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RESUMEN

El Virus de la Diarrea Viral Bovina es un virus de distribucion mundial que afecta
econdmicamente a las producciones ganaderas. El virus muestra un tropismo por células
presentadoras de antigeno, siendo los macréfagos susceptibles a la infeccién y en los
cuales, se han observado alteracion en la secrecion de diversas citocinas. Entre ellas, la
interleucina (IL)-1B es una citocina de gran importancia para desencadenar una respuesta
inmune eficiente. La secrecion de la citocina madura necesita de la participacion de
complejos multiproteicos conocidos como inflamasomas, que generan la activacion de
caspasa 1. Previamente se report6 la secrecion de IL-13 dependiente de caspasa 1 durante
la infeccion con VDVB biotipo citopéatico en macréfagos bovinos y se observé una relacion
entre la replicacion del virus y caspasa 1. Debido a lo anterior, en este estudio analizamos
la participacion del inflamasoma NLRP3 en la secrecion de IL-1f durante la infeccién con
VDVB citopético y no citopatico. Los resultados mostraron que, para el caso del biotipo
citopatico, la secrecion de IL-13 fue dependiente de NLRP3, y, ademas, detectamos un
efecto en la replicacién viral, al observar una disminuciéon en el titulo viral de los
sobrenadantes obtenidos de macréfagos bovinos tratados con CRID3. Por otro lado, para
el caso del biotipo no citopatico no se encontrd la participacion de NLRP3, pero si se
observé por primera vez la participacion de caspasa 1 para la secrecion de IL-1B durante
la infeccidn en macro6fagos bovinos. Nuestros datos permiten concluir que la secrecion de
IL-18 en macro6fagos bovinos infectados con el VDVB biotipo citopatico es dependiente de
la activacion del inflamasoma NLRP3 y a su vez, esta activacion se encuentra relacionada
con la replicacion viral. En el caso de los macréfagos infectados con VDVB biotipo no
citopatico son los primeros en probar la secrecion de IL-1B dependiente de caspasa 1 con

esta infeccion.

Palabras clave: Diarrea Viral Bovina, VDVB, inflamasoma, caspasa 1, IL-1B, macrofagos.
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ABSTRACT

The Bovine Viral Diarrhea Virus is a virus with worldwide distribution that economically
affects livestock production. The virus shows a tropism for antigen-presenting cells, with
macrophages being susceptible to infection and in which alterations in the secretion of
various cytokines have been observed. Among them, interleukin (IL)-18 is a cytokine of great
importance to trigger an efficient immune response. The secretion of the mature cytokine
requires the participation of multiprotein complexes known as inflammasomes, which
generate the activation of caspase 1. Previously, the secretion of IL-13 dependent on
caspase 1 was reported during infection with BVDV cytopathic biotype in bovine
macrophages and observed a relationship between virus replication and caspase 1. Due to
the above, in this study we analyzed the participation of the NLRP3 inflammasome in IL-13
secretion during infection with cytopathic and non-cytopathic BVDV. The results showed
that, in the case of the cytopathic biotype, the secretion of IL-138 was dependent on NLRP3,
and, in addition, we detected an effect on viral replication, by observing a decrease in the
viral titer of the supernatants obtained from bovine macrophages. treated with CRID3. On
the other hand, in the case of the noncytopathic biotype, the participation of NLRP3 was not
found, but the participation of caspase 1 for the secretion of IL-1B during infection in bovine
macrophages was observed for the first time. Our data allow us to conclude that the
secretion of IL-1B in bovine macrophages infected with the BVDV cytopathic biotype is
dependent on the activation of the NLRP3 inflammasome and, in turn, this activation is
related to viral replication. In the case of BVDV-infected macrophages of the non-cytopathic

biotype, they are the first to show caspase 1-dependent secretion of IL-1.

Key words: Bovine Viral Diarrhea, BVDV, inflammasome, caspase 1, IL-1B, macrophages.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad causada por el virus de la diarrea viral bovina (BVDV, por sus siglas en
inglés) fue descrita por primera vez en 1940 en Canad4, donde se presentaron animales
con signologia como pirexia, diarrea, deshidratacion, tenesmo, taquicardia, taquipnea,
anorexia, descarga nasal, hipersalivacion y Ulceras en la mucosa de la cavidad oral.
Originalmente la enfermedad fue llamada “enfermedad X" hasta que se describid su
agente etioldgico, el cual fue nombrado virus de la diarrea viral bovina y fue relacionado
con el virus de la fiebre porcina clasica (CSFV) y con el virus de la enfermedad de las
fronteras (BDV) (Goens, 2002). Actualmente, esta enfermedad se encuentra
diseminada a nivel mundial, afectando principalmente al ganado bovino, sin embargo,
también puede afectar a borregos, cerdos, alpacas, venados cola blanca y cabras
(Brodersen, 2014).

