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DESCRIPCION DE LOS MECANISMOS DE ACCION
INMUNOLOGICOS INDUCIDOS POR VACUNAS RECOMBINANTES
ESPECIFICAS CONTRA CEPAS DE VIRUS DE PRRS MEXICANAS

RESUMEN

Desde su aparicion, el virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino ha
provocado grandes pérdidas econdmicas en la porcicultura a nivel global. Las
vacunas activas atenuadas comerciales disponibles en el pais, no proporcionan
una proteccién util, especialmente contra cepas genéticamente heterélogas. Por
lo cual, el enfoque para el desarrollo de vacunas ha cambiado. En el presente
estudio se probo la inmunogenicidad de las proteinas no estructurales NSP1 y
NSP11 del virus de PRRS, asi como de péptido 40 de la proteina estructural GP5.
Se evalué la respuesta humoral y la capacidad proliferativa de las células T. Se
inmunizaron ratones Balb/cAnN con los antigenos mencionados y con la vacuna
comercial y se tomaron muestras de suero y de bazo para su evaluacion. Los
resultados muestran que la proteina NSP11 fue la mas inmunogénica, incluso
mas que la vacuna. La proteina NSP1 también resulté ser inmunogénica, no asi el
péptido 40.

Estos datos proporcionan bases para el desarrollo de vacunas recombinantes que
pueden ser utilizados para controlar la enfermedad de manera mas eficaz y

segura.

Palabras clave: PRRSV, vacunas recombinantes, respuesta inmune, proteinas

no estructurales



DESCRIPTION OF THE IMMUNE MECHANISMS OF ACTION INDUCED BY
SPECIFIC RECOMBINANT VACCINES AGAINST MEXICAN PRRS VIRUS
STRAINS

ABSTRACT

Since its appearance, the Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus
has caused great economic losses in pig farming globally. The commercial live
attenuated vaccines available in the country do not provide useful protection,
especially against genetically heterologous strains. Therefore, the approach to
vaccine development has changed. The present study tested the immunogenicity
of the non-structural proteins NSP1 and NSP11 of the PRRS virus, as well as of
peptide 40 of the structural protein GP5. The humoral response and the
proliferative capacity of the T cells were evaluated. Balb / cAnN mice were
immunized with the mentioned antigens and with the commercial vaccine, and
serum and spleen samples were taken for evaluation. The results show that the
NSP11 protein was the most immunogenic, even more so than the vaccine. The
NSP1 protein also turned out to be immunogenic, but peptide 40 was not.

These data provide the basis for the development of recombinant vaccines that

can be used to control the disease more effectively and safely.

Keywords: PRRSV, recombinant vaccines, inmune response, non-structural

proteins
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CAPITULO I: INTRODUCCION, EL VIRUS DE PRRS

El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS, por sus siglas en inglés)
ha sido una de las enfermedades porcinas de mayor impacto econdmico en todo
el mundo durante mas de tres décadas. Se estima que el costo anual en la
industria porcina de los Estados Unidos es al menos de $600 millones al afio [1].
El agente etiolégico, el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(PRRSV, por sus siglas en inglés) es un virus ARN de cadena uUnica de sentido
positivo envuelto, que pertenece al orden de los Nidovirales, familia Arteriviridae,
[2]. El PRRSV tiene dos genotipos bien reconocidos: Tipo 1, o tipo europeo
(prototipo Lelystad) y Tipo 2, o tipo norteamericano (prototipo VR-2332). El virion
de PRRS parece ser una particula aproximadamente esférica u ovalada de 50 a
60 nm de didmetro [3]. EI ARN del genoma viral esta empaquetado por proteinas
de la nucleocapside. Alrededor de ésta, las glicoproteinas de superficie (GP) y las
proteinas de membrana se insertan en la bicapa lipidica para formar las particulas
de virion. EI ARN del genoma de PRRSV es una molécula de cadena positiva,
poliadenilada en 3', de aproximadamente 15 kb de longitud, que contiene 11
marcos de lectura abiertos conocidos (ORF). El gen de la replicasa consiste en
los grandes ORF 1l1la y 1b, que estan situados en las tres cuartas partes
proximales del extremo 5' del genoma policistrénico (Figura 1). En contraste con
la region ORF1b mas conservada, el tamafio de ORFla es bastante variable
debido a la hipervariabilidad en la regién central de la proteina no estructural 2
(nsp2) [4]. Las regiones ORFla y ORF1b codifican dos grandes poliproteinas no
estructurales, ppla y pplab, y la expresion de esta ultima depende de una sefial
de desplazamiento del marco ribosomal -1 en la region de superposicion ORFla /
ORF1b. Tras su sintesis a partir de la plantila de ARNm gendmico, las
poliproteinas ppla y pplab replicasa se procesan en al menos 14 proteinas no
estructurales (nsps) por 4 proteinasas codificadas en ORFla que residen en
nspi1a, nsp1PB, nsp2 y nsp4. El extremo 3' del genoma viral contiene ocho genes
relativamente pequenos, y estos genes tienen secuencias terminales 5' y 3' que

se superponen con los genes vecinos (Figura 1), con la excepcion de ORF4 /



ORF5 de PRRSV de tipo 2. Estos genes codifican cuatro glicoproteinas asociadas
a la membrana (GP2a, GP3, GP4 y GP5), tres proteinas de membrana no
glicosiladas (E, ORF5a y M), y una proteina de nucleocépside (N) [2].

Existe una gran variedad y diversidad de cepas de PRRS a nivel mundial. En
México las cepas aisladas entre 2016 y 2017 pertenecen, segun la clasificacion
reportada por Shi y colaboradores en el 2010, a los linajes 1, 5 y 8 dentro de los
nueve reportados a nivel mundial; donde la mayoria de las cepas aisladas en
diferentes regiones del pais se encuentran agrupadas en el linaje 8 [5].

Expressed from genomic RNA <= Expressed from subgenomic mRNAs
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Figura 1. Organizacion del genoma de PRRS

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV): Pathogenesis and Interaction with the Immune System Joan K. Lunney, et. al. 2016

Los cerdos son el tnico huésped natural conocido de PRRSV; ademas, tiene un
tropismo muy restringido para las células del linaje monocitico. EI macréfago
alveolar porcino completamente diferenciado sirve como un objetivo celular
primario para la infeccibn por PRRSV [6]. Las células dendriticas también son
compatibles con la replicacion del virus [7]. De manera experimental, entre las
diferentes lineas celulares analizadas, solo la linea celular MA-104 de rifion de
mono verde africano y los derivados, como MARC-145, son totalmente permisivos

para la replicacion in vitro de PRRSV [8].

Replicacién

El PRRSV ingresa a las células huésped a través de la endocitosis mediada por
clatrina estandar. El genoma viral se libera en el citosol después de la
acidificacion del endosoma y la fusibn de la membrana [9]. La entrada viral

mediada por el receptor se ha estudiado ampliamente y se ha determinado que

2



CD163 es el principal receptor que media la internalizacion viral y el desmontaje
[10]. Se sabe que la sialoadhesina (CD169) puede servir como receptor para
mediar la internalizacion viral a través de la interaccion con los ectodominios de
heterodimero GP5 / M [11]. Sin embargo, en ratones knockout del gen CD169 se
demostré que no se requiere una sialoadhesina intacta (CD169) para la insercion
y/o la internalizacion del PRRSV [12]. Mediante la seleccion de una biblioteca de
ADNc de macrofagos porcinos para determinar la funcion del receptor, se
identifico a CD163, un miembro de la familia rica en cisteina del receptor
scavenger, como un factor clave en el inicio de la infeccibn por PRRSV. La
sobreexpresion de CD163 hace que una variedad de lineas celulares no
permisibles sean susceptibles a la infeccion por PRRSV [13]. Dos proteinas
estructurales menores, GP2a y GP4, se determinaron como proteinas de union
viral que median la entrada del virus en las células huésped susceptibles al

interactuar con CD163.

Tras la entrada de endocitosis mediada por receptor y desensamblaje, la
traduccion del genoma produce poliproteinas replicasa ppla-nsp2TF, ppla-
nsp2N, ppla y pplab. Estas poliproteinas se escinden mediante proteinasas
internas virales para generar al menos 14 proteinas no estructurales, que se
ensamblan en un complejo de replicacion y transcripcion (RTC). EI RTC primero
se involucra en la sintesis de ARN de cadena negativa para producir tanto ARN
de una sola hebra de longitud completa como de cadena subgendmica (sg).
Posteriormente, los ARNm sg sirven como plantillas para la sintesis de los ARNm
sg de cadena positiva necesarios para expresar los genes de proteinas
estructurales que residen en el cuarto proximal 3’ del genoma. Los genomas de
ARN recién generados se empaquetan en nucleocapsides que se envuelven al
brotar de membranas intracelulares lisas. Los nuevos viriones se liberan de la

célula utilizando la via exocitica (Figura 2).



Attachment
~

i _f “@;"Y 1 L‘J Internalization g\\\\ ¢ ;,y,;
A & 4:«4: i @ é
R 3 O

\\‘

Ex;
1 ocytosis
l‘ f/ N % S

0l .. (fol
Um:oat.ing \\“\?\ Aﬁt WX

X ’#y
Mp

"’/\/\_/‘\_/‘\_/\/‘\f\_/‘\_ An (+) Genome \
\Trar\slanon
a-nsp2n Eimm o
pcx.?la vspﬁr =] Cleavage @‘\w /‘4
pp1a ehimmnistahily v Golgi
Pplab phimtetok Kbttty s (RIC) _ @ % 9
RTC . {-) Genome R
Lol AT AN Budding 8 :fé
NS %% 3
e &
rO-Gt mRNAs
o
An () Genome ¥
0\/\/\/\;\.- g" @
‘\/\/\An
n (+) 59 mRNAs Encapsidation

o /A
) @F2e /\\
= |0 N\ 2
’?% \ /“‘W//_4/ "*‘Q

UMyt © @

Endopiasmic reticulum

Nucieus

Figura 2. Ciclo de replicacion del virus de PRRS

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV): Pathogenesis and Interaction with the Imnmune System Joan K. Lunney, et. al. 2016

RESPUESTA INMUNE
Respuesta Inmune Innata dirigida contra PRRSV

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa en contra de una
infeccion; en el caso de PRRSV, los macrofagos presentes en pulmén, asi como
las células dendriticas, son cruciales para prevenir la invasion del virus al torrente

sanguineo e inducir una respuesta inmune adaptativa protectora.

Tipicamente, el PRRSV provoca una respuesta innata deficiente, que se asocia a
una eliminacion viral incompleta en la mayoria de los cerdos, lo cual depende de
diferentes factores como son la edad y el estado inmunoldgico en el que se
encuentren los cerdos al momento de la infeccién [14, 15]; ademas, ciertas cepas

de PRRSV inducen la supresion de la actividad citotéxica de las células NKs y



disminuyen la secrecion de citocinas de la respuesta innata [16]. Por otra parte, la
infeccion por PRRSV tipicamente es pobre inductora de interferones tipo 1 y los
niveles de éstos se mantienen bajos a lo largo del curso de la infeccion, lo cual se
ha notado en cerdos que han sido infectados por diferentes aislados. Esto
demuestra que PRRSV modula la respuesta inmune innata a través de la
desregulacion de la funcion de las células NKs y la produccion de INF1 [17]. Por
otra parte, nuevos estudios han mostrado como las nuevas cepas altamente
virulentas tienen la capacidad de modular de manera diferente la respuesta

inflamatoria hacia una respuesta Thl en el pulmén [18].

Macréfagos

Los macrofagos alveolares porcinos (PAM, por sus siglas en inglés) se han
estudiado ampliamente durante la infeccién por PRRSV como el objetivo celular

primario del virus.

La clasificacion de los macrofagos, segun su estado de activacion, se ha definido
en términos generales como M1y M2, Los macréfagos M1 (también denominados
macréfagos activados clasicamente) se caracterizan por responder a Interferon
gamma (IFN-y), lipopolisacarido y/o Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa),
producen citocinas proinflamatorias, destruccibn directa de patégenos
intracelulares por medio de fagocitosis de células infectadas y promueven un
entorno Thl local. Los macr6fagos M2 (también conocidos como macrofagos
activados alternativamente) representan un fenotipo mas diverso y se caracterizan
por su participacion en las respuestas inmunes tipo 2. El cambio a un fenotipo M1
0 M2 se ha asociado con un control transcripcional especifico [19]. Se ha
demostrado que el IRF5 del factor de transcripcion controla el fenotipo M1 en
estudios humanos y murinos, y dicta la produccién de citocinas proinflamatorias
en estas células [20]. Los macrdfagos son altamente plasticos y, durante la
enfermedad inflamatoria pulmonar, son capaces de ajustar su actividad y
desarrollar fenotipos mixtos en respuesta al microambiente local. Es importante

destacar que los datos que definen el paradigma M1 / M2 se basan



principalmente en estudios in vitro que utilizan monocitos aislados de sangre
periférica y se debe tener cuidado al extrapolar la actividad fenotipica de estos
estudios de cultivo celular al estado de activacion durante la progresion de la

enfermedad y dentro de las vias respiratorias de los pacientes.

Los macréfagos infectados con PRRSV estan funcionalmente comprometidos de
muchas maneras, incluyendo la produccién de citocinas [21, 22] y su polarizacion
[23]. Recientemente, se han mostrado los datos que utilizan diferentes
aislamientos de PRRSV-2 los cuales sugieren que la polarizacion de los
macréfagos modula la infeccion por PRRSV [21]. La expresion de citocinas
antivirales fue significativamente mayor en los macréfagos M1 que en los
macrofagos M2 o en los controles no polarizados, y la replicacion del PRRSV
(CH-1a) altamente patogénica (HP) (HuN4) y PRRSV clasica (CH-1a) se vio
afectada significativamente en los PAM M1 [23]. Ademas, en la infeccion HP
PRRSV PAM (JXwn06), los genes que participan en las vias de sefalizacion
relacionadas con el IFN, las citocinas proinflamatorias, la fagocitosis, presentacion
y el procesamiento del antigeno disminuyeron significativamente, lo que indica la
funcion aberrante de los PAM durante la infeccion [24]. En particular, durante la
infeccién temprana por cepas HP, la regulacion negativa del IFNB parece estar
mediada por una inhibicion postranscripcional a través de la regulacién positiva de
los miRNAs celulares. Esta inhibicion es mayormente inducida por cepas HP
cuando se compara con una cepa de baja patogenicidad (LP) [25]. Durante la
infeccion temprana, se ha informado que el PRRSV-2 induce la expresion y la
secrecion del ARNm de IL1B8 de manera dependiente del tiempo y la dosis, segun
lo mediado por la via TLR4/MyD88 y por la via NLRP3 [26, 27]. El efecto
inhibitorio aparecié solo en la infeccion tardia, donde los niveles de mRNA pro-
IL1B y procaspasa-1y la proteina IL1B madura disminuyeron al nivel del grupo de
infeccion simulada. Se ha reportado que un antagonista de IL1[3, la nsp11, y su

actividad endoribonucleasa, son los responsables de mediar este efecto [26].



