAD391

CIAD392

CIAD394

CIAD399

CIAD402

CIAD405

CIAD412

CIAD413

CIAD416

CIAD417

CIAD419

CIAD420

CIADA423

CIAD424

CIAD425

KF444474.1

KF444475.1

KF444476.1

KF444477 .1

KF444478.1

KF444479.1

KF444480.1

KF444481.1

KF444482.1

KF444483.1

KF444484.1

KF444485.1

KF444486.1

KF444487.1

KF444488.1

KF444489.1

KF444490.1

KF444491.1

KF444492.1

KF444493.1

KF444494.1

KF444495.1

AGX26612.1

AGX26613.1

AGX26614.1

AGX26615.1

AGX26616.1

AGX26617.1

AGX26618.1

AGX26619.1

AGX26620.1

AGX26621.1

AGX26622.1

AGX26623.1

AGX26624.1

AGX26625.1

AGX26626.1

AGX26627.1

AGX26628.1

AGX26629.1

AGX26630.1

AGX26631.1

AGX26632.1

AGX26633.1
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SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX

SON/MEX

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.

Hernandez, J.



148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

CIAD426
CIAD427
CIAD428
CIAD429
CIAD430
CIAD432
CIAD434
CIAD436
CIAD446
CIAD447

DMZC01/2015

DMZC02/2015

DMZC03/2015

DMZC04/2015

DMZC05/2015

DMZC06/2015

DMZC07/2015

KF444496.1

KF444497 .1

KF444498.1

KF444499.1

KF444500.1

KF444501.1

KJ769642.1

KF444502.1

KF444503.1

KF444504.1

MF279256.1

MF279257.1

MF279258.1

MF279259.1

MF279260.1

MF279261.1

MF279262.1

AGX26634.1

AGX26635.1

AGX26636.1

AGX26637.1

AGX26638.1

AGX26639.1

AIH04806.1

AGX26640.1

AGX26641.1

AGX26642.1

AVL27332.1

AVL27333.1

AVL27334.1

AVL27335.1

AVL27336.1

AVL27337.1

AVL27338.1
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SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX
SON/MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

PUE, MEX

PUE, MEX

2010

2010

2010

2010

2010

2009

2010

2013

2013

2009

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.
Hernandez, J.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.



165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

DMZC08/2015

DMZC144/2016

DMZC181/2015

DMZC205/2015

DMZC217/2015

DMZC43/2016

DMZCIN27-
1/2016

DMZCIN27-
2/2016

DMZCIN27-
3/2016

DMZCIN27-
4/2016

DMZCIN27-
5/2016

DMZCIN27-
6/2016

DMZCIN27-
7/2016

variant1 gene

MF279263.1

MF279265.1

MF279253.1

MF279254.1

MF279255.1

MF279264.1

MF279266.1

MF279267.1

MF279268.1

MF279269.1

MF279270.1

MF279271.1

MF279272.1

KP245832.1

AVL27339.1

AVL27341.1

AVL27329.1

AVL27330.1

AVL27331.1

AVL27340.1

AVL27342.1

AVL27343.1

AVL27344.1

AVL27345.1

AVL27346.1

AVL27347.1

AVL27348.1

AKE07598.1
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PUE, MEX

JAL, MEX

JAL, MEX

JAL, MEX

PUE, MEX

GTO, MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

VER, MEX

MEX

2015

2016

2015

2015

2015

2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016

2016

2015

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Martinez-
Bautista,N.R.

Toiber,A.L.



179

180

181

182

183

variant2 gene
variant3 gene
variant4 gene
variant5 gene

variant6 gene

KP245833.1

KP245834.1

KP245835.1

KP245836.1

KP245837.1

AKE07599.1

AKE07600.1

AKEO07601.1

AKE07602.1

AKE07603.1

MEX

MEX

MEX

MEX

MEX

2015

2015

2015

2015

2015

Toiber,A.L.
Toiber,A.L.
Toiber,A.L.
Toiber,A.L.