El padecimiento tiene un impacto econémico significativo debido a sus diferentes
manifestaciones en el aparato reproductor, digestivo y respiratorio. Dependiendo del
tercio de la gestacion en que la hembra gestante sea infectada, se presentaran diversas
signologias; si la hembra gestante es infectada en el primer tercio de la gestacion con
un biotipo no citopatico dara lugar a animales persistentemente infectados (Pl), los
cuales presentan inmunotolerancia al virus, y son los animales que lo excretan en
mayores cantidades, siendo éstos la principal fuente de diseminacion; si estos animales
Pl se reinfectan con el biotipo citopatico presentaran la enfermedad de las mucosas, la
cual se caracteriza principalmente por la presencia de Ulceras en todo el tracto digestivo
y es letal en los bovinos. Si la hembra gestante se infecta después del primer tercio de
la gestacion se podrian presentar abortos y efectos teratogénicos en el feto (Lanyon et
al., 2014). Asimismo, puede causar inmunosupresion permitiendo la entrada de otros
agentes patdgenos como aquellos relacionados con el complejo respiratorio bovino
(Ridpath, 2010).

En el estudio realizado por Houe 2003, en el cual se reportaron pérdidas econdmicas
ocasionadas por el virus desde $2655 doélares hasta $6351 délares por hato y de $40 a
$95 dolares por vaca, también se menciona que estas pérdidas incrementan
significativamente cuando se relaciona con infecciones secundarias. Richter et al.,

2017, realizaron una busqueda literaria sobre estudios que notificaron las pérdidas
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monetarias ocasionadas por la infeccién incluyendo a quince paises dentro de su
estudio y en el cual se reportan pérdidas directas por BVDV de 2.40 ddélares hasta
687.805 ddlares por animal, estas pérdidas son ocasionadas principalmente por la
disminucion en la tasa de concepcion, muerte embrionaria temprana, abortos, aumento
en la mortalidad y morbilidad subsecuente a la inmunosupresién y disminucion en la

produccién lactea.

En México, diversos estudios han reportado la seroprevalencia del virus en distintas
regiones del pais, Suzan et al., 1983, reportaron en su estudio seroprevalencias del
63%-71% en 11 regiones del pais. Rosete et al., 2018, reportaron seroprevalencias para
BVDV en Puebla (31.1%), Tabasco (54.6%), y Veracruz (76%). En Yucatan Solis et al.,
2005, reportaron una seroprevalencia del 14% en el ganado.

El comité internacional de taxonomia de virus reconoce cuatro especies de Pestivirus:
BVDV-1, BVDV-2, CSFV y BDV, los cuales pertenecen a la familia Flaviviridae (Knipe
et al.,, 2013). En cuanto a los genotipos presentes en el pais, Gomez et al., 2017
reportaron la presencia en seis regiones del pais de dos genotipos de BVDV que han
sido reconocidos a nivel mundial, de las muestras procesadas en su estudio el genotipo

1 result6 ser mas predominante que el genotipo 2.

Ademas de los genotipos mencionados, el BVDV presenta dos biotipos dependiendo de
las lesiones que produce en cultivos in vitro: el biotipo citopatico (cp) causa apoptosis
celular y el biotipo no citopético (ncp) no presenta efectos aparentes (Igbal et al., 2000),

por lo tanto, para cada uno de los genotipos existen cepas con biotipo cp y ncp.

1.1 CARACTERISTICAS MOLECULARES DE BVDV

El BVDV es un virus de RNA de sentido positivo de una sola cadena que posee un solo
marco abierto de lectura (ORF) flanqueado por dos regiones no codificantes 0 no
traducibles (NCR o UTR) 5’ y 3'. La region 5" UTR es la més conservada dentro de la
familia Flaviviridae y en ella se basa la clasificacion de los genotipos; el marco abierto
de lectura codifica para una poliproteina de 4000 aminoacidos y tiene una longitud de
12.5Kb. Las proteinas codificadas se dividen en cuatro proteinas estructurales (C, Erns,
Ely E2)y en siete u ocho proteinas no estructurales (Npro,P7, NS2/NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B) (Ridpath, 2005; Goens, 2002; Nagai et al., 2004). La particula viral posee

envoltura y un tamafo de 40-60nm (Tautz et al., 2015).
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Figura 1. Organizacion del genoma de BVDV (Ridpath 2005).

1.1.1 EXTREMO 5’ UTR

Los Pestivirus poseen una region no traducible 5’ en forma de bucle que es utilizada
para llevar a cabo su traduccion en los ribosomas a traves del sitio interno de entrada
al ribosoma (IRES) (Tautz et al., 2015). Estas estructuras también se han descrito en el
virus de hepatitis C con similitudes en el dominio 1, llla, llic y llle (Fletcher et al., 2002).
Por lo que son de gran importancia para la replicacion, genotipificacion y virulencia
(Deng et al., 1993). El sitio de inicio se encuentra corriente abajo de un pseudonudo,
establecido entre las secuencias AUG y un bucle del dominio Ill. EI pseudonudo ayuda
a posicionar el codén de inicio AUG en el sitio P del ribosoma. Para el inicio de la
traduccién participan dos componentes: el factor de inicio eucariota 3 (elF3) y un
complejo compuesto de elF2, GTP, el iniciador tRNA Met y la subunidad 40S ribosomal
(Tautz et al., 2015).