NK y células Tyd

Pocos trabajos han estudiado las células NK y Tyd durante la infeccion por
PRRSV. En un estudio canadiense que utilizé una infeccion experimental con
PRRSV-2 (LHVA-93-3), el grupo de Magar investigo la persistencia del virus en la
sangre, el bazo, los ganglios linfaticos y las amigdalas. Los autores discriminaron
entre diferentes subconjuntos de células T CD8+, y también entre células
NK. Definieron las células NK como CD2+ CD8low y MIL4+, y no se modificaron
significativamente en el bazo y la sangre durante la infeccion, a pesar de un
aumento transitorio en el bazo a 3 dias post infeccion (dpi), seguido de una
disminucién gradual hasta 60 dpi. Sin embargo, las células NK rara vez se
presentaron en las amigdalas y en los ganglios linfaticos mediastinicos, y
aumentaron solo a los 3 dias pi. Por lo tanto, parece que las células NKs no se
modificaron significativamente durante la infeccion por PRRSV-2 [28].

Con el prototipo VR-2332 en lechones libres de gérmenes, la proporcion de
células Tyd y NK disminuy6 en el lavado bronquioalveolar (BAL) y solo aumento el
subconjunto de CD2+ CD8 a+ T yd. Los ganglios linfaticos traqueobronquiales y
mesentéricos no mostraron diferencias en las frecuencias de NK y T yd, pero el
subconjunto CD2+ CD8a+ aumentd junto con una disminucién proporcional en el
subconjunto CD2-CD8a- [29].

En otro estudio en que cerdas jovenes fueron inoculadas experimentalmente dos
veces con PRRSV-2 MN-30100 y se monitorizaron las subpoblaciones de
linfocitos, la proliferacion especifica de antigeno y la produccion de IFNy se
observd que tras la exposicion primaria a PRRSV, el porcentaje de células Tyd
circulantes periféricas aument6 desde el dia 14 hasta el dia 70, y luego disminuy6
hasta niveles similares del porcentaje del grupo control a los 120 dias. Las células
Tyd respondieron a la infeccion por PRRSV significativamente cuando se
compararon con CD4+ en una etapa temprana y fueron las principales

productoras de IFNy en todo el estudio [30].



Mas recientemente, la interacciéon entre células NK y PAM infectados con PRRSV
se investigo in vitro. El ensayo de citotoxicidad de NK se realiz6 utilizando células
NK enriguecidas como células efectoras y PAM infectados con PRRSV-1 de
Lelystad como diana. La citotoxicidad de NK contra los PAM infectados con
PRRSV disminuyo, desde las 6 horas post-infeccion (hpi) hasta las 12 hpi. El
PRRSV inactivado por UV también suprimié la actividad de NK, pero mucho
menos que el PRRSV infeccioso, y la incubaciéon conjunta con PAM infectados
inhibié la degranulacion de las células NK. Al usar el sobrenadante de PAM
infectados, los datos mostraron que el efecto supresor del PRRSV en la
citotoxicidad NK no estaba mediado por factores solubles [31]. Sucesivamente,
Cao et al., todavia consider6 la participacion de las células NK y Tyd durante un
estudio de vacunacién con una vacuna MLV recombinante que se incorpor6 con
el gen porcino I1L15 o IL18 fusionado a una sefial que puede anclar las citocinas a
la membrana celular. En este caso, la inmunizacion mejoré6 las respuestas de las
células NK y Tyd y confirié una proteccién mejorada contra el desafio heterélogo
(NADC20) [32].

Incluso con un numero limitado de estudios, los datos indicaron que la interaccién
de las células NK y Tyd durante la infecciébn por PRRSV se altera con un efecto
supresor de NK y la modulacién de las células Tyd durante el curso de la
infeccion. En particular, esto es relevante cuando se considera que las células

Tyd son una fuente importante de IFNy durante la infeccion por PRRSV.

Células Dendriticas (DC)

El papel de las DC en una infeccion por PRRSV ha sido controvertida en la dltima
década, debido principalmente a los diferentes sistemas de generacion de DC in

vitro y la variabilidad intrinseca del virus.

DC convencional (cDC) vy DC derivada de monocitos (moDC)




Se han utilizado varios virus PRRSV-1y 2 al infectar DC, lo que muestra como los
diferentes resultados también estan relacionados con las diferentes cepas y la
multiplicidad de infeccion (MOI) utilizada en el sistema in vitro. En general, existe
un claro acuerdo en la comunidad cientifica con respecto a la capacidad del
PRRSV de infectar productivamente moDC (células dendriticas derivadas de
monocitos) in vitro, a pesar de las divergencias cinéticas que estan relacionadas
con los diferentes MOI y el tiempo empleado [33, 34, 35, 36, 37, 38] y la varianza
entre moDC inmaduros y maduros [39] o los niveles de proliferacion de ciertas
cepas de PRRSV [40].

Los datos inconsistentes con respecto a la infeccion por PRRSV de otros
subconjuntos de DC son notables cuando se consideran DC pulmonar y traqueal
primarias. De hecho, una publicacion reciente que usa DC pulmonar primaria, que
se generd con tratamiento enzimético y con un fenotipo DC poco claro, mostrd
que el virus PRRSV-1 Lelystad (LV) podia infectar DC pulmonar de manera mas
eficiente en cerdos de la raza Duroc que en aquellos de raza Pietrain [41]. Por
otro lado, estudios de Loving et al., en el 2007 resultados mas recientes de
Resendiz et al., Y Bordet et al.,, en el 2018, se demostré que la DC primaria
pulmonar y traqueal no puede soportar la replicacion de PRRSV-1y 2 [34, 35, 42,
43]. En el estudio realizado por Loving et al., las DC de pulmén se generaron
mediante separacion por gradiente de densidad y la seleccién de CD11c+, y el
desafio con la cepa PRRSV-2 NADC-8 no los infect6 [35]. En el estudio de Bordet
et al., PRRSV-1 LV, Flandersl1l3 y Lena no infectaron, in vivo o in vitro, a las
células dendriticas pulmonares cDC1, cDC2 y moDC solo alguna infeccion
residual fue observada [42]. Siguiendo la misma linea de resultados, cDC1 y
cDC2 traqueales no fueron susceptibles a PRRSV-2 CIAD008 [43].

Finalmente, los estudios mas recientes sobre la interaccion entre DC y PRRSV se
han centrado en las vias intracelulares y el transcriptoma. Chen et al., muestran la
participacion de diferentes proteinas virales en la expresion de CD83. Se ha
descrito que CD83 vy las proteinas virales (N, nspl, nspl0) afectan al promotor

CD83 de una manera dependiente del tiempo y la dosis a través de las vias de



sefalizacion de NFkB y Spl. PRRSV estimula la expresion de ARNm de Spl y
NFkB y NSp1a deteriora la funcion de moDC que libera CD83 soluble. La
infeccion por PRRSV inhibe la expresion de TAP1l y ERp57 (proteinas del
complejo MHC) mediante la induccion de CD83 soluble y una capacidad

deteriorada para estimular la proliferacion de T [44,45].

Respuesta Inmune Adquirida

La infeccidbn con PRRSV estimula una respuesta de anticuerpos entre 7 y 9 dias
post infeccion (dpi) pero sin evidencia de proteccién contra la infeccion por
PRRSV. Los anticuerpos neutralizantes séricos (NAbs) aparecen mas tarde,
tipicamente> 28 dpi [46, 47]. Los ensayos de suero comerciales tipicamente
miden anticuerpos anti-proteina N; éstos aparecen temprano pero no neutralizan y
no se correlacionan con la proteccion [48, 49]. Los esfuerzos mas recientes han
demostrado que los anticuerpos anti-nsp también aparecen temprano después de
la infeccion [50, 51].

Los posibles mecanismos responsables de produccion retardada de los NAbs
incluyen los efectos de proteccién de los glucanos de la glicosilacion ligada a N
[52]; presencia de un epitope de sefiuelo inmunodominante en GP5 rio arriba del
epitope neutralizante [53]; potenciacion dependiente de anticuerpos de la entrada
viral en células diana [54]; supresion de las respuestas inmunes innatas [55]; y
prevencion del desarrollo del repertorio de células B normales [56].

La infeccibn mejorada y la replicacion del virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRS) en presencia de anticuerpos especificos se ha
demostrado in vitro e in vivo, un fenémeno conocido como mejora dependiente de
anticuerpos (ADE). Se considera que ADE es un obstaculo significativo para el
desarrollo de vacunas efectivas para muchos virus para los cuales se ha
informado ADE, ya que los anticuerpos especificos de virus de origen materno o

aguellos conferidos por la vacunacion pueden facilitar la entrada del virus en las
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células objetivo, lo que a veces resulta en una mayor gravedad de la enfermedad
[54].

La inmunidad a través de la exposicion natural o la vacunacion proporciona solo
una proteccion limitada contra el desafio secundario. La produccién de niveles
protectores de NAbs generalmente requiere mdultiples vacunas o infecciones
repetidas. Ademas, las NAbs suelen ser homdlogos o especificos para la cepa
viral componente de la vacuna, con titulos menores/nulos de anticuerpos
neutralizantes heterélogos [57, 58]. Robinson et al., [59] encontraron que los
sueros de cerdas previamente infectadas contra diversas cepas de PRRSV tenian
altos niveles de NAb. En la actualidad, la identificacién de epitopos especificos de
NAb esta en curso; por ejemplo, Lee y colaboradores. [60] exploraron la
inmunizacion utilizando una forma doble hipoglicosilada inactivada de GP5 con un
adyuvante, dando como resultado una reduccion de las lesiones pulmonares y la
carga de ARN viral, e indujo titulos mas altos de NAb en cerdos con virus
homologos. Trible et al., [61] han identificado un aminoacido Unico en la proteina

M asociado con una amplia actividad de neutralizacién.

Se sabe que después de la infeccién de los cerdos con el PRRSV, hay un rapido
aumento de los anticuerpos no neutralizantes (NNA) especificos para el PRRSV,
mientras que los NAb son detectables después de 3 semanas de la infeccién
[53].

Para caracterizar los epitopos neutralizantes, seleccionaron los fagos de una
biblioteca de presentacion de fagos de 12 aminodacidos utilizando el anticuerpo
monoclonal neutralizante anti-PRRSV (MAb) ISU25-C1. Ademas, los fagos
portadores de péptidos reconocidos por anticuerpos de cerdo con alto titulo de
seroneutralizaciéon se aislaron después de restar de la biblioteca los clones que se
unen al suero de cerdo anti-PRRSV sin actividad neutralizante. En su estudio,
identificaron dos epitopos localizados en el ectodominio de PRRSV GP5. Uno de
estos epitopos, lo llamaron epitopo B, el cual fue reconocido tanto por la

neutralizacion de MAb ISU25-C1 como por el suero neutralizante de cerdos (NS)
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pero no por el suero no neutralizante de cerdos (NNS), lo que indica que es un
epitopo neutralizante [53]. EI epitopo B es secuencial, se conserva entre
aislamientos y no es inmunodominante. Los anticuerpos dirigidos contra €l se
detectan en el suero, en tiempos tardios después de la infeccién. En contraste, el
otro epitopo, al que Illamaron epitopo A, resultd ser hipervariable e
inmunodominante. Los anticuerpos contra él aparecieron temprano después de la
infeccion con PRRSV. Este epitope fue reconocido por NNA porcino, pero no se
reconocio por neutralizar MAb ISU25-C1 o suero porcino NA, lo que indica que no
esta involucrado en la neutralizacion por PRRSV. Concluyeron entonces que,
durante la infeccion con PRRSV, el epitopo A puede actuar como un sefiuelo,
provocando la mayoria de los anticuerpos dirigidos a GP5 y retrasando la

induccion de NAb contra el epitopo B durante al menos 3 semanas [53].

PRRS y Modulacion de la Respuesta Inmune

Las células NK son células linfoides de la respuesta innata que ayudan a la
eliminacién inespecifica de cualquier célula infectada por virus. En los cerdos mas
jovenes, las células NK son de tamafio pequefio a mediano y carecen de granulos
intracelulares adecuados [62]. Asi, a pesar de tener una mayor frecuencia de
células NK, estos lechones tienen una actividad citotoxica reducida por parte de
estas células. Se ha demostrado que la infeccion con ciertas cepas de PRRSV
induce una supresion significativa de la actividad citotoxica de las células NK [63,
64]. Sorprendentemente, esto se noté desde el dia dos pi [65] y continué durante
tres a cuatro semanas [63]. Otro estudio observé una actividad reducida de las
células NK con aislamientos de campo (MN184 y NM 1-18-2), la cepa de la
vacuna viva modificada adaptada en laboratorio (MLV) (VR2332) y MLV-PRRS
administrada por via parenteral o intranasal; esos cerdos también tenian niveles
bajos de secreciéon de IFNa. La reduccion en la citotoxicidad de células NK
inducida por PRRSV es independiente de la frecuencia de las células NK [63, 66]
porque, a pesar del hecho de que la frecuencia de las células NK volvio a niveles
normales después de unas pocas semanas de infeccion por PRRSV, eso no

cambi6 su funcién citotoxica suprimida, lo que sugiere que PRRSV moduld6 la
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actividad citotéxica de las células NK [63]. La regulacién de la funcién de las
células NK durante las infecciones virales esta coordinada por multiples citocinas,
principalmente Interferones tipo | (IFNa/B) [67]. La actividad citolitica basal
deteriorada de las células NK, a pesar de la presencia de niumeros normales de

células NK, estd mediada a través de la via STAT1.