Toiber,A.L.

Cuadro 8: DATOS OBTENIDOS EN LA PREDICCION DEL PEPTIDO SENAL Y

PUNTO DE CORTE PARA CADA SECUENCIA

CEPA LipoP SignalP SMART SIGNAL3L HMMER @ PUNTO DE
1.0 4.1 CORTE

VR2332 31-32 32 1----31 31 NO 31

PRRSv/1 26-27 32 no NO 31 31

PRRSv/2 26-27 27 1----26 26 NO 26
31-32 31

PRRSv/3 29-30 32 1----26 26 31 26
26-27 31
31-32

PRRSv/4 25-26 35 no 34 NO 34
29-30

PRRSv/5 25-26 35 no 34 22 34
29-30

PRRSv/6 29-30 30 1---29 29 29 29
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PRRSv/7
PRRSv/8
PRRSv/9
PRRSv/10
PRRSv/11
PRRSv/12
PRRSv/13
PRRSv/14

PRRSv/15

PRRSv/16

PRRSv/17

PRRSv/18

PRRSv/19

PRRSv/20

25-26

25-26

31-32

no tiene

29-30

26-27

31-32

29-30

25-26

29-30

25-26

29-30

18-19

25-26

26-27

29-30

25-26

25-26

26-27

29-30

32

32

32

32

30

35

35

35

35

35

35

no
no
1----31
1----31
1----31
1----31
1----31
1----29
1----26
no
1---34
1---31
no

1---31
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34

34

31

31

33

31

31

29

34

34

34

34

34

34

NO

22

31

NO

NO

31

NO

29

NO

NO

NO

NO

NO

NO

34

34

31

31

31

31

31

29

26

34

34

31

34

31



Cuadro 9: DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE LOS DOMINIOS
TRANSMEMBRANALES

CEPA SMART HMMER TMHMM REGION
TRANSMEMBRANAL

VR2332 35---42 75-94 35-57 35-57
72---94 72-94 72-94

PRRSv/1 35-57 75-96 35-57 35-57
72-94 72-94 72-94

PRRSv/2 40-62 40-62 40-62
82-101 80-101 82-101 82-101

PRRSv/3 40-62 40-62 40-62
77-99 80-99 77-99 77-99

PRRSv/4 34-56 34-56 34-56
71-93 74-95 71-93 71-93

PRRSv/5 34-56 74-95 34-56 34-56
71-93 71-93 71-93

PRRSv/6 39-61 79-100 39-61 39-61
76-98 76-98 76-98

PRRSv/7 34-56 74-95 34-56 34-56
PRRSv/8 34-56 74-95 34-56 34-56
71-93 71-93 71-93

PRRSv/9 35-57 76-96 35-57 35-57
77-96 77-96 77-96
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PRRSv/10

PRRSv/11

PRRSv/12

PRRSv/13

PRRSv/14

PRRSv/15

PRRSv/16

PRRSv/17

PRRSv/18

PRRSv/19

PRRSv/20

35-57

72-94

35-57

72-94

35-57

72-94

36-58

73-95

39-61

76-98

42-64

84-103

34-56

71-93

34-56

71-93

37-59

74-96

34-56

71-93

37-59

74-96

36-56

76-96

75-96

31-51

71-94

76-97

79-100

82-103

74-95

74-95

77-98

74-95

77-98
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35-57

72-94

35-57

72-94

35-57

72-94

36-58

73-95

39-61

76-98

42-64

84-103

34-56

71-93

34-56

71-93

37-59

74-96

34-56

71-93

37-59

74-96

35-57

72-94

35-57

72-94

35-57

72-94

36-58

73-95

39-61

76-98

42-64

84-103

34-56

71-93

34-56

71-93

37-59

74-96

34-56

71-93

37-59

74-96
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