1.1.2 EXTREMO 3'UTR

Es la primera region en contacto con la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP).
Posee la capacidad de plegarse en tres estructuras tipo bucle conocidas como SLI que
se encuentra cerca de la region terminal 3", SLII se encuentra en la mitad y SLIII es la
region gue sigue después del coddn de paro. Es de 188-273 nucledtidos de largo y se
une a proteinas de unién a RNA (RBP) para regular la expresion génica a través del

reclutamiento de proteinas efectoras. (Mayr 2017; Tautz et al., 2015; Vilcek et al., 1999)



1.1.3 PROTEINAS ESTRUCTURALES

1.1.3.1 PROTEINA C (CAPSIDE)

La proteina C forma la nucleocapside del viridn y se sugiere que posee una secuencia
sefal interna involucrada en la translocaciébn de las glicoproteinas al reticulo
endoplasmico (Ridpath et al., 2005). En todos los miembros de la familia Flaviviridae es
una proteina pequefia rica en aminoacidos basicos y se encuentra cerca del extremo N
terminal de la poliproteina. Esta ubicada entre la proteina no estructural Npro y entre la
glicoproteina estructural Erns, Npro por su actividad autoproteolitica genera el extremo

N terminal de la proteina core (Heimann et al., 2006).
1.1.3.2 Erns

Esta proteina es la primera glicoproteina de envoltura, la cual solo se encuentra en el
género Pestivirus sin homologia con los géneros cercanos. Forma homodimeros
estabilizados por puentes disulfuro y se encuentra en conjunto con las proteinas E1 y
E2. Erns tiene un peso molecular de 42-48 kDa y se encuentra altamente glicosilada,
contiene una hélice anfipatica que permite su unién a la membrana, posee una actividad
RNAsa, la cual degrada parte del dsRNA viral en endosomas (para no ser reconocido
por los TLR), con lo cual disminuye la induccion de IFN tipo | (Hilton et al., 2006; Aberle
et al., 2014; Tautz et al., 2015).

1.1.33E1

Después de la proteina Erns, se escinde la proteina E1 por medio de una sefial
peptidasa del hospedero. Interactla transitoriamente con calnexina para formar
complejos por enlaces disulfuro con E2 formando heterodimeros, ambas proteinas son
necesarias para la unién y entrada del virus a la célula. E1 tiene un peso molecular de
25-33 kDa con un dominio transmembrana al igual que E2 y posee varios residuos

cisteina conservados entre los Pestivirus (Wang et al., 2015; Tautz et al., 2015).
1.1.34 E2

Aligual que Erns y E1, E2 es una glicoproteina (peso molecular 53-55 kDa) ubicada en
la envoltura que puede formar homodimeros (E2-E2) o heterodimeros (E2-E1). Posee

cuatro dominios: DA, DB, DC y DD que se encuentran de manera lineal desde el
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extremo N al extremo C; los dominios DA y DB se encuentran distantes a la membrana
viral por lo que se encuentran en la superficie del virus, E2 es una proteina
inmunodominante por lo que se ha utilizado para el desarrollo de vacunas contra BVDV
(El Omari et al., 2013). Es una proteina esencial para que el virus pueda interactuar con
su receptor CD46 y LDL-r (receptor de lipoproteinas de baja densidad), asi mismo ha
sido reportado por Ostachuck 2016 la capacidad de E2 para inhibir la lisis celular y
fragmentacion del DNA mediada por el complemento actuando como un regulador del

complemento.

1.1.4 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

1.1.4.1 Npro

Es la primera proteina en ser codificada por los Pestivirus sin tener una contraparte en
los Flavivirus o en el Virus de Hepatitis C (HCV), posee una actividad de autoproteasa
de cisteina, con la cual escinde el enlace entre Cys 168 y Ser 169 de la poliproteina
viral, dando como resultado una proteina de 168 aminoacidos de longitud. Varios
autores han reportado su actividad para degradar IRF3 induciendo su ubiquitinacion y
degradacion dependiente de proteosoma, suprimiendo asi la activacién transcripcional
para IFN o/f (Gottipati et al., 2016; Hilton et al., 2006; Szymanski et al., 2009; Gottipati
et al., 2014).

1.1.4.2P7

Es una proteina con peso molecular de 6 a 7 kDa que contiene principalmente
aminoacidos hidrofébicos. Se ha observado que los perfiles de hidrofobicidad se
conservan en diferentes Pestivirus. En el caso del virus de hepatitis C (HCV) se ha
estudiado su actividad como viroporina y se ha propuesto a la proteina p7 de los
Pestivirus como modelo para estudiar su actividad (Haranda et al., 2000; Largo et al.,
2014), las viroporinas tienen un dominio hidrofébico transmembranal que interactla y
expande la bicapa lipidica, la oligomerizacion de las viroporinas puede formar poros
hidrofilicos en la membrana de la célula infectada afectando la permeabilidad para iones

y moléculas pequefias (Gonzales & Carrasco 2003). .