La infeccion por PRRSV es un inductor deficiente de IFNa, y su nivel permanece
bajo a lo largo del curso de la infeccién, como se ha visto en cerdos infectados
con distintos aislados de campo [68, 69]. Se ha demostrado que la estimulacion
de IFNa in vitro esta regulada a la baja principalmente por proteinas no
estructurales virales (nspl, 2, 4, 11) [70]. En un estudio que incluyé 50 cerdos
infectados con PRRSV mantenidos en condiciones de campo, la secrecién de
niveles bajos de IFNa temprano coincidio con la deteccion de viremia en la
mayoria de los cerdos a los 2 dpi [65]. Para establecer la enfermedad clinica, el
PRRSV modula la inmunidad innata del huésped a través de la desregulacion de

la funcidn de las células NK y la produccion de IFNa.

Los Arterivirus parecen haber evolucionado para escapar de la vigilancia inmune
del huésped y suprimir la respuesta antiviral. El sistema de IFN tipo | es un
componente clave de la inmunidad innata y representa las primeras lineas de
defensa contra la infeccion por virus [71]. Posteriormente, las acciones antivirales
de la expresion del gen estimulado por IFN (ISG) contribuyen al estado antiviral
de las células [72]. Sin embargo, para PRRSV, la produccién de IFN es
insignificante en células infectadas, y el virus parece suprimir la cascada de IFN
[73]. La base molecular para la supresion de IFN por PRRSV se ha explorado
recientemente y al menos cinco proteinas virales se han identificado como un
antagonista de IFN, que incluye cuatro proteinas no estructurales (nsp1a, nsp1p,

nsp2 y nspll) y una proteina estructural (nucleocapside, N) [74,75] .

Diversos estudios han acentuado a nsp1ay nsp13 como moduladores de IFN tipo
1 para PRRSV, y la inhibicion tanto de la produccion de IFN y la via de

sefalizacion JAK-STAT (Janus Quinasa sefial transductora y activadora de
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transcripcion) en células infectadas por virus y células de genes transfectados [74,
75]. Tanto la via de produccion de IFN mediada por IRF3 como la mediada por
NF-kB se ven afectadas por nsp1a y nsp1B [76, 77, 78]. Se ha demostrado que
PRRSV nsp1a reduce la actividad de NF-kB [63], y también nsp1a degrada la
proteina de unién al elemento sensible al AMP (CREB) (CBP) de una manera
dependiente de proteasoma, lo que lleva a la supresion de la produccion de IFN
[79]. Por el contrario, el PRRSV nsp1f degrada karyopherin-a1 (KPNA1l) y
bloquea la translocacién nuclear del factor 3 del gen estimulado por interferon
(ISGF3) [80, 81].
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Figura 3. Vias de sefializaciéon para la produccién de IFN tipo | y las expresiones
génicas estimuladas por IFN. El circulo gris indica la cadena de ubiquitina unida a
lisina-48 que conduce a la degradacién de las proteinas. El circulo amarillo indica
fosforilacion. Tomado de Calvert and Yoo, 2012 [82]. Para su explicacion, vea el
texto.

El ARN bicatenario, el ARN monocatenario y el ADN CpG son reconocidos por
TLR3, TLR7 / 8 y TLR9, respectivamente, en los endosomas, lo que conduce a la
dimerizacion de los receptores y al reclutamiento de TRIF o MyD88. La
estimulacion da como resultado el ensamblaje de complejos de sefalizacion y el

inicio de cascadas de sefalizacion que conducen a la fosforilacion y activacion de
14



IRF3 / IRF7, NF-kB y AP-1. Una vez activados, estos factores de transcripcion se
translocan al nacleo vy, junto con la CBP, inducen la transcripcion de IFN-a e IFN-
B. La activacion de RIG-I / MDA5 por ARN viral puede ser inhibida por LGP2.
Tanto RIG-I como MDAS activan IPS-1 a través del dominio CARD. IPS-1 luego
induce vias de sefializacion que resultan en la activacion de IRF3, IRF7 y NF-kB a
través de diferentes adaptadores y quinasas. La sefializacion IPS-1 también
implica probablemente la cascada de MAP quinasa para la activacion de AP-1. La
sefal nuclear de IRF3 / IRF7, NF-kB y AP-1 es similar a la de TLR. Una vez que
IFN-a e IFN-B se secretan extracelularmente fuera de la célula después de la
produccion, se unen a los receptores de IFN en si mismo (autocrino) o células
vecinas (paracrina), la quinasa JAK1 asociada al receptor se fosforila y se activa
para reclutar STAT1 y STATZ2 a través de su Dominio SH2 para fosforilacién. Los
STAT1 y STAT2 fosforilados se separan de los receptores de IFN y se asocian
entre si para formar complejos ISGF3 junto con IRF9. ISGF3 luego se somete a
translocacion nuclear y se une a ISRE para inducir la transcripcion de cientos de
ISG (Figura 3) [82].

VACUNAS

Vacunas comerciales

Existen distintas vacunas comerciales, las mas utilizadas en México y el mundo,
se caracterizan por usar al virus completo de PRRS, ya sea un virus activo
modificado, atenuado o inactivado. Este tipo de vacunas han demostrado proteger
a los cerdos ante el desafio contra virus homdélogos, sin embargo, son muy
reactivas y la mayor preocupacion es su reversion a virulencia, ademas de que, al
haber viremia de campo en la produccion, existan mecanismos de recombinacion
entre los virus [83]. Ademas, la proteccion otorgada por estas vacunas de virus
completo, no otorgan proteccion ante el desafio contra virus heterélogos [84].
También se ha visto que la respuesta que inducen es tardia, lo que confiere una
proteccion parcial al momento de que los animales enfrentan al virus de campo
[85].
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Vacunas experimentales
Las vacunas experimentales de PRRS se basan principalmente en vacunas
subunitarias, en donde se expresan proteinas estructurales en vectores [86],

algunos ejemplos son:

Sistema de expresion en baculovirus

Se han usado sistemas de baculovirus recombinantes para expresar proteinas
estructurales de PRRSV como posibles vacunas subunitarias, pero la efectividad
de tales vacunas en cerdos es limitada [87]. Un baculovirus recombinante que
expresa simultaneamente la proteina GP5 del PRRSV marcada con histidina y la
proteina de la capside PCV2 indujo una respuesta de proliferacién de linfocitos,
niveles significativamente mayores de anticuerpos especificos de GP5 y de la
capside anti-PCV2, ademas de un aumento de los titulos de Nab en cerdos [87].
Junto con PRRSV GP5, un baculovirus recombinante que expresaba GP3
etiquetado con His6 indujo un aumento significativo en las respuestas humoral y
de linfocitos en ratones, pero en cerdos la respuesta fue solo ligeramente mayor
en comparacion con una vacuna comercial inactivada [88]. Cuando las proteinas
GP3, GP5 y N recombinantes expresadas en baculovirus se utilizaron,
individualmente o en combinacion, para inmunizar cerdas prefiadas, las proteinas
GP3 y GP5 confirieron 68% y 50% de proteccién contra la exposicién a PRRSV,
respectivamente, mientras que la proteina N no fue protectora [89]. Esta
evaluacion se basoO, en el nimero de lechones sanos nacidos vivos, en el
momento del destete [71]. La duracién y el nivel de inmunidad limitados, y la
incapacidad para inducir una proteccion heterdloga pueden limitar la efectividad
de las vacunas de subunidades expresadas en baculovirus. Segun los datos
disponibles, el enfoque de la vacuna de subunidad basada en baculovirus no
parece ser muy prometedor para el desarrollo de una vacuna eficaz contra el
PRRSV.
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Sistema de expresién en plantas

Las plantas transgénicas proporcionan un sistema de vector alternativo rentable y
escalable para la producciéon y el suministro de una vacuna contra PRRSV. Las
proteinas GP5, M y N se han expresado de manera recombinante en plantas
como el tabaco [90, 91], el platano [92], el maiz [93], la semilla de soja [94] y la
papa [95]. La subunidad de enterotoxina B labil de E. coli (LTB) se coexpreso con
la proteina GP5 del PRRSV como una proteina de fusion LTB-GP5 en hojas de
plantas de tabaco. Los cerdos recibieron tres dosis por via oral de LTB-GP5,
desarrollando anticuerpos especificos para PRRSV [90]. Tras la exposicion, los
cerdos vacunados presentaron niveles significativamente mas bajos de viremia,
una carga viral menor en tejidos pulmonares y lesiones pulmonares menos graves
en comparacion con los cerdos alimentados con hojas de tabaco no modificadas
[90]. La proteina GP5 de PRRSV también fue expresada en hojas de platano
transgénicas, y cuando se administr6 a cerdos, se indujo la produccion de
anticuerpos anti-PRRSV IgG e IgA en suero y saliva [92]. Tras el desafio, se
observé una reduccion significativa de la viremia y las cargas de ARN viral en los
tejidos en cerdos inmunizados fueron menores en comparacion con los animales
del grupo control, que fueron alimentados con hojas de platano [92]. Las vacunas
experimentales a base de plantas tienen los mismos inconvenientes que las
vacunas subunitarias expresadas en baculovirus; son estudios de eficacia
limitada, ya que no se determind si protegian ante un desafio heterélogo. Sigue
sin conocerse si la alimentacion oral repetida de hojas de plantas recombinantes
inducira tolerancia oral. Todavia existen obstaculos reglamentarios para la
eventual concesion de licencias de vacunas de PRRSV basadas en plantas. Por
lo tanto, aun quedan desafios importantes para el desarrollo de una vacuna

basada en plantas contra el PRRSV.

Sistema de expresion en adenovirus

Las proteinas GP5, My N de PRRSV se expresaron en células HEK-293 (células

de embrién humano de rifidn) utilizando vectores adenovirales de tipo 5 humano
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(hAdV) que son defectuosos en la replicacion. Los cerdos inoculados con la
construccion hAdV/GP5 provocaron una respuesta de anticuerpos anti-PRRSV
GP5 [96]. En otro estudio, la rAd defectuosa en la replicacion que expresa las
Vproteinas de fusion de PRRSV GP3-GP5, GP4-GP5 y GP3-GP4-GP5 se
construyeron y usaron para inmunizar ratones. Cada grupo de ratones desarrollo
niveles significativamente mas altos de titulos de Nab anti-PRRSV y respuestas
de proliferacion linfoide méas fuertes en comparacion con los ratones inmunizados
con vectores rAd que expresan glicoproteinas virales individuales [97].
Desafortunadamente, no se informaron experimentos de inmunizacion similares
con rAd en cerdos. Sin conocer la inmunogenicidad y la eficacia protectora de
estas construcciones rAd en cerdos, es dificil evaluar el valor de este enfoque

para el desarrollo de la vacuna PRRSV.

Sistema de expresidon en poxvirus

Se han evaluado vectores poxviricos para la administracién de la vacuna PRRSV
[98]. Ankara (MVA) del virus vaccinia modificado recombinante que expresa las
proteinas GP5 y M del PRRSV individualmente (rMVA-GP5 y rMVA-M) o como
una proteina de fusion GP5-M (rMVA-GP5-M) bajo el mismo promotor o por
separado bajo dos promotores ( rMVA-GP5 /M) fueron construidos. Los ratones
inoculados con rMVA-GP5-M provocaron fuertes respuestas celulares vy
humorales anti-PRRSV, pero los ratones inoculados con rMVA-GP5 y rMVA-M no
indujeron ninguna respuesta detectable [98]. En otro estudio, se construyeron dos
virus de la viruela aviar recombinante que expresan PRRSV GP3 y GP5 con o sin
la expresion de IL-18 porcina (rFPV-ORF5-ORF3 y rFPV-IL-18-ORF5-ORF3) [99].
Los cerdos vacunados con rFPV-ORF5-ORF3 vy rFPV-IL-18-ORF5-ORF3
desarrollaron anticuerpos anti-PRRSV especificos, asi como respuestas de
proliferacion de anticuerpos y linfocitos T. De manera similar, los cerdos
vacunados expuestos a PRRSV virulento tuvieron una temperatura corporal
significativamente mas baja, niveles mas bajos de viremia y una carga de ARN
viral menor en los ganglios linfaticos bronquiales en comparacion con los

controles no vacunados [99] . El nivel relativamente bajo de inmunidad y el nivel
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insuficiente de proteccion, como se demostré en cerdos, disminuyeron el
entusiasmo por un mayor desarrollo de estos vectores no replicantes como
vacunas PRRSV.

Vacunas de DNA

Las proteinas GP5 y M son proteinas estructurales que forman un heterodimero
en su estado nativo y estas proteinas han sido el foco de muchos estudios de
vacunas de ADN [86]. Se hicieron tres construcciones de ADN que expresan GP5
solo (pCI-ORF5), M solo (pCI-ORF6) o GP5 y proteinas M simultdneamente (pCl-
ORF5 / ORF6) [84]. Los ratones vacunados con pCI-ORF5 / ORF6 provocaron
respuestas de proliferacion de linfocitos y anticuerpos Nab especificos que fueron
mayores que los ratones vacunados con pCI-ORF5 o pCI-ORF6 [100]. Una
vacuna candidata que contiene genes PRRSV GP5 y M (pSFV-ORF5m / ORF6)
provocO anticuerpos especificos de Nab y respuestas proliferativas de linfocitos
con proteccion parcial contra un ataque viral en cerdos [101], lo que indica la
posible utilidad de este concepto. Las vacunas basadas en el ADN tienen el
mismo inconveniente que los otros enfoques (subunitarias y vacunas vectorizadas
no replicantes) en las que la naturaleza heterogenética del PRRSV no se abordo
adecuadamente. El futuro de las vacunas de ADN PRRSV sigue siendo poco

claro desde el punto de vista de la eficacia.

ANTECEDENTES

La poca informacion con relaciéon a la diversidad de cepas de PRRS circulantes
en México aunado a la baja relacién antigénica que guardan con las vacunas
comerciales actualmente en uso y las cepas virales circulantes en campo
evidenciada por la poca eficacia de estas vacunas, crearon la necesidad de
buscar y aislar diferentes cepas de PRRSV circulantes en México, obtener la
secuencia genética de las mismas, analizarlas y predecir epitopes “candidatos”

para ser utilizados como antigenos en vacunas [102] con el fin de desarrollar
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vacunas especificas capaces de combatir la infeccion de cepas que circulan

especificamente en el pais.

Los anticuerpos desempeiian un papel clave en el organismo huésped, ya que
reconocen especificamente los antigenos y actian directamente o desencadenan
mMAas respuestas inmunitarias contra él [103]. La unidon de un anticuerpo a su
blanco suele ser muy especifica, o que significa que un anticuerpo solo puede
reconocer una cierta parte del antigeno. Se sabe que los anticuerpos interactdan
con su objetivo a través de una parte definida de su estructura, llamada
"paratopo”, que consiste en aminocidos contenidos en las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR). El blanco, a su vez, también tiene
una pequefia parte de su estructura, llamada "epitopo”, que es reconocida por el
paratopo [104, 105]. Por lo tanto, un epitopo es una pequefia secuencia de
aminoé&cidos que permite la interaccion con el paratopo a través de interacciones
no covalentes (es decir, interacciones ibnicas, puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofobas, etc.). En principio, hay dos tipos posibles de epitopos:
lineales y conformacionales. El primer tipo se caracteriza por aminoacidos que
estan muy cerca uno del otro en la secuencia de la proteina (generalmente entre
una secuencia de 4 a 30 aminoacidos), mientras que el Ultimo contiene
aminoacidos que estan alejados entre si en la estructura primaria, pero muy cerca

de la estructura terciaria o cuaternaria [106, 107].

Desde al afio 2012 a la fecha nuestro grupo de investigacion ha obtenido
diferentes aislados de virus de PRRS procedentes de distintas regiones de la
Republica Mexicana con la finalidad de obtener su secuencia genética y su
posterior caracterizaciéon y similitud entre las cepas circulantes en el pais y con las
cepas circulantes en todo el mundo [5]. Al menos se han obtenido 20 secuencias
genéticas y su andlisis filogenético indic6 que se encuentran ubicados en 3
diferentes clados (o regiones) segun la clasificacién de Shi [108]. Por medio de
estudios bioinformaticos, se hizo la prediccion de epitopes con la finalidad de
buscar la expresion de aquellos que puedan ser utilizados como componentes de

una vacuna eficaz contra cepas de virus de PRRS circulantes en México [102].
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En este sentido, para la prediccion de los epitopos candidatos para el desarrollo
de una vacuna con el uso de herramientas bioinforméticas y ensayos serologicos,
se identificaron los epitopos conservados de la proteina GP5 de secuencias
mexicanas del Betaarterivirus suid 2 y determinaron cuales son los epitopos mas
antigénicos. 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). Las secuencias
fueron analizadas en wuna serie de pasos con diferentes programas
bioinforméticos disponibles en la web. ElI primer paso del andlisis fue el
alineamiento de las 183 secuencias para la identificacibn de las zonas

conservadas y las zonas variables dentro de las secuencias utilizadas [102].

Con el andlisis de toda la informacién obtenida, se eligieron nueve secuencias
distribuidas dentro de la proteina sin considerar los dominios transmembranales.
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 [102].

Eleccion de epitopos

De manera muy general, para la eleccion de los epitopos candidatos se tomaron
en consideracion los siguientes criterios:

1) La region 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 prediccién 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) El indice antigénico debe ser significativo.
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Al final del andlisis exhaustivo solo cuatro epitopos cumplieron las caracteristicas
mencionadas anteriormente. Estos epitopos tienen un grado de conservacion = al
95%, con lo que se cumple lo descrito por el autor Welner et al., 2017 en utilizar

epitopos altamente conservados.

Una vez identificados los epitopos candidatos, se seleccionaron para ser
evaluados por ensayos serologicos (ELISA) utilizando 100 sueros de cerdos
provenientes de Jalisco, Guanajuato, Sonora, Michoacan y Yucatan con la
finalidad de saber cuél o cudles epitopos son mayormente antigénicos para las
cepas circulantes en México. Para este fin, los epitopos fueron sintetizados como
péptidos lineales para utilizarse como antigeno de placa (“péptidos epitdpicos”).
Posteriormente se estandarizd, para cada uno de los péptidos epitdpicos
seleccionados, un ELISA de tipo indirecta para evaluar la antigenicidad de cada
uno de ellos [102].

Los péptidos seleccionados fueron:

Péptido epitdpico 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, se tiene una
buena deteccion de anticuerpos dirigidos hacia el epitope y tiene un grado de

conservacion del 99.4%.

Péptido epitdpico 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; se logra una
deteccion de anticuerpos para este epitope y cuenta con un grado de

conservacion del 97.7%.

Péptido epitdpico 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
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esta N-glicosilado. En este epitope, se pudo tener una deteccion un poco mas alta
de anticuerpos, lo cual puede estar asociado a que se encuentra expuesto. Tiene
un grado de conservacion del 94.8%.

Péptido epitdpico 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. Se tiene una
deteccién de anticuerpos mayor que el resto, siendo éste el de valor mas alto.
Esto puede deberse a que se encuentra expuesto en la proteina y es un blanco
importante para los anticuerpos del huésped y tiene un grado de conservacion del
96.8%.

Por otra parte, las proteinas no estructurales NSP1 y NSP11 se eligieron como
candidatos para el desarrollo de una vacuna recombinante debido a que generan
anticuerpos desde etapas tempranas de la infeccidén y persisten durante la misma
y cuentan con mecanismos de evasion del virus, como la inhibicion de la sintesis

de IFN de tipo I, principalmente.

Para el proceso de clonacién de estas dos proteinas no estructurales, lo primero
qgue se requeria era el material genético del virus, por lo cual se hizo la
diferenciacion de macréfagos a partir de sangre periférica de cerdos para
infectarlos con VR 2332 (cepa de referencia para la vacuna comercial) y obtener
una cantidad suficiente de virus vacunal. A partir de esto se obtuvo RNA para
amplificar los fragmentos especificos de las proteinas NSP1 y NSP11 por PCR
punto final para ver que funcionaran. Después se hizo el proceso de clonacion en
un vector (plasmido de bacteria), al cual se le agregaron enzimas de restriccion.
Se llevé a cabo un proceso de digestion para abrir el vector y pegar el fragmento
de cada una de las proteinas (uno para NSP1 y otro para NSP11). Una vez que
se obtuvo la nueva construccion, se transfectd a células competentes para la

expresion y después se purificd para poder obtener las proteinas [110].
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Con la finalidad de comprobar la antigenicidad de las proteinas NSP1 y NSP11 se
desarroll6 un ELISA especifico para cada uno de ellos. Una vez estandarizada la
prueba, se obtuvieron 100 sueros de diferentes regiones del pais, en donde 50
sueros eran positivos a PRRS (determinado por el KIT ELISA UNAM) y los otros
50 eran negativos, de tal forma que se pudiera evaluar la antigenicidad de los
péptidos y proteinas candidatos, y los resultados indicaron que la sensibilidad de
estos antigenos es mayor, ya que se reconocieron sueros positivos para estas
proteinas que en un principio habian sido negativos para el ELISA UNAM [109].
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CAPITULO II: JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION

Si bien existen vacunas comerciales disponibles en México para ayudar en el
control del PRRS, continlan habiendo inquietudes acerca de la seguridad de las
vacunas MLV (virus activo modificado). Las vacunas activas modificadas actuales
solo estan etiqguetadas para su uso en hatos porcinos positivos para PRRS, y no
se recomiendan para hatos que nunca han sido expuestos al virus de campo.
Ademas, existe un creciente impulso para considerar la eliminacion o erradicacién
regional del PRRSV, que requerir4 vacunas que no puedan propagarse a los no
vacunados, asi como persistir dentro de los rebafios durante largos periodos de
tiempo. Se podrian utilizar vacunas de PRRSV inactivadas, pero tales vacunas
deben ofrecer una eficacia mas robusta y una proteccion cruzada heteréloga mas

amplia que la actual generacion de vacunas de PRRSV.

En México, las vacunas comerciales son vacunas importadas, que son generadas
con distintas cepas, las cuales, la mayoria de las veces, no coinciden con las
cepas circulantes en México. Como ya se menciond con anterioridad, la
inmunidad a través de la exposicion natural o la vacunacién proporciona solo una
proteccion limitada contra el desafio secundario. La produccién de niveles
protectores de NAbs generalmente requiere mdultiples vacunas o infecciones
repetidas. Ademas, las NAbs suelen ser especificas para la cepa de la vacuna
(homdloga), con titulos menores/sin titulos de anticuerpos neutralizantes
(heterblogos) [27, 28]. Ante este panorama, el desarrollar una vacuna cuya
formulacién sea la utilizacion de antigenos provenientes de cepas de PRRS
circulantes en México, es de vital importancia, ya que de esta forma se asegura
de que la proteccion generada por la inmunizacién sea contra estas cepas y al
momento del desafio en campo, la respuesta sea favorable. El generar una

vacuna recombinante con epitopos inmunogénicos, en la que la respuesta
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humoral y celular generada sea segura, es decir, no exista viremia y los efectos
secundarios de ésta, supone la vacuna ideal, ya que se tendria la eficacia y
seguridad que se busca en la industria porcina.

HIPOTESIS
Una vacuna recombinante contra PRRSV compuesta de antigenos especificos de
las cepas circulantes en México induce una respuesta inmune humoral y una
respuesta inmune celular efectiva.
OBJETIVOS
Objetivo general
Describir la respuesta inmune inducida por los antigenos componentes del
prototipo de vacuna recombinante del virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSV).
Objetivos especificos

1. Evaluacién de la respuesta inmune humoral inducida por las proteinas no

estructurales 1y 11 y los péptidos de GP5 en modelo murino.

2. Evaluacién de la respuesta proliferativa de linfocitos T inducida por las

proteinas no estructurales 1y 11y los péptidos de GP5 en modelo murino.
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CAPITULO lll: MATERIAL Y METODOS

PARA EL OBJETIVO 1. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE
HUMORAL INDUCIDA POR LAS PROTEINAS NO ESTRUCTURALES 1Y 11Y
LOS PEPTIDOS DE GP5 EN MODELO MURINO.

Animales y esquema de inmunizacion

Se emplearon ratones de la cepa BALB/cCAnN, originarios de la Unidad de
Modelos Biolégicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM
(UMB-IIB), hembras de entre 6-8 semanas de edad, que se mantuvieron dentro
del bioterio durante el experimento, con acceso a comida y agua ad libitum. El
namero de aprobacion otorgado por el Subcomité Interno para el Cuidado y Uso
de los Animales de Experimentacién (SICUAE) para este trabajo es SICUAE.MC-
2021/3-1.

Con la finalidad de realizar la descripcion de la respuesta inmune humoral y
celular que inducen los péptidos y proteinas no estructurales del PRRSV se
formaron los siguientes grupos de estudio: el grupo 1 fue inmunizado con la
proteina NSP11; el grupo 2 fue inmunizado con la proteina NSP1, el grupo 3 con
el antigeno de la vacuna comercial (Ingelvac MLV®) y el grupo 4 con el péptido
40. Cada grupo fue administrado en presencia o ausencia del adyuvante
Montanide™ ISA 70 y empleando distintas dosis del antigeno como se muestra

en la Tabla 1.

Los ratones recibieron dos inmunizaciones por via subcutdnea en la base de la
cola administrando un volumen final de 200 uL por ratén, con un lapso de tiempo
de 15 dias entre cada una de ellas. Para la preparacion de los inmundgenos con
adyuvante, se tomo la cantidad correspondiente del antigeno disuelto, 1 o 10 ug

en el caso de las proteinas NSP1 y NSP11, y 10 o 100 ug en el caso del péptido
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40, en volumen final de 100 yL de SSI que posteriormente se mezclé con 100 uL
del adyuvante Montanide. En el caso de los grupos que no recibieron adyuvante
se tomé la cantidad de antigeno correspondiente a la dosis a recibir disuelto en
volumen final de 200 pyL de SSI. En el caso del grupo control, se administraron
200 pL de SSI por raton.

Tabla 1. Grupos formados con los inmundgenos candidatos a vacuna

Dosis en pg 1 10 100 1 10 100
NSP 11 5 5 5 5
NSP 1 5 5 5 5
Vacuna Comercial 5 5 5 5
Péptido 40 5 5 5 5
Control - - - - - -

Toma de muestras

Previo al manejo de los ratones, todos fueron marcados en la oreja para la
correcta identificacion individual de cada uno de ellos. Se obtuvo sangre antes de
iniciar el ensayo y posteriormente en intervalos de quince dias a partir de la
primera inmunizacién para determinar la presencia en suero de anticuerpos (Ab)

especificos contra cada uno de los inmundgenos empleados.

La primera toma de muestra se realizo un dia antes de la primera inmunizacion
(denominado basales); la segunda toma de muestra se realiz0 un dia antes de
recibir la segunda dosis (15 dias posteriores a la primera inmunizacién; tiempo 1
(T1)); la tercera toma de muestra se realizo a los 30 dias posteriores a la primera

inmunizacion (tiempo 2, T2)y una cuarta toma de muestra se realizé a los 45 dias
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posteriores a la primera inmunizacion (y 30 dias posteriores a la segunda

inmunizacion; tiempo 3 (T3)).

Estandarizacion de ensayo de ELISA para evaluar la respuesta inmune

humoral

Para realizar la descripcién de la respuesta inmune humoral inducida por los
distintos inmunogenos en ratones conforme a la Tabla 1, se determinaron los
niveles de anticuerpos a través de un ELISA indirecto sensibilizando la placa de
96 pozos con cada uno de los péptidos o proteinas candidatos a componentes de

la vacuna.