1.1.4.3 NS2/3



NS2 (peso molecular 54kDa) es una proteina hidrofébica que contiene dos péptidos de
sefal para ser translocada al reticulo endoplasmico (Neill et al., 2013; Agapov et al.,
2004). El biotipo no citopéatico de BVDV se caracteriza por la sintesis de la proteina
NS2/3 (peso molecular 125 kDa), esta proteina puede ser escindida por una
autoproteasa de cisteina ubicada en la proteina NS2 (evento similar a la escision de la
proteina NS2/3 en los Hepacivirus), dando lugar a NS3 la cual se encuentra escindida
en el biotipo citopatico (Lackner et al., 2005; Klemens et al., 2015; Vilcek at al., 2000).
Lackner et al., 2004 reportaron en su estudio la presencia de la proteina NS2/3
escindida en las primeras horas de infeccién en el biotipo ncp, sin embargo, esta
escision disminuye, predominando la proteina NS2/3 relacionada con la capacidad del
biotipo no citopatico de generar infecciones persistentes, asi mismo, menciona la
importancia de la proteina chaperona celular Jiv para formar un complejo con NS2 y ser
escindida de NS3.

1.1.4.4 NS3

Es una proteina con actividad proteasa, NTPasa/ RNA helicasa de 80 kDa que posee
una alta inmunogenicidad, sus funciones se expresan en dos dominios: en el tercio N-
terminal con el dominio serina proteasa y el dominio helicasa en la regién C-terminal.
La proteina NS4A funciona como cofactor para NS3 interactuando con el extremo N-
terminal de NS3 (Deregt et al., 2005; Tautz et al., 2000; Warrener & Collett 1995; Gu et
al., 2000; Grassmann et al., 1999). En el estudio realizado por St-Louis et al., 2005 se
report6 la relacion de la proteina NS3 (clonada en un vector adenoviral) con caspasa 8
y 9 para inducir apoptosis y con ello causar un efecto citopatico en las células,

fragmentacion de DNA y la escision del sustrato celular PARP.
1.1.4.5 NS4A

Es una proteina hidrofébica de 10kDa que interactda en la region N-terminal de NS3
para actuar como cofactor para su actividad serina proteasa y también se le ha atribuido

un rol importante en la morfogénesis del virion (Tautz et al., 2015; Neil 2013).
1.1.4.6 NS4B

Es una proteina integral de membrana de aproximadamente 38 kDa hidrofébica, con

topologia similar a la proteina NS4B de HCV, en los resultados obtenidos por
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Weiskircher et al., 2009 reportan la interaccion de la proteina con compartimentos de
Golgi y mitocondria, la induccion en la remodelacion de la membrana del hospedero y
la colocalizacién con la proteina NS5A y NS5B sugiriendo que pudiera estar implicada
en complejos de replicacion para BVDV. Suda et al., 2019 reporta la induccién de
autofagia en células de rifibn de bovino por la proteina NS4B para estimular la

replicacion viral de BVDV.
1.1.4.7 NS5A

Es una fosfoproteina hidrofébica de 56 a 58 kDa la cual posee muchas similitudes con
la proteina NS5A de HCV presenta también un sitio de unién a zinc que puede ser
necesaria para la replicacién viral, como se observa en el estudio realizado por
Tellinguisen et al., 2006, ambas proteinas son fosforiladas por serina/treonina cinasas
similares. En el estudio realizado por Zahoor et al., 2010 se reporté la interaccion de la
region N-terminal de la proteina con la proteina celular NIBP la cual estimula la
activacion de NFkB inducida por TNF-a a través de interacciones con NIK e IKKg,
observando asi un efecto inhibitorio de la proteina NS5A en la actividad de NFkB similar
al efecto ocasionado por la proteina NS5A de HCV.

1.1.4.8 NS5B

Esta localizada en la regién carboxilo terminal de la poliproteina (peso molecular de 77
kDa), se encuentra altamente conservada en los Pestivirus y posee actividad RNA
polimerasa- dependiente de RNA, por lo que también se ha considerado como blanco
para el desarrollo de farmacos antivirales (Duan et al., 2020; Zhong et al., 1998; Tautz
et al., 2015).

1.2 REPLICACION VIRAL

Para iniciar la internalizacion del virion a la célula, éste interactia con receptores
celulares como el receptor CD46 y el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL-
r (Krey et al., 2006, Krey et al., 2006). El virion posee glicoproteinas en su envoltura
como Erns, E1 y E2 que forman heterodimeros y homodimeros para interaccionar con
los receptores. La internalizacion del virién es por medio de endocitosis dependiente de

clatrina y necesita de la disminucion de pH para llevar a cabo los cambios
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conformacionales en su envoltura (Grummer et al., 2004). Una vez que es liberado su
material genético, este es traducido por IRES (Sitio Interno de Entrada al Ribosoma) en
la region 5°UTR que se une a la subunidad 40S del ribosoma. Las proteinas no
estructurales sintetizadas formaran un complejo de replicacién con el cual se realizara
la sintesis de RNA de sentido negativo complementario para la formacién de RNA de
sentido positivo necesaria para el viribn (Pestova et al., 1999; Ridpath, 2005).
Posteriormente, el plegamiento y glicosilacién de las proteinas se lleva a cabo en el
reticulo endoplasmico lo que genera estrés y activacion de la caspasa 12 (en el caso
del biotipo citopatico). Después, las particulas virales son transportadas a través de la
via secretoria para llegar al aparato de Golgi, donde también se realiza el procesamiento
de la glicoproteina de envoltura E2 y, una vez madurado el virién, es liberado por medio
de exocitosis (Jordan et al., 2002; Jordan et al., 2002; Murray et al., 2008; Grummer et
al., 2001).