El primer paso a seguir fue realizar la estandarizacion de las condiciones de cada
uno de los ELISA siguiendo la siguiente metodologia. Se sensibilizé con el
antigeno correspondiente, ya sea el de la vacuna, las proteinas NSP11 y NSP1, o
el péptido 40, los cuales se diluyeron para alcanzar la concentracion deseada en
una solucion de buffer de carbonatos (3.8 g de NaHCO; + 1.92 g Na,COg;
pH=9.6). En cada caso se evaluaron distintas condiciones de antigeno, suero y
conjugado como se muestra en la Tabla 2. En general, se comenzé sensibilizando
las placas con distintas concentraciones del antigeno en cuestion y se incuboé
durante 18 horas a 4°C. Pasado ese tiempo se hicieron 3 lavados con 250
uL/pozo de solucion Tween al 0.3% (preparado con PBS 1x y Tween 20). El
siguiente paso fue bloquear la placa 200 pL/pozo de solucion PBS-BSA al 1% y
su posterior incubacion a 37°C durante una hora. Transcurrido el tiempo, se
repitieron los 3 lavados descritos anteriormente y se procedié a colocar distintas
diluciones de los sueros basales y de los sueros procedentes de ratones
inmunizados con el antigeno correspondiente; en este sentido, se emplearon los
sueros del tiempo T2 (100 pL/pozo) durante 1 hora a 37°C. Después de este
tiempo se volvio a lavar 3 veces con 250 uL/pozo de soluciéon Tween al 0.3% y se
coloco el conjugado anti-raton IgG acoplado a fosfatasa alcalina (AP) hecho en
cabra (ZyMax™ Cat. 81-6522) en la dilucion correspondiente en un volumen de

100 pl/pozo, diluyendo el anticuerpo secundario en una solucion PBS-BSA al 1%
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(preparado con albumina de suero bovino, BSA por sus siglas en inglés y solucion
PBS 1x) y se incub6 a 37°C durante una hora. Cumplido el tiempo, se lavo la
placa 3 veces con 250 pL/pozo de solucion Tween al 0.3%. Finalmente, se coloco
el sustrato de fosfatasa (Sigma-Aldrich Cat. S094), el cual se prepar6 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (1 pastilla de 5 mg de para-nitrofenilfosfatasa
por cada 5 ml de diluyente). El diluyente utilizado es una solucion buffer de
dietanolamina. Para determinar el tiempo de lectura, se realizaron cinéticas de
tiempo realizando lecturas en diferentes intervalos de tiempo desde los 5 minutos
hasta los 30 minutos, para poder detectar los anticuerpos sin que se detectara
respuesta inespecifica en los pozos control (BLANCO). Las distintas condiciones
evaluadas se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones probadas para la estandarizacién del ELISA para el

antigeno de la vacuna de PRRS (Ingelvac MLV®)

Sensibilizacion | 0.1 pg/pozo 1 pg/pozo

Diluciones
del suero | 1:100 1:50 | 1:100 | 1:50 1:50 1:25 1:25 1:50 | 1:100 | 1:25 1:50
(grupo  con
adyuvante)

1:100

Diluciones

del 1:10 000 1:10 000 1:2500 1:5000 1:7500

conjugado

En el caso de las proteinas no estructurales NSP1 y NSP11 las condiciones para
la estandarizacion del ELISA son descritas en las Tablas 3 y 4, siguiendo la

metodologia anteriormente mencionada.

Tabla 3. Condiciones probadas para la estandarizacion del ELISA para la proteina
NSP11

Sensibilizacién 1 pg/pozo 0.1 ug/pozo

Diluciones
del suero | 1:100 1:50 | 1:100 1:200 | 1:100 | 1:200 | 1:100 | 1:200 | 1:100 | 1:200
(grupo  con
adyuvante)

Diluciones
del
conjugado

1:2500 1:2500 1:5000 1:5000 1:7500

30




Tabla 4. Condiciones probadas para la estandarizacion del ELISA para la proteina

NSP1
Sensibilizacion 0.1 pg/pozo
Diluciones del suero (grupo 1:100
con adyuvante)
Diluciones del conjugado 1:2500 | 1:5000 | 1:7500

Para estandarizar el ensayo de ELISA empleando el péptido 40 asociado a la
placa se emplearon las condiciones de la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones probadas para estandarizar el ELISA para el péptido 40

- 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:500 | 1:600 | 1:750 | 1:800 | 1:1000 | 1:2500 | 1:5000
X

1:2000 X
14000 X X X X X - X X X X X
1:5000 X X X X X X X
1:7500 X X X X X
1:10,000 X X

*Las diluciones del suero se representan en la primera fila, mientras que las diluciones
del conjugado se representan en la primera columna.

**La cruz en rojo representa las condiciones que se decidi6 utilizar para correr los
resultados de todos los sueros obtenidos.

PARA EL OBJETIVO 2. EVALUACION DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA
DE LINFOCITOS T INDUCIDA POR LAS PROTEINAS NO ESTRUCTURALES 1
Y 11 Y LOS PEPTIDOS DE GP5 EN MODELO MURINO.

Para realizar la evaluacion de la respuesta proliferativa se tom6 en cuenta los
resultados obtenidos de la respuesta humoral, y se inmunizaron ratones con la
dosis que indujo los mejores niveles de anticuerpos para cada proteina, quedando
conformados como se ilustra en la Tabla 6. Los ratones fueron inmunizados en el
Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina (CICSab) en San
Luis Potosi, S.L.P., ya que en el IBB no habia ratones disponibles debido a la
cuarentena por la pandemia. Los ratones recibieron dos dosis en un intervalo de
15 dias y después de quince dias de recibir la segunda inmunizacion, los ratones

se sangraron a blanco y se obtuvieron los bazos con la finalidad de evaluar la

31



respuesta inmune celular inducida por los distintos tratamientos y comparandolos
entre ellos utilizando citometria de flujo como metodologia de evaluacion.

Para esto, se utilizdé el marcador Cell Trace Far Red ™ (Invitrogen Cat. C34572)
para medir la proliferacion inducida por cada uno de los tratamientos; ademas, las
células fueron marcadas con los anticuerpos para linfocitos a-CD4 (eBioscience™
clona GK1.5) y a-CD8 (Biolegend® clona Ly-2) y se capturaron en el citbmetro
Attune NXT ubicado en la Unidad de Investigacién de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia.

Tabla 6. Grupos de animales empleados para la evaluacion de la respuesta

proliferativa

Grupos - aF

SSI 3
NSP1 (10 pg/raton) 3 3
NSP11 (10 pg/ratén) 3 3
Vacuna (10 pg/ratén) 3 3

*Los inmundgenos se administraron en dos ocasiones con un intervalo de quince dias
entre cada uno, preparandose conforme a lo descrito anteriormente.

Obtencién de bazo

A cada raton se le realiz6 la dislocacion cervical como método de eutanasia previo
a la extraccion del bazo. El siguiente paso fue retirar el pelaje de los animales
cercano a la zona de incision en el costado izquierdo del animal, y se realizé una
desinfeccién con etanol al 70%, introduciendo finalmente al animal dentro de la
campana de flujo laminar. Bajo técnica aséptica, se realizé una incision vertical de
aproximadamente 1.5 cm en el cuadrante abdominal superior izquierdo, justo por
debajo de las costillas. Cuidadosamente se extrajo el bazo, tratando de eliminar la

mayor cantidad de tejido conectivo y/o adiposo que estuviera adherido a él. El
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bazo se transfirié a un tubo cénico estéril de 15 ml (Falcon®) con 2 ml de medio
de transporte Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640 Sigma-Aldrich Cat.
R7388) adicionandole 1% penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich P4333). Las
muestras fueron tomadas en el Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y
Biomedicina (CICSab) en San Luis Potosi, S.L.P. y transportadas en hielo a la
Ciudad de Meéxico para ser procesadas en el Instituto de Investigaciones

Biomédicas, en el Departamento de Inmunologia.

Ensayo de proliferacion celular de esplenocitos

Una vez recibidos los bazos, éstos se transfirieron a otro tubo con 3 mL de medio
RPMI (Cat. 22400 GIBCO). El siguiente paso fue macerar cada bazo sobre una
caja petri de 35 mm con malla nylon de 150 um empleando el émbolo de una
jeringa. La suspension celular se transfiri6 a tubos conicos de 15mL y se
colocaron en hielo hasta su centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se tird el sobrenadante y se resuspendi6 el paquete celular en 3
mL de solucién de lisis de eritrocitos. A continuacion, se incubaron durante 5
minutos en hielo, agitando constantemente, para después adicionar medio RPMI
sin suplementar (3 veces el volumen de la solucion de lisis). Posteriormente, las
células se centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos, se descarté el sobrenadante y
el pellet se resuspendié en 3 mL de RPMI suplementado (Cat. 22400 GIBCO) con
1% de Penicilina-Estreptomicina, 10% suero fetal bovino. Finalmente se realiz6 el
conteo de las células en la camara de Neubauer, haciendo una dilucion 1:1 con

azul tripano dentro de la campana.

Una vez que las células se contaron, un total de 6X10° esplenocitos por cada
ratdn se tifieron con el colorante Cell Trace Far Red (Molecular Probes) a una
concentracion final de 1 uM en 100 pL durante 20 minutos a 37°C con agitacion
constante. Posteriormente, se adicion0 medio RPMI con suero fetal frio para
detener la reaccion y las suspensiones celulares se centrifugaron a 1200 rpm
durante 5 minutos. Finalmente, las células se ajustaron a 2.0x10° células/mL con

RPMI suplementado.
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Se realizd el cultivo celular en placas de 24 pozos, colocando 1 mL de la
suspensioén celular de cada raton por triplicado y a cada pozo se adicion6 1 mL
del medio del cultivo que contenia el tratamiento para estimular. Para cada
tratamiento se utiliz6 como control positivo de proliferacion, Concavalina A (ConA)
(Sigma-Aldrich Cat. C5275) en concentracion 2.5 ug/mL. En el caso del control
negativo, unicamente se colocé el medio de cultivo y como muestra experimental
el propio antigeno con el cual fueron inmunizados los ratones en concentracion 10
pug/mL. En el caso del grupo control, cada raton fue estimulado con NSP1, NSP11

0 vacuna comercial.

Las placas se incubaron a 37°C, 5% CO, durante 4 dias. Posteriormente para
recuperar las células las placas se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos a
4°C. Posteriormente, se colocaron sobre hielo y se recuperaron los
sobrenadantes de cultivo en tubos conicos con tapa de 1.5 ml (tipo eppendorf) los
cuales se encontraban previamente etiquetados y se resguardaron a -70°C. A
cada pozo se le adicioné 100 pL de PBS con 5% de suero fetal y se pasaron a
una placa de 96 pozos para su tincién con los anticuerpos anti-CD4-FITC o anti-
CD8 PerCP-Cy5.5 durante 20 minutos a 4°C. Las células finalmente se lavaron
con PBS y se resuspendieron en PBS con 1% formaldehido para ser capturadas

en el citbmetro Attune NxT.

En el citbmetro de flujo se capturaron 10,000 eventos de la regién
correspondientes a linfocitos en el gate FSC vs SSC y los resultados se

analizaron con el programa FlowJo V10.

Estudio estadistico

Para el analisis estadistico de los datos de la respuesta humoral se realizé una
ANOVA paramétrica seguida de una prueba t no pareada para la comparacion de
las medias utilizando el programa GraphPad Prism 7 con una p<0.05. Para la
respuesta proliferativa se emple6é la misma estrategia, pero empleando una

prueba no paramétrica.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

DEL OBJETIVO 1. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL
INDUCIDA POR LAS PROTEINAS NO ESTRUCTURALES 1 Y 11 Y LOS
PEPTIDOS DE GP5 EN MODELO MURINO.

Estandarizacion de ELISAS

Deteccion de Anticuerpos especificos contra la Vacuna Comercial

Para realizar la estandarizacién del ensayo de ELISA cuya finalidad es detectar
anticuerpos inducidos por la vacuna, se empledé el antigeno de la vacuna
comercial de PRRRS (Ingelvac MLV®), utilizando dos concentraciones de
Antigeno para la sensibilizacion de las placas, 0.1 y 1 pg/pozo, las diluciones de
suero probadas fueron 1:50 y 1:100 y el anticuerpo secundario se utilizd en
dilucién 1:10000.

2.0 1

1.54

O basales

1.0 . Inmunizados 15 dias

‘ Inmunizados 30 dias

D.O. 405 nm

0.5

.0°—'—°cm_..°.:_:;

0.0

basales
1:50 1:100 1:50 1:100

0.1 pg 1 ug

Figura 4. Establecimiento de condiciones del ELISA para la deteccion de
anticuerpos especificos contra la Vacuna Comercial de PRRSV
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Como se muestra en la Figura 4, con ambas concentraciones de antigeno
utilizadas para sensibilizar la placa, no se logré detectar densidades Opticas
(D.0.) que sugirieran la deteccién de anticuerpos 1gG, en ninguna de las
concentraciones de sueros (1:50 6 1:100) y del anticuerpo secundario (1:10000)

utilizadas.
Al no detectar la respuesta de anticuerpos, se modificaron las condiciones
variando la concentracion del suero y las diluciones del conjugado. Para esto, se

empled la concentracion de 1 pg/pozo del antigeno probando diferentes diluciones
de suero (1:25, 1:50 y 1:100) y conjugado (1:2500, 1:5000 y 1:7500).
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Figura 5. Optimizacién de las condiciones del ensayo de ELISA para la deteccién
de anticuerpos especificos contra la Vacuna

Como se puede observar en la Figura 5, las modificaciones realizadas, nos
permite observar D.O. diferentes entre las distintas condiciones y sobre todo

diferenciar la presencia de anticuerpos presentes en los sueros obtenidos 30 dias
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después de la primera inmunizacién en comparacion a los anticuerpos presentes
en los tiempos basales. Con la dilucién del conjugado 1:2500 y los sueros a una
dilucion de 1:25 la D.O. promedio observada es de 0.7nm y con la dilucion de
suero 1:50 la D.O. promedio observada es de 0.6nm), . No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la sefal detectada entre las
diluciones del suero empleada. Por otra parte, cuando modificamos la dilucién del
conjugado a 1:5000, la D.O. de los sueros basales es similar a la observada en la
dilucion de 1:2500; sin embargo, las D.O. detectadas en los sueros obtenidos 30
dias posteriores a la inmunizacion, se observa que oscilan entre 0.4, 0.3 y 0.2,
respuesta que se observa dependiente de la concentracion del suero, que cambia
de 1:25, 1:50 y 1:100, respectivamente. Con la dilucion del conjugado 1:7500, las
D.O. observadas en los sueros basales es similar a la observada en las dos
diluciones de conjugado antes vistas. Cuando observamos las diferentes
concentraciones de suero empleada para esta condicion de conjugado, la mayor
D.O. se observa cuando los sueros se encuentran a una concentracion de 1:25, y
decae a los niveles de los basales para las diluciones de 1:50 y 1:100 de suero.
En todos los casos, las D. O. obtenidas en estas condiciones son menores a las

primeras 2 condiciones probadas.

Considerando estos resultados, para determinar anticuerpos especificos
inducidos por el uso de la vacuna comercial las condiciones utilizadas son de 1
Hg/pozo de antigeno de la vacuna, suero en dilucién 1:50, y conjugado en dilucién
1:2500.

Deteccion de Anticuerpos especificos contra la Proteina NSP11

Para estandarizar las condiciones para detectar la respuesta inducida por la
proteina NSP11, esta proteina se empled en dos concentraciones diferentes para
la sensibilizacion de las placas, 0.1 y 1 pug/pozo; en el caso de los sueros, estos
se probaron en las diluciones de 1:50 y 1:100 y finalmente el anticuerpo
secundario en dilucion 1:2500.
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Figura 6. Establecimiento de condiciones del ELISA para la deteccion de
anticuerpos especificos contra la proteina NSP11 del PRRSV

Como se muestra en la Figura 6, al sensibilizar las placas con ambas
concentraciones de antigeno, las densidades Opticas obtenidas, en promedio en
cada condicion son mayores de 1.2nm, en ambas concentracion de sueros
empleadas (1:50 o 1:100), utilizando una dilucion de 1:2500 del anticuerpo

secundario.

Al no observar diferencias significativas de la respuesta de anticuerpos al tiempo
2 (30 dias), se evaluaron condiciones diferentes, modificando la concentracion del
suero Yy las diluciones del conjugado. Para lo cual se empled la concentracién de
0.1 ug/pozo del antigeno con las diluciones de suero 1:100 y 1:200, y el
conjugado en las diluciones 1:2500, 1:5000 y 1:7500. Como se muestra en la
Figura 7, se puede observar que al utilizar la dilucion del suero 1:100 se detectan
D.O. promedio por arriba de 0.9nm, utilizando la dilucién del conjugado 1:2500 y

1:5000. Con la misma dilucion del suero, y con la dilucion del conjugado 1:7500,
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la D.O. promedio fue de 0.57nm. Con la dilucién del suero 1:200 pero modificando
la dilucién del conjugado a 1:2500, la D.O. promedio fue de 0.75nm; con la misma
dilucién del suero pero con la dilucién del conjugado 1:5000 la D.O. promedio fue

de 0.39nm y con la dilucion del conjugado 1:7500 se observa un valor de 0.41nm.
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Figura 7. Optimizacion de las condiciones del ensayo de ELISA para la deteccion
de anticuerpos especificos contra la NSP11

Con base en estos resultados, para determinar anticuerpos especificos de la
NSP11 se decidié utilizar las condiciones de 0.1 pg/pozo de la proteina NSP11,

suero en dilucién 1:100, y conjugado en dilucion 1:5000.

Deteccidon de Anticuerpos especificos contra la Proteina NSP1

Para estandarizar la ELISA para detectar anticuerpos especificos contra la
proteina NSP1 y con base a los resultados de la estandarizacion de la proteina

NSP11, se emple6 una concentracion de 0.1 pg/pozo de NSP1 para la
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sensibilizacion de la placa, una dilucion de suero 1:100 y el anticuerpo secundario
se probo en diluciones 1:2500, 1:5000 o 1:7500.

Como se muestra en la Figura 8, al utilizar la dilucién de 1:2500 del conjugado se
detectaron D.O. promedio de 0.6nm a los 30 dias, y de 0.5nm a los 15 dias. Con
la dilucion de 1:5000, se detectaron D.O. promedio de 0.33nm y 0.4nm en
muestras de sueros obtenidos a los 15 y 30 dias, respectivamente; finalmente con
la dilucidén 1:7500 se detectaron D.O. promedio de 0.25nm y 0.31nm a los 15y 30

dias, respectivamente.
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Figura 8. Establecimiento de condiciones del ELISA para la deteccion de
anticuerpos especificos contra la proteina NSP1 del PRRSV

Con base en estos resultados se decidié utilizar para determinar anticuerpos
especificos en contra de la proteina NSP1 las condiciones de 0.1 pg/pozo de la

proteina NSP1, suero en dilucién 1:100, y conjugado en dilucion 1:5000.
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Deteccion de Anticuerpos especificos contra los Péptidos

Para la estandarizacién del ELISA con la finalidad de detectar anticuerpos
especificos en contra de los péptidos, se decidio iniciar con el Péptido 40, ya que
de los cuatro péptidos éste se encuentra expuesto. Se probaron diferentes
condiciones para la estandarizacion de las ELISAS, las cuales se resumen en el

siguiente cuadro:

- 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:500 | 1:600 | 1:750 | 1:800 | 1:1000 | 1:2500 | 1:5000
X

12000 X
14000 X X X X X - X X X X X
1:5000 X X X X X X X
1:7500 X X X X X

1:10,000 X X

Cuadro 1: Resumen de las condiciones para la estandarizacion de péptido 40.
Las diluciones del suero se representan en la primera fila, mientras que las
diluciones del conjugado se representan en la primera columna.

*La cruz en rojo representa las condiciones que se decidié utilizar para correr los
resultados de todos los sueros obtenidos.

En ninguna de las condiciones evaluadas se detect6 la presencia de anticuerpos
especificos contra el péptido 40. Incluso en el grupo de la dosis de 100 ug (dosis
mas alta empleada para la inmunizacién) con adyuvante no se observa la
presencia de IgG’s especificos contra el péptido. A pesar de esto, se decidio
utilizar la dilucién 1:500 de suero y 1:4000 de conjugado (condiciones marcadas
con una cruz en rojo en el Cuadro 1*) para realizar las ELISAS de todos los
sueros de los ratones inmunizados con el péptido 40, debido a que fue bajo esas
condiciones que no se detect6 la sefal de fondo, es decir, donde se detectd que
los anticuerpos no estan teniendo uniones inespecificas a otras moléculas que no

son el antigeno diana.
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Determinacion de los niveles de Anticuerpos Homélogos
Después de tener estandarizado el ELISA especifico para cada antigeno, se
evalué la capacidad inmunogénica humoral de cada uno de los diferentes

candidatos a vacuna propuestos.

Anticuerpos especificos inducidos por la vacuna

En la Figura 9 se muestra una linea punteada que corresponde al punto de corte
para determinar la seroconversion de los ratones que recibieron la vacuna y que
se obtuvo calculando el promedio de los basales y sumando dos desviaciones

estandar a ese promedio.

Es evidente que se observan D.O. diferentes entre los distintos tiempos. Sin
embargo, las D.O. de los sueros obtenidos 15 dias posteriores a la inmunizacién
son similares a las D.O. de los sueros en los tiempos basales (las D.O. promedio
no superan el valor de 0.15nm), sin importar la dosis utilizada y si se utilizé6 o no
adyuvante. De la misma manera, al tratarse de la dosis de lug/raton, el promedio
de las D.O. detectadas se encuentran en valores promedio de 0.16nm a los 30
dias posteriores a la inmunizacion. Por otra parte, cuando modificamos la dosis a
10 ug en presencia de adyuvante, las D.O. de los sueros obtenidos a los 30 y 45
dias posteriores a la primera inmunizaciébn se incrementaron, observandose
valores promedio de 0.51nm y 0.59nm, respectivamente. Cabe notar que la
seroconversion para este grupo fue de 100%. Finalmente, con la dosis de 10 ug
sin adyuvante las D.O. observadas en los sueros obtenidos a los 30 y a los 45
dias posteriores a la inmunizacién tienen valores promedio de 0.37nm y 0.24nm,

respectivamente, con un porcentaje de seroconversion del 75%.
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Figura 9. Identificacién de los niveles de IgG especificos inducidos en ratones
inmunizados con la vacuna de PRRS, con dosis de 1y 10 pg, con adyuvante y sin
adyuvante a los 15, 30 y 45 dias después de la primera inmunizacién, con un
refuerzo 15 dias después de la primera inmunizacion. *Diferencia estadistica
(p<0.05) con respecto al tiempo inicial (basales). Las barras indican diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05)

Deteccion de Anticuerpos especificos contra NSP11

Como se observa en la Figura 10, las D.O. detectadas en los sueros basales son
similares a las D.O. observadas a los 15 dias posteriores a la primera
inmunizaciéon con valores promedio debajo del punto de corte (0.086nm), con
excepcion del grupo de ratones que recibio la dosis de 10 pg con adyuvante, en la
cual se observa un valor promedio de 0.32nm con una seroconversion del 80%.
Sin embargo, las D.O. obtenidas 30 dias posteriores a la inmunizacién se
incrementaron para todos los grupos. Con la dosis de 1 pug se detectan D.O.
promedio de 0.34nm y 0.4nm con una seroconversion del 100 y 80% con

adyuvante y sin adyuvante, respectivamente. Sin embargo en la dosis de 10 ug se
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observan D.O. promedio de 1.15nm y 0.52nm con y sin adyuvante
respectivamente, y una seroconversion en ambos casos del 100%. Al observar los
anticuerpos especificos detectados en los sueros obtenidos a los 45 dias
posteriores a la inmunizacion, se detectan las mayores D.O, con la dosis de 10 ug
con adyuvante se obtuvo una D.O. promedio de 1.37nm; esta dosis en ausencia
de adyuvante obtuvo un valor promedio de 0.72nm. En el caso de las D.O.
detectadas con la dosis de 1 pg, se observan valores promedio de 0.36nm y

0.32nm con adyuvante y sin adyuvante, respectivamente.
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Figura 10. Identificacién de la respuesta de IgG en ratones inmunizados con la
proteina NSP11 del virus de PRRS, utilizando dosis de 1y 10 ug, con adyuvante y
sin adyuvante, 15, 30 y 45 dias después de la primera inmunizacién, con un
refuerzo 15 dias después de la primera inmunizacion. *Diferencia estadistica
(p<0.05) con respecto al tiempo inicial (basales). Las barras indican diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05)
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Determinacién de anticuerpos especificos contra la proteina NSP1

La Figura 11 muestra que las D.O. detectadas en los sueros basales son similares
a las D.O. observadas a los 15 dias posteriores a la primera inmunizacion con
valores promedio por debajo del punto de corte (0.265nm) y una seroconversion
del 40% solo para el grupo de ratones que recibié la dosis de 10 pg con
adyuvante. Sin embargo, en las D.O. obtenidas en los sueros de 30 dias
posteriores a la primera inmunizacion, se observa que la dosis de 1 pg en
presencia o ausencia de adyuvante no se indujo respuesta, obteniendo D.O.
promedio de 0.25nm y 0.18nm, respectivamente. A diferencia de la dosis de 10 ug
en la cual se observa un ligero incremento de la respuesta con D.O. promedio de
0.46nm y 0.31nm, con adyuvante y sin adyuvante respectivamente, y en ambos
casos una seroconversion del 80%. La induccion de anticuerpos se incrementa de
forma significativa a los 45 dias para los grupos que recibieron la proteina con
adyuvante, obteniéndose un promedio de 0.54nm para la dosis de 1 ug y de
0.71nm para la dosis de 10 pg, con una seroconversion del 100% en ambos
casos. La dosis de 10 ug en ausencia de adyuvante mostré un ligero incremento,
el cual fue significativo en los niveles de anticuerpos inducidos y una
seroconversion del 100%. En el caso de las D.O. detectadas en el T3 con la dosis

de 1 ug sin adyuvante, se observan valores promedio de 0.21nm.
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Figura 11. Identificacion de la respuesta de IgG en ratones inmunizados con la
proteina NSP1 del virus de PRRS, utilizando dosis de 1y 10 pg, con adyuvante y
sin adyuvante a los 15, 30 y 45 dias después de la primera inmunizacion, con un
refuerzo 15 dias después de la primera inmunizacién. *Diferencia estadistica
(p<0.05) con respecto al tiempo inicial (basales). Las barras indican diferencia
significativa entre los grupos (p<0.05)

Deteccidon de anticuerpos especificos contra el péptido 40

En el caso del péptido 40, no se indujeron anticuerpos para ninguna de las dosis
empleadas en ninguno de los tiempos evaluados, obteniéndose valores menores

al punto de corte, como se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Identificacion de la respuesta de IgG en ratones inmunizados con el
Péptido 40 de la proteina estructural GP5 del virus de PRRS, utilizando dosis de 1
y 10 ug, con adyuvante y sin adyuvante a los 15, 30 y 45 dias después de la
primera inmunizacién, con un refuerzo 15 dias después de la primera
inmunizacion

Determinacion de los niveles de anticuerpos Heterélogos

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos de los ELISAS empleando
como antigeno asociado a la placa la vacuna y los sueros de los ratones
inmunizados con NSP11, NSP1 o el Péptido 40. Por otro lado, se asoci6 a la
placa las proteinas NSP1, NSP11 o el péptido 40 y se colocaron los sueros

inducidos por la vacuna.
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Deteccion de Anticuerpos de la proteina NSP11 contra el antigeno de la vacuna

Al enfrentar los sueros de los ratones inmunizados con la proteina NSP11 contra

el antigeno de la vacuna del virus de PRRS, las D.O. promedio detectadas no

superan el valor de 0.2nm, como se observa en la Figura 13, sin importar cual sea

la dosis empleada.
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Figura 13. Identificacién de la respuesta de IgG inducida en ratones inmunizados
con 1 0 10 pg la proteina NSP11 en presencia o ausencia de adyuvante a los 15,
30 y 45 dias después de la primera inmunizacién, con un refuerzo 15 dias
después de la primera inmunizacion, sensibilizando con el antigeno de la vacuna

del virus de PRRS.