1.3 VDVB Y SU INTERACCION CON LA RESPUESTA INMUNE

BVDV muestra tropismo por células del sistema inmune, siendo el tejido linfoide un sitio
de replicacion en el cual infecta a células como granulocitos, células presentadoras de
antigeno (APC) y linfocitos, ocasionando linfopenia, leucopenia, trombocitopenia y
consecuentemente inmunosupresion en los individuos infectados (Lanyon et al., 2014,
Jensen et al., 1991). La interaccion del virus con células de la respuesta inmune puede
desencadenar alteraciones en la secrecion de citocinas y a su vez la modulacion de
factores implicados en la respuesta inmune. Los macréfagos, por ser células
presentadoras de antigeno, son importantes para montar una respuesta inmune
eficiente. Entre sus principales funciones esta la secrecion de citocinas proinflamatorias
como la IL-1, IL-6, IL-8, que van a ser secretadas al activarse los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que se encargan de reconocer patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP’s) y patrones moleculares asociados a dafio (DAMP’s).
Entre los PRR, se encuentran los receptores tipo toll (TLR) los receptores tipo (NOD) y
los receptores tipo (RIG), que van a detectar el reconocimiento de componentes
conservados entre los patégenos y una vez activados por unibn a su ligando
desencadenan una cascada de sefializacion para estimular la transcripcién génica de

factores implicados en la respuesta inmune (Abbas et al.,2015).
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Diversos estudios sobre la infeccion de macréfagos por BVDV han reportado la
disminucién del anién superdxido y disminucién en la produccién de TNF-a en respuesta
a lipopolisacarido (LPS) (Chase et al., 2004). En células mononucleares de sangre
periférica Peterhans et al., 2003, han reportado una disminucién de la proliferacion de
linfocitos, un incremento en la produccién de prostaglandina E, disminucién de
gquimiocinas e inhibicién de la formacion de leucotrienos. Lee et al., 2008, reportaron en
monocitos de bovino infectados por BVDV biotipo citopatico y no citopatico un aumento
en la expresion del gen que codifica el TLR 3 durante la infecciébn temprana, siendo
reemplazada por el aumento en la expresion del gen que codifica el TLR7 a las 24 horas.
En cuanto al biotipo citopatico, se observo la expresién de genes de IFN a y R durante
la infeccién y el aumento en la expresion génica de TNF a. En cambio, con el biotipo no
citopatico no se reporté la expresion génica para tales citocinas; en el caso de la IL-13
e IL-6 su expresion génica se vid disminuida a las 24 horas post infeccién con ambos
biotipos. En cambio, Schaut et al., 2016 observaron una sobreexpresion génica de IL-
18, IL-6, IL12P40 en macro6fagos inoculados con el biotipo citopético, indicando una
posible induccién de citocinas proinflamatorias con el biotipo citopatico en comparacion
con el no citopatico. También se sabe que los macréfagos tienen una mayor
susceptibilidad durante la infeccion, obserdndose una mayor replicacion viral, asi como
alteracion en su capacidad para estimular linfocitos T CD4, en comparacién con las
células dendriticas (Glew et al., 2003).

En el estudio realizado por Alkheraif et al., 2017 se observo la capacidad que tiene
BVDVncp tipo 2 para inhibir la induccion de IFN-1, efecto que se contrarresté cuando
se muté la proteina Npro en la region amino terminal, sugiriendo su papel durante la
degradacion del factor regulador de interferén tipo 3 (IRF-3) que ha sido reportado
anteriormente en BVDV tipo 1. Otro efecto que también fue reportado en este estudio
fue el aumento en la replicacién del Virus Respiratorio Sincitial Bovino (VRSB) durante
la coinfeccién con BVDVncp tipo 2, lo cual se relacioné con la capacidad de ambos virus

para inhibir la produccion de IFN-1.

Se ha observado que los mecanismos celulares pueden ser modulados de diversas
maneras dependiendo de la variedad del virus, como es el caso con BVDVncp tipo 2 de
baja y alta virulencia. En el estudio realizado por Bendfeldt et al., 2007, se comparoé el
mecanismo de induccion de muerte celular en células linfoides (BL3) con BVDV tipo 2

citopatico y no citopatico de baja y alta virulencia. Ese estudio mostré que BVDVncp de
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alta virulencia tiene la capacidad de inducir la muerte celular con la activacién de
caspasas, asi como alteracion en el potencial de membrana mitocondrial a partir de los

4-5 dias post infeccion.