Deteccidon de Anticuerpos de la proteina NSP1 contra el antigeno de la vacuna

Los sueros de los ratones inmunizados con la proteina NSP1 no fueron

reconocidos por el antigeno de la vacuna del virus de PRRS, en promedio las

D.O. obtenidas no superan el valor de corte (0.201nm), resultados que se

observan en la Figura 14.
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Figura 14. ldentificacion de la respuesta de IgG inducida en ratones inmunizados
con 1 o 10 g la proteina NSP1 en presencia o ausencia de adyuvante a los 15,
30 y 45 dias después de la primera inmunizacion, con un refuerzo 15 dias
después de la primera inmunizacion, sensibilizando con el antigeno de la vacuna
del virus de PRRS

Deteccion de Anticuerpos vacunales contra el antigeno de la proteina NSP11

La Figura 15 muestra que las D.O. promedio detectadas para los sueros de
ratones inmunizados con la vacuna comercial de PPRS no sobrepasan el valor de
0.31nm a excepcion de 1 raton que recibio la dosis de 1 ug con adyuvante a los
30 dias posteriores a la primera inmunizacién, observandose una D.O. de 1.8nm.
Asimismo, los 30 dias posteriores a la primera inmunizacion y en la dosis de 10
Mg sin adyuvante, un solo raton supera el punto de corte con una D.O. de 0.5nm.
En el tiempo T2 se observa este comportamiento para un solo raton de los grupos

de 1y 10 pg con y sin adyuvante, respectivamente.
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Figura 15. Identificacién de la respuesta de IgG inducida en ratones inmunizados
con 1 o0 10 pg de la vacuna comercial en presencia o ausencia de adyuvante a los
15, 30 y 45 dias después de la primera inmunizacion, con un refuerzo 15 dias
después de la primera inmunizacion, sensibilizando con la proteina NSP11

Deteccion de Anticuerpos vacunales contra el antigeno de la proteina NSP1

En la Figura 16 se observa un efecto similar a cuando se emplea la proteina
NSP11, s6lo un ratén de los grupos que recibieron 1y 10 pug con y sin adyuvante,
respectivamente, muestran D.O. por encima del punto de corte. Sin embargo, el
suero del ratéon que al T2 detecté una D.O. de 1.8 empleando a NSP11 en la
placa (Figura 12), en estas condiciones experimentales muestra una D.O. de
0.43nm.

50



1 inmunizacion 2 inmunizacién

Ty

1.5

1.0

D.O0. 405 nm

0.5

- ° 0.3
"""""""""""" L e
% - o - - =
Coc® o " e — m e el oea —OF
oo ° °® man" @ ot o =
0.0 T T T T T T T T T T T T T
L L )
basales i
15 dias 30 dias 45 dias
Con Adyuvante Sin Adyuvante
@ Lo ® g
B0 Mo

Figura 16. Identificacion de la respuesta de IgG inducida en ratones inmunizados
con 1 o0 10 ug de la vacuna comercial en presencia o ausencia de adyuvante a los
15, 30 y 45 dias después de la primera inmunizacién, con un refuerzo 15 dias
después de la primera inmunizacién, sensibilizando con la proteina NSP1

Deteccion de Anticuerpos vacunales contra el antigeno del Péptido 40 de la
proteina GP5 del virus de PRRS

En la Figura 17 se observa que las D.O. detectadas son muy similares a las de los
sueros basales, ninguna de las D.O. promedio detectadas sobrepasan el valor del

punto de corte.
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Figura 17. Identificacion de la respuesta de IgG en ratones inmunizados con la
vacuna del virus de PRRS, con dosis de 1y 10 ug, con adyuvante y sin adyuvante
a los 15, 30 y 45 dias después de la primera inmunizacién, con un refuerzo 15
dias después de la primera inmunizacion, sensibilizando con el Péptido 40 de la
proteina GP5 del virus de PRRS
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DEL OBJETIVO 2. EVALUACION DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA DE
LINFOCITOS T INDUCIDA POR LAS PROTEINAS NO ESTRUCTURALES 1Y
11Y LOS PEPTIDOS DE GP5 EN MODELO MURINO.

Determinacion de la capacidad proliferativa de linfocitos

Para la evaluacion de la respuesta proliferativa, se incubaron esplenocitos
obtenidos de los ratones inmunizados con las proteinas no estructurales NSP1 o
NSP11, o la vacuna MLV o SSI y que fueron reestimulados in vitro con cada uno
de su respectivo antigeno. La proliferacion se siguidé con el marcador Cell Trace y
las células fueron cosechadas y posteriormente con anticuerpos especificos para
linfocitos T. En la Figura 18 se puede observar en la parte superior la estrategia
de analisis empleada, en la cual se consideraron las células sencillas (FSC-A vs
FSC-H); partiendo de este conjunto de células, se seleccionaron las células
correspondientes por su tamafio y complejidad a linfocitos en proliferacion (FSC-A
vs SSC-A), y de esta poblacion se seleccion6 aquellas células positivas para el
marcador CD4+ o CD8+. De esta poblacion se evalué la pérdida del marcador
Cell Trace empleado para determinar proliferacion.

Cabe mencionar que no se obtuvo tincion para la poblacion CD8+, por lo que solo

se realiz6 el andlisis de los linfocitos CD4+ proliferantes.

Con base a los resultados obtenidos, se decidié utilizar el nimero de células
relativas en lugar del indice de proliferacién. Esto considerando que en algunos
de los grupos se observa que las células estimuladas con medio ya venian per se
activadas debido a la inmunizacion. En la parte inferior de la grafica 18, se
observa este incremento significativo en el nimero de células relativas para los
grupos que recibieron la proteina NSP11 y vacuna con o sin adyuvante, y para el
grupo de ratones que recibié la proteina NSP1 sin adyuvante, cuando se

estimularon con solo medio.

La grafica muestra que la mayor proliferacion ante un reestimulo con el mismo

antigeno con el cual fueron inmunizados los ratones se tiene al inmunizarse con la

53



proteina NSP11 con adyuvante con un promedio de 20,086 células, superando
aun el de la vacuna con adyuvante con un promedio de 14,321 células. Le sigue
la NSP1 sin adyuvante con un promedio de 9,845 células, después NSP11 sin
adyuvante con un promedio de 9,114 células, seguida de la vacuna sin adyuvante
con un promedio de 7,444 células, y finalmente la NSP1 con adyuvante con un
promedio de 3,708 células. Como grupo control esté el grupo que fue inmunizado
con SSI (solucién salina fisioldgica) con un promedio de 1,972 células.
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Figura 18. Proliferacion de las células T obtenidas de bazo de ratones
inmunizados con la proteina NSP1, NSP11 y la vacuna comercial de PRRS,
estimulados in vitro con solo medio, su respectivo inmundgeno o ConA, durante
tres dias.
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DISCUSION

Actualmente, las vacunas activas atenuadas por pases en lineas celulares estan
reconocidas como la forma mas eficaz de generar vacunas para la proteccion de
los cerdos contra el PRRS. Sin embargo, el uso de estas vacunas ha sido
limitado, debido al potencial de reversion de la virulencia de la cepa vacunal y a la
posibilidad de recombinacién de la cepa vacunal con cepas presentes en el cerdo
vacunado. El virus atenuado en la linea celular muestra un nimero pequefio de
mutaciones en comparacion con la cepa parental, las cuales pueden revertirse
facilmente durante la replicacion in vivo [110]. La alta frecuencia de mutacion es
una caracteristica tipica de los virus de RNA de replicacion rapida como el
PRRSV, que tiene una tasa de mutacion extremadamente mas alta (de 10 a 1000

veces) que otros virus de RNA conocidos [111].

Hasta el momento, existe una sola vacuna subunitaria para prevenir la
enfermedad por el virus de PRRS en el mercado, tanto en cerdos de la linea de
produccion, como para las hembras [112, 113]. Sin embargo, no es utilizada en
México, ya que no se vende en el pais. Se trata de una vacuna que consiste en
los ORF1b, ORF5, ORF6 y ORF7. Segun los estudios que respaldan el uso de
esta vacuna, hubo proteccion ante el desafio heterdlogo en cerdos de la linea de
produccion, tanto contra PRRS-1 como PRRS-2 en los cerdos vacunados [112].
Esta vacuna fue probada también ante el desafio con HP-PRRSV (PRRSV
altamente patégeno), y se concluyd que hubo proteccién [113]. Cabe mencionar
gue la vacuna contiene ORF tanto de PRRS-1 como de PRRS-2, y que solamente
el ORF1b es el que codifica para las proteinas no estructurales. Es evidente que
la vacuna funciona debido a todos sus componentes, siendo que también utiliza el
ORF5 que codifica para la proteina estructural GP5. Con base en esta
informacion, resulta de interés poder utilizar tanto las dos proteinas no
estructurales como los péptidos de GP5 propuestos, con la finalidad de tener un

efecto protector.
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Para este trabajo se inmunizaron ratones para comprobar la inmunogenicidad de
los candidatos propuestos. Para esto, se utilizé la vacuna comercial Ingelvac
MLV®, con la finalidad de inducir una respuesta especifica con una de las
presentaciones comerciales existentes dentro del territorio nacional y a partir de la
informacion que nos brinda, usarla como marco de referencia para comparar la
respuesta que induce los antigenos seleccionados. En este sentido, existen
reportes indicando que la vacuna comercial utilizada genera una fuerte respuesta
de anticuerpos, destacando que estos resultados se lograron en lechones con
altos niveles de anticuerpos homoélogos de origen materno (MDA) en el momento
de la vacunacién [114]. En los ratones, se puede observar que al utilizar la vacuna
se logré la respuesta esperada, notando que los grupos que indujeron mayor
respuesta de anticuerpos, son Unicamente los grupos que utilizaron la dosis de 10
Hg por raton, tanto con adyuvante como sin adyuvante. Es notorio que el antigeno
utilizado en la vacuna comercial requiere de un segundo estimulo para generar la
respuesta de anticuerpos especifica y que esta respuesta, aunque se observa en
los tiempos tardios no es diferente entre ellos (30 vs 45 dias después de la

primera dosis) y se observa un mayor incremento con la presencia del adyuvante.

Con respecto a los antigenos propuestos en este trabajo, uno de los blancos
seleccionados para generar la produccion de anticuerpos especificos fue la
proteina NSP11, debido a que ha demostrado jugar un papel determinante en la
evasion de la respuesta inmune dirigida a PRRSV, ya que inhibe la produccién de
interferén tipo | (IFN-I) a través de diferentes mecanismos. En un estudio se
demostré que NSP11 interactia con STAT2 y la reduce, siendo el dominio N-
terminal (NTD) de esta proteina el responsable de la degradacion de STAT2
[115]. Por otra parte, también se ha descrito que NSP11 antagoniza la
sefalizacion de IFN tipo | al dirigirse a IRF9 a travées de un mecanismo
independiente de la actividad de la Endoribonucleasa Especifica de Nidovirus
(NendoU) que es importante para la replicacion del virus y la supresion del
sistema inmune innato del huésped [116]; de manera mas especifica, se ha
descrito que inhibe la actividad promotora del elemento de respuesta estimulado

por IFN (ISRE) y la posterior transcripcion de genes estimulados por IFN (ISG)
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[117]. En este sentido se sabe que la NendoU codificada por la NSP11 es una
Endoribonucleasa Especifica de Nidovirus Unica de nidovirus que infecta a los
vertebrados; por tanto, se convierte en un objetivo atractivo para el desarrollo de
farmacos antinidovirus donde se incluye al PRRSV. Ahora bien, tomando como
referencia estas observaciones, consideramos que el contar como antigeno a
NSP11 para generar anticuerpos especificos contra esta proteina, permitir4 inhibir
las funciones de evasion de la respuesta inmune atribuidos a ella. Existen
estudios que nos alientan a validar esta hipétesis; estd demostrado que la
sobreexpresion de TRIM59 inhibe la infeccion por PRRSV en las células Marc-
145, TRIM59 interactué con el NSP11 [118] determind que esta interaccion se da
mediante el dominio RING N-terminal en TRIM59 y el dominio NendoU C-terminal
en nspll, demostrado por protedmica) y la presencia o ausencia de TRIM59 es
crucial para el éxito o fracaso de infeccion por parte de PRRSV [116]. Por el
contrario, la disminucién en la expresion de TRIM59 da como resultado una
replicacion mejorada de PRRSV en macréfagos alveolares pulmonares (PAM).
Estas observaciones muestran que la generacion de anticuerpos que reconozcan
a NSP11 podria inhibir los mecanismos de evasion que utiliza PRRSV por esta
via. En este trabajo se demostr6 que el antigeno que generé una mayor
inmunogenicidad, tanto en la respuesta humoral como en la proliferacién de las
células T CD4+ fue la inducida por la proteina recombinante NSP11. Cuando
observamos los ensayos para la evaluacién de la inmunidad humoral, es el Unico
antigeno, de los cuatro utlizados, que 15 dias después de la primera
inmunizacién ya habia logrado inducir una respuesta humoral detectable, esto se
consiguio utilizando una dosis de proteina de 10 pug apoyada de un adyuvante.
Con los grupos sin adyuvante, no existe diferencia entre las dos dosis a los 30
dias, pero, a los 45 dias, la dosis de 10 ug es significativamente mas alta que la
dosis de 1 pg. Considerando esto, es evidente que, a pesar de no utilizar
adyuvante, la utilizacion de la proteina NSP11 a una dosis de 10 pug producen
IgGs especificas que siguen siendo claramente detectadas a los 45 dias y
ademas se hace aun mas evidente, que la respuesta inducida es dependiente de

concentracion de antigeno utilizado.
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Otra proteina propuesta como blanco para ser utilizada como componente en una
vacuna contra PRRSV buscando la generacion de una respuesta especifica en
contra de ella es la proteina NSP1. Se ha pensado en su utilizacion debido a que
se ha identificado como un potente antagonista de IFN; incluso, se ha demostrado
que la subunidad nsp1p de NSP1 bloquea la exportacion nuclear del ARNm del
huésped como uno de los mecanismos para suprimir la produccion de proteinas
antivirales del huésped [119, 120, 121]. Esta importante funcién que juega la
NSP1, buscando la evasion de la respuesta inmune innata, justifica ampliamente
el inducir anticuerpos que se unan a ella esperando neutralizar su funcion
evasiva. En este sentido, la respuesta que induce su utilizacion no es tan
evidente, en cuanto a presencia de anticuerpos especificos que la reconozcan,
como lo es la respuesta inducida por la proteina NSP11; sin embargo, si logra
generar una respuesta especifica e incluso, al igual que sucede con la
mencionada NSP11, la respuesta es detectada desde los 15 dias posteriores a la
primera inmunizacion. Si bien, no todos los ratones inmunizados lograron
seroconvertir con la primera inmunizacion, el 50% de los ratones desarrollaron
una respuesta especifica contra esta proteina, siendo dependiente de una mayor
concentracion de ésta y con la ayuda del adyuvante utilizado. Esta observacion no
es sorprendente pues, tanto el antigeno de la vacuna comercial como la proteina
NSP11, mostraron generar una mejor respuesta con la ayuda del adyuvante; sin
embargo, cuando observamos la respuesta inducida por la proteina NSP1 a los
45 dias posteriores a la primera inmunizacién, se observa claramente que los
ratones inoculados con esta proteina seroconvirtieron, 1o que sugirié que su uso
genera buenas perspectivas para el objetivo buscado (Figura 11). Claramente la
respuesta generada por la proteina NSP1 es dependiente de su concentracion y
preferentemente requiere la ayuda de un adyuvante para obtener una respuesta

inmune especifica mas robusta.