En otro estudio (Schaut et al., 2016) se reportd una mayor expresion génica de citocinas
proinflamatorias como IL-1B, TNFa, IL-6 e IL-8 con BVDVncp tipo 2 de alta virulencia en
comparacion con el de baja virulencia. En cuanto a la secrecién de citocinas, so6lo con
la cepa citopética se observo la secrecién de citocinas IL-18 y TNFa y un aumento
significativo de IL-6 en comparacion de las cepas no citopaticas. También se reportd
una disminucion significativa de TNFa 48 horas post-infeccion al utilizar analogos de
receptores TLR 2/1, TLR 4, TLR 3y TLR 8 menos con el TLR-7, siendo un resultado
similar al obtenido por Adler et al., 1996, que reporté una disminucion significativa de
TNFa al infectar macrofagos derivados de sangre periférica con BVDVe y ncp y

enfrentarlos son Salmonella dublin.

Una caracteristica que ha sido reportada en varios estudios durante la infeccién con
BVDV es su capacidad para generar inmunosupresion. Con el biotipo no citopatico, si
la infeccidn se presenta en una hembra gestante durante el primer tercio de gestacion
daréd lugar a un animal persistentemente infectado el cual es inmunotolerante al virus.
Dos proteinas que se han caracterizado para inhibir la induccion de IFN tipo 1 es Npro
y Erns. Por otro lado, también se ha reportado la disminuciéon de CXCR4, TCR y de
células CD8* en la sangre materna, y en el caso de las infecciones in vitro en monocitos
con el biotipo citopatico, se ha observado la disminucién de proteinas relacionadas con
endocitosis y procesamiento de antigeno, asi como de MHC (Kelling y Topliff, 2013).
Durante la infeccién con BVDV biotipo citopatico se ha observado un aumento en la
expresion génica de DDIT3, la cual se ha relacionado con el aumento de la proteina
deubiquitinasa OTUDL1 y con la E3 ligasa Smurfl, que induce la ubiquitinacién de la
proteina MAVS (proteina mitocondrial de sefializacion antiviral) promoviendo su
degradacion, dando como resultado una disminucion en IFN-B, Mix1 e ISG56,
suprimiendo la respuesta inmune antiviral (Wang et al., 2021). Se ha observado que
durante la infeccidon con BVDV biotipo citopatico en macréfagos bovinos se activa NFkB
y la secrecion de IL-1B es dependiente de caspasa 1 y la inhibicion de esta proteasa
estd asociada con la disminucién de la replicacion viral (Morales et al., 2020,
Fredericksen et al., 2015).
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1.4 INFLAMASOMA NLRP3 Y SECRECION DE IL-1B

La familia de las citocinas IL-1 esta compuesta por 11 moléculas solubles y 10
receptores. Las citocinas relacionadas a esta familia necesitan de procesos
postraduccionales para ser secretadas de manera bioactiva. Dentro del citoplasma se
encuentran sus precursores, los cuales, poseen una secuencia consenso llamada AXD
gue se ubica nueve aminoacidos después del sitio de escision. En el caso de IL-1B es
el sitio de escision para la caspasa 1. Los receptores de la familia de las citocinas IL-1
poseen un dominio intracelular similar al dominio que poseen los TLR’s que es conocido
como dominio TIR y poseen un dominio extracelular tipo inmunoglobulina; una vez que
reconocen su ligando, los dominios TIR (Toll/IL-1 receptor) se dimerizan y generan una
cascada de sefializacion a través de MYD88, IRAK y TRAF6, lo cual genera la activacion

de factores transcripcionales como NFkB, AP1 e IRF (Mantovani et al., 2019).

IL-1B e IL-18 son citocinas proinflamatorias secretadas principalmente por macréfagos,
células dendriticas, fibroblastos, células endoteliales, queratinocitos y hepatocitos que
van a estimular la expresion de selectinas e integrinas, induccién de ciclooxigenasa 2,
produccién de multiples citocinas y quimiocinas y la sintesis de 6xido nitrico (Dinarello
et al., 2018). Para su produccién, necesitan de dos sefiales: una para su transcripcion
génica por medio de los TLR"s y RLR’s que activan a NFkB para la produccion de los
precursores pro-IL-1i3 y pro-IL-18, la segunda sefial se encuentra relacionada con el
procesamiento postraduccional con la participacién del inflamasoma NLRP3 por medio
de la activacion de caspasas involucradas en la inflamacion (1, 4, 5, 11 y 12) realizaran
la escision de los precursores de las citocinas para ser secretadas de forma activa.
(Shrivastava et al., 2016).

Los inflamasomas son complejos multiproteicos que cuentan con PRR’s como la familia
de los NLR’s, la cual, se puede dividir en 5 tipos dependiendo del dominio N-terminal
(figura 2.). Dentro de la familia de los NLR"s se encuentran los NLRA’s (con un dominio
de transactivacion), NLRB’s (con un dominio bacuolovirus IAP, BIR), NLRC"s (con un
dominio de reclutamiento de caspasas), NLRP’s (con un dominio PYD) y NLRX’s (del

cual se desconoce su dominio N-terminal) (Gram et al., 2012).