Ahora bien, el haber podido inducir una respuesta de anticuerpos especifica
contra cada uno de los antigenos utilizados (vacuna, NSP11 y NSP1) en ratones,
nos brinda la posibilidad de demostrar porqué el uso de estas proteinas en la

formulacién de una vacuna puede ser mas eficiente que la utilizacién del virus
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completo. Como quedd demostrado, cuando el antigeno de la vacuna es utilizado
para detectar anticuerpos especificos contra las proteinas, estos anticuerpos
apenas son reconocidos, no habiendo una deteccién tan evidente de estos
anticuerpos como lo es con los anticuerpos homoélogos. Como se evidencio, el
nivel de reconocimiento por parte del antigeno vacunal hacia anticuerpos
inducidos por la proteina NSP11 es pobre (Figura 13), sin embargo, existen
ratones que generaron una respuesta detectable desde los 15 dias posteriores a
la primera inmunizacibn y este reconocimiento se mantiene al detectar
anticuerpos a los 30 y 45 dias posteriores a la primera inmunizacién, sin embargo,
no aumenta la cantidad de estos anticuerpos detectados a través del tiempo. Esta
observacion se hace mas evidente, cuando se trata de reconocer anticuerpos
inducidos por la proteina NSP1 (Figura 14), en donde practicamente no hay
reconocimiento de los anticuerpos inducidos por esta proteina NSP1. La menor
deteccion de anticuerpos heterdlogos por parte del antigeno vacunal se puede
explicar si entendemos que la vacuna utiliza el virus completo, y la respuesta que
genera la vacuna esta dirigido en su mayoria, a las proteinas de superficie del
virus, que son las mas susceptibles a sufrir cambios genéticos, lo que la hace
poco efectiva en contra de cepas virales heterdlogas a las que contiene la
formulacion de la vacuna. Sin embargo, el que exista el reconocimiento de
anticuerpos especificos contra estas proteinas, que recordemos son proteinas no
estructurales, nos indica que las proteinas si pueden generar una respuesta
especifica contra ellas y que de alguna manera pueden unirse al PRRSV, sin
importar se trate de un virus homologo o heterélogo ya que ademas de ser
proteinas no estructurales, son ampliamente conservadas lo que hace muy
promisorio su uso en cuanto al efecto esperado sin importar la cepa viral. Por otra
parte, el que al antigeno viral detecte en tiempos tempranos los anticuerpos
inducidos por la proteina NSP11 (aunque sea en baja intensidad) hace alentador
Su uso, ya que la utilizaciébn de esta proteina busca inducir anticuerpos que se
unan a ella en el ciclo de infeccion del virus y de esta manera romper uno de sus
mecanismos de evasion, que es la inhibicion de la produccidn de interferones en

la respuesta innata, asi que la presencia de estos anticuerpos en tiempos

59



tempranos a la infeccion, podria lograr neutralizar la funcién de esta proteina e

interferir en el éxito de infecciéon del virus.

Todas estas observaciones son relacionadas a la respuesta humoral demostrada,
que es inducida por los antigenos propuestos; sin embargo, se logré un primer
acercamiento para intentar demostrar que también existe evidencia de la
induccion de una respuesta inmune celular en el que puedan estar interviniendo
las proteinas utilizadas. En este sentido, se evalu6é un primer ensayo el papel que
juegan las células CD4+ en las respuestas descritas. Se detectd que 45 dias
después de la primera inmunizacion, estas células logran proliferar ante su
estimulo especifico, o que nos indica que se encuentran preparadas para
responder eficientemente ante un re-estimulo especifico, efecto ideal esperado
genere una vacuna. Esto puede favorecer que la respuesta tanto celular
citotdéxica, como la humoral sea mas rapida ante una infeccion, ya que estas
células TCD4+ dirigen la respuesta inmune adaptativa, maximizando la eficacia
destructora de los macréfagos y la proliferacion de linfocitos T citotoxicos CD8+ y
estimulando la proliferacion de linfocitos B para luego inducir la produccion de
anticuerpos. Notablemente, en el grupo de células proveniente de ratones
inmunizados con las proteinas NSP1, al ser re-estimuladas con su propio
antigeno, proliferan de mejor manera aquellas que solo recibieron la proteina sin
adyuvante, lo cual nos indica que la activacion y proliferaciéon de la célula es
completamente atribuible al antigeno y no al adyuvante utilizado. Caso contrario
sucede con las células provenientes de animales inmunizados con la proteina
NSP11 con y sin adyuvante que, en este caso, existe una mayor proliferacion
cuando se estimulan las células provenientes del grupo que si recibié adyuvante.
A pesar de ser de menor tamafio, la NSP11l tiene mejores cualidades
inmunogénicas tanto humoral como celular, en comparacion a las de NSP1 y el
adyuvante exacerba esa respuesta especifica; si comparamos las respuestas
inducidas por NSP11 contra las inducidas por el antigeno vacunal, las de la
proteina son mayores en niveles de anticuerpos inducidos. En cuanto a la
capacidad proliferativa de las células CD4+ también son mayores en las células

provenientes del grupo tratado con NSP11 que las de las células provenientes de
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los animales inmunizados con antigeno vacunal ante sus respectivos estimulos lo
que sugiere una mayor capacidad inmunogénica de la proteina NSP11 que del

antigeno vacunal.

En resumen, se lograron establecer las condiciones para poder evaluar en
ratones candidatos vacunales y vacunas comerciales ya disponibles en contra del
virus de PRRS. Se evidencia que, en el caso de los antigenos propuestos, las
proteinas y el antigeno vacunal, lograron desarrollar una respuesta inmune
humoral detectada en diferentes momentos e intensidades, dependiendo del
antigeno analizado. Como evidencia en cuanto al funcionamiento de nuestro
modelo experimental son los resultados de la utilizacién del antigeno vacunal que
se sabe genera una respuesta inmune especifica; los ratones experimentales
seroconvirtieron al 100% cuando el antigeno se utiliz6 con adyuvante y a un 75%
cuando no se utiliz6. El promedio maximo de anticuerpos especificos detectados
inducidos por el antigeno vacunal fue de 0.6nm de densidad 6ptica. En el caso de
los antigenos propuestos, la proteina NSP11 generd una seroconversion muy
similar a la obtenida con el antigeno vacunal, (80 y 100% sin o con adyuvante,
respectivamente), sin embargo, hubo una clara diferencia en el maximo promedio
de anticuerpos especificos detectados que fue de 1.3 nm de D.O. y mas
importante aun, existi6 una clara seroconversion inducida por la primer
inmunizacion, en comparacion a la inducida por el antigeno vacunal, donde la
seroconversion se detectd hasta los 30 dias y esto después de una segunda
dosis. Finalmente, al analizar la respuesta humoral de la proteina NSP1, fue un
comportamiento similar al antigeno vacunal en cuanto a niveles de anticuerpos,
pero con porcentajes de seroconversion del 100% con y sin adyuvante y mas
interesante aun, con ratones seroconvertidos desde la primera inmunizacion,
observacion muy importante porque nos indica una mejor inmunogenicidad
permitiendo esperar que la respuesta inducida puede ser temprana, favoreciendo

la finalidad buscada con su uso.

Todos estos resultados nos hacen ser optimistas para poder proponer el uso de

estas dos proteinas, que cabe mencionar, se tienen plenamente estandarizada su
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produccion de manera recombinante, la cual puede transferirse para ser

producidas a gran escala haciendo relativamente barata su produccion.

Tabla 7. indices de seroconversion de los distintos antigenos utilizados

dosis VACUNA NSP1 NSP11

Dy ton | 1 30 45 15 | 30 | 45 15 30 | 45
Hg dias dias dias dias dias dias dias dias | dias

Sin 1 /5 (0145; f o4 o5 | o5 | o5 ((1)/ g) (g’ g) ?g’
adyuvante 0 o5 3/4 34 | e | 45 | 55 | 25 | 44 | 33
0.75) | (0.75) 08 | (1) | 04 | @ | @

. 1/5 205 | 313 | 205 | 44 | 44
Mcl)sn;a%de 1 0/5 0/5 0.2) 0/5 (0.4) (1) (0.4) 1) (1)
3/4 45 | 5/5 | 314 | 44 | 44

. 05 | 75 | ¥4M | 25 1 ogy | @) | 075 | @) | @

Por otra parte, no solo se prevé el empleo de estas dos proteinas por las razones
previamente descritas. Otro objetivo es la utilizacion de los péptidos de la proteina
GP5, la cual es codificada por ORF5. Esta GP5 es la mayor glicoproteina de
envoltura, conocida también como glicoproteina de capsula que consta de 200
aminoacidos y exhibe una variacion genética muy marcada dentro de su
secuencia relativamente corta de 600 pares de bases, por lo que es cominmente
utilizado para la identificacion y la construccién de arboles filogenéticos [91, 34,
107, 122]. Ademas, GP5 es una proteina importante que media la internalizaciéon
del virus a los macréfagos al interactuar con el receptor celular CD169 [10, 11] y
se sabe que dentro de ella se encuentran epitopes que producen anticuerpos
neutralizantes. La variabilidad en GP5 podria expresar la ineficiencia a una
proteccion cruzada de las vacunas [123]. Estas caracteristicas funcionales de esta
proteina despiertan el interés en desarrollar respuestas que inhiban sus
funciones, y el lograrlo podria favorecer a evitar la internalizacion del virus a su

célula blanco.

Con base en esto, nuestro grupo de investigacion propuso la utilizacion de 4
péptidos obtenidos a partir de la proteina GP5, los cuales fueron seleccionados
bajo distintos criterios de acuerdo con un analisis bioinformatico [102]. Dentro de

los principales criterios tomados en cuenta el fundamental fue que estos péptidos
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se eligieran de regiones conservadas con la finalidad de asegurar que la
diversidad genética que caracteriza al PRRSV no se convierta en un obstaculo en
cuanto a la eficiencia de la respuesta inducida por estos péptidos por lo que el
grado de conservacion de todos los péptidos oscilo entre el 94.8% y el 99.4%.

En este sentido, los péptidos sintéticos seleccionados serian sometidos a las
mismas pruebas que las proteinas no estructurales descritas con anterioridad; sin
embargo, las actuales condiciones por las que estamos atravesando nos
impidieron realizar, practicamente la totalidad de los ensayos relacionados con
estos péptidos. Cabe destacar que nuestro grupo de investigacion ha logrado la
expresion de dichos péptidos de manera recombinante en una quimera por lo que
se hace imperativo retomar los ensayos encaminados a describir la respuesta
inmune gue generan de manera individual o en conjunto. No obstante, se logro
comenzar con la estandarizacidon de los ensayos enfocados a la descripcion de la
respuesta inducida por el péptido que fue nombrado como péptido 40, el cual se
seleccion6 debido a que se localiza en el ectodominio de la proteina GP5, lo que
quiere decir que se encuentra expuesto y también abarca un aminoacido
glicosilado en N51. Con los primeros ensayos no se logro detectar una respuesta
especifica de 1gG’s inducida por el péptido 40. Sin embargo, esta observacion no
es sorprendente, ya que las caracteristicas propias del péptido hacen dificil
suponer pueda inducir una fuerte respuesta de anticuerpos; mas bien, nuestra
propuesta esta encaminada a utilizar estos péptidos a fin de inducir una respuesta
inmune de tipo celular debido a que son péptidos pequefios, que son mayormente
presentados por MHC-I a linfocitos TCD8+ buscando la generacion de una
actividad antiviral que inhiba en si, la replicacion del virus en etapas muy

tempranas de la infeccion.
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CONCLUSION

Los resultados de este trabajo muestran que las proteinas no estructurales
NSP11 y NSP1 del PRRSV son inmunogénicas; la NSP11 incluso mas que el
antigeno utilizado en la formulacion de la vacuna comercial. Ambas son proteinas
importantes al inicio de la infeccién, pues su funcidn es evadir la respuesta
inmune del huésped durante su replicacion, lo que las hace candidatas ideales
para producir anticuerpos especificos en contra de ellas buscando romper con
esa funcion de evasion. Su utilizacion se hace muy promisoria ya que se
demostro que linfocitos T CD4+ provenientes de ratones inmunizados con estas
proteinas, proliferan ante su re-estimulo especifico, incluso células T obtenidas de
ratones que no utilizaron adyuvante.

Se hace evidente la necesidad de continuar con los estudios de
seroneutralizacion y proteccion ante el desafio, con la finalidad de comprobar la
capacidad de estas proteinas de generar anticuerpos neutralizantes.

Con base en estos resultados se puede esperar que estos antigenos, tanto las
proteinas no estructurales como los péptidos en conjunto, puedan ofrecer una
proteccion mas eficaz en contra de los virus de PRRS circulantes en la Republica

Mexicana.
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