La activacion de los inflamasomas se ha descrito por medio de dos sefales (figura 3),
la primera sefial, se ha descrito por medio de la activacion de PRR’s (TLR s y TNFR) la

cual dara lugar a la traslocacion del factor de transcripcion NFkB, que estimula una
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regulacién positiva en la expresion génica de NLRP3, pro-caspasal, pro-IL-1B y pro-IL-
18. Esta primera sefial también induce la desubiquitinacion (por medio de la enzima
desubiquitinizante BRCC3) de NLRP3, la cual, se encuentra ubiquitinizada en su
dominio LRR (dominio rico en leucinas por sus siglas en ingles). La segunda sefal se
encuentra relacionada con el censado de PAMP’s y DAMP’s, entre ellos, la presencia
de flagelina, acido lipoteicoico, RNA viral, agregados de proteinas, desbalance de flujo
de iones, ruptura de endosomas, asi como la presencia de especies reactivas de

oxigeno (Kelley et al., 2019)

La presencia de ambas sefiales generara la formacion de los complejos multiproteicos
mediante interacciones homotipicas entre los dominios de NLRP3, ASC y pro-caspasa
1, que, como resultado, generaran la activacién de caspasa 1, la cual, puede realizar
los cortes proteoliticos en los precursores de IL-1p e IL-18, asi como de gasdermina D
gque se encuentra relacionada con la formacién de poros en la membrana celular y el
tipo de muerte celular por piroptosis. Existen otras vias no canonicas en las cuales
participan las caspasas 4, 5y 12 en humanos y las caspasas 11y 12 en ratones (Gram
et al., 2012; Zhao & Zhao 2020).

Durante las infecciones virales, también se ha reportado la activacion del inflamasoma
AIM 2 (ausente de melanoma 2), el cual reconoce por medio de su dominio HIN DNA
de doble cadena, este receptor también es capaz de reclutar a la molécula ASC para la
activacion de caspasa 1 y posterior secrecion de IL-1B. También se ha reportado su
relacion con otros receptores celulares como NLRP3 y cGAS (GMP-AMP sintasa ciclica)
(Sharma et al., 2019; Swanson et al., 2017).
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Figura 2. Activacién y ensamblaje de los inflamasomas. Se puede observar la diversidad

de PAMP’s y DAMP’s que fungiran con estimulo para la activacion de los inflamasomas

por medio de sus dominios de reconocimiento, dando lugar al reclutamiento de

caspasas (1, 4, 5, 8, 11) para la maduracion de citocinas como IL-1p e IL-18, asi como

la activacion de mecanismos de muerte celular involucrados durante su secrecion
(Zheng et al; 2020).
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1.4.1 INFLAMASOMA NLRP3 E IL-18 DURANTE INFECCIONES VIRALES

La activacion del inflamasoma puede ser estimulada por componentes virales, asi como

por componentes celulares conocidos como DAMP’s que pueden ser producidos

durante las infecciones virales y alterar la concentracion de iones en la célula, generar

dafio a la mitocondria o la acumulacion de agregados proteicos, sin embargo, no hay

una interaccion directa con estructuras virales que se conozca hasta el momento,

diversos receptores interactian con la activacion del inflamasoma como algunos

miembros de la familia RNA helicasa DExD/Hbox, como DHX33 al censar algunos RNA

virales e interactuar con la activacion de NLRP3 (Zhao et al., 2020). Otros componentes

virales que se han estudiado durante la activacion del inflamasoma son las viroporinas,
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las cuales son proteinas virales que forman poros en la membrana celular lo que genera
alteraciones en el flujo de iones, como es en el caso de la proteina P7 del virus de la
fiebre porcina clasica (CSFV, por sus siglas en ingles) que, en el estudio realizado por
Lin et al., 2014 observaron su relacion con la secrecién de IL-1B y la activacion de
NLRP3. Asi mismo, se ha estudiado para diversas viroporinas y proteinas virales que
generan una alteracion en el flujo de iones y con ello la activacién del inflamasoma,
como también fue reportado en el estudio realizado por Negash et al., 2019 en el cual
observan la activacién del inflamasoma por medio de la proteina de capside del virus
de hepatitis C (HCV) a través de la alteracion del flujo de iones, asi mismo, se menciona
la importancia de la proteina P7 como segunda sefial de activacién; Chen et al., 2019
reporta para el caso de SARS-CoV la activacién de NLRP3 y posterior secrecion de IL-
18 por medio de la proteinas virales 3a y E las cuales alteran el flujo de iones siendo

este un estimulo para la activacion de NLRP3.

En el estudio realizado por Fan et al., 2018, los autores confirmaron la secrecién de IL-
1B dependiente del inflamasoma NLRP3, el cual juega un papel positivo en el control
de la replicacion viral, observando que al inhibir el inflamasoma NLRP3 hay un aumento
en la replicacion viral de CSFV (virus de fiebre porcina clasica), asi mismo, confirmaron
la secrecion de IL-1B dependiente de caspasa 1. En otro estudio realizado por Lei et al.,
2017 reportaron la capacidad del Enterovirus 71 de inhibir la piroptosis por medio de la
escision de la gasdermina D mediante la actividad proteolitica de su proteina 3C,
favoreciendo, con ello, su replicacién. En el caso de la infeccidn por el virus de dengue
se ha reportado que tiene la capacidad de infectar macréfagos, células dendriticas y
plaguetas estimulando la activacion del inflamasoma NLRP3 con la subsecuente
activacion de caspasa 1 y la secreciéon de IL-1B, lo cual se ha relacionado con la
severidad de la enfermedad (Shrivastava et al., 2020). Durante la infeccién con el virus
de influenza también ha sido reportada la secrecién de IL-1B dependiente de caspasa-
1 y NLRP3 siendo los receptores como los TLR’s y RLR’s encargados del
reconocimiento de componentes virales durante la infeccion y fungiendo como la primer
sefial durante la activacion del inflamasoma NLRP3, sin embargo, se ha observado
tanto un papel positivo en estudios realizados en ratones, asi como un papel negativo
al presentarse una inflamacién exacerbada en la cual se ha reportado tener efectos
adversos en las lesiones pulmonares durante la infeccion (Kuriakose y Kannegati,
2017).

-15 -



Sin embargo, algunos virus estimulan la activacion de NLRP3 para su beneficio, como
en el estudio realizado por Zheng et al., 2018, donde se observé que durante la infeccién
con el virus de Zika, la activacion del inflamasoma NLRP3 y de la caspasa 1 es
estimulada por el virus a través de su proteina NS1, la cual estimula la desubiquitinacion
de la procaspasa 1 evitando asi su degradacién por el proteosoma y ésta, a su vez,
escinde a cGAS, con lo cual interviene en la estimulacion de IFN- tipo 1 y de ISG’s,

favoreciendo su replicacion.

2. JUSTIFICACION

El virus de la diarrea viral bovina tiene la capacidad de causar inmunosupresion
subsecuente a la infeccion en células inmunes en las cuales puede llegar a alterar
componentes involucrados en su actividad. Los macréfagos son células que participan
activamente durante el reconocimiento de diversos agentes patégenos que estimularan
la secrecion de componentes de la respuesta inmune, como la IL-1B, la cual posee
diversas actividades implicadas en el proceso inflamatorio y que puede verse
estimulada durante la infeccién por el virus. Esto ha sido reportado en macrofagos
infectados con el biotipo citopatico, donde se observé una secrecion de IL-18
dependiente de caspasa 1 que, al ser inhibida, ocasion6 una disminucién en el titulo

viral. Esos resultados sugirieron la participacién de la citocina durante la infeccion.

En el caso del biotipo no citopatico resulta de interés por su capacidad para generar
infecciones persistentes en los animales infectados y de no generar efectos aparentes
in vitro, lo cual nos sugiere que puede poseer mecanismos para evadir o modular los
componentes involucrados en su reconocimiento. Debido a lo anterior, en el presente
trabajo se tuvo como objetivo el identificar la participacion del inflamasoma NLRP3 en
la secrecidn de la IL-1p durante la infeccién por el virus de la diarrea viral bovina biotipo

citopatico y no citopatico.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la secrecién de IL-1 dependiente del inflamasoma NLRP3 en cultivos de
macrofagos bovinos aislados de sangre periférica infectados con el virus de la diarrea
viral bovina biotipo citopatico y no citopatico, y buscar una posible asociacion con la

replicacion viral.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Cuantificar al VDVB para asociar el titulo viral con la inhibicion y activacion de NLRP3 y

caspasa 1.

Aislar macrofagos a partir de monocitos de sangre periférica para realizar ensayos de
infeccion con el biotipo citopatico y no citopético, utilizando como control positivo LPS
(300ng/uL).

Utilizar inhibidor de caspasa 1 (Y-VAD) y de NLRP3 (CRID3), para asociar su inhibicién

con la secrecion de IL-1pB y replicacion viral.

4. HIPOTESIS

La replicacion del virus de la diarrea viral bovina biotipo citopético y no citopatico induce
la secrecion de IL-1R dependiente del inflamasoma NLRP3 en macrofagos bovinos

aislados de sangre periférica.
5. MATERIALES Y METODOS
5.1 ANIMALES

Los bovinos utilizados para la obtencion de las muestras sanguineas por venopuncién
pertenecen al Centro de Ensefianza Préctica e Investigacion en Produccién y Salud
Animal (CEPIPSA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Nacional Autbnoma de México. Aprobacion del proyecto por SICUAE.MC-2020/3-1.

5.2 OBTENCION DE MACROFAGOS A PARTIR DE MONOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA.
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La sangre se obtuvo por medio de puncién yugular en jeringas de 60mL con 7mL de
anticoagulante Acido Citrico Dextrosa (ACD) pH 5. En el laboratorio la sangre fue
centrifugada en tubos de polipropileno de 50mL a 1800 xg durante 30 minutos para
obtener la placa leucoplaquetaria la cual se paso a otro tubo y se agregaron 15 mL de
PBS citrato (Cloruro de sodio 150 mM, fosfato de sodio monobasico 1.25 mM, fosfato
de sodio dibasico 9.15 mM, &cido citrico trisédico 17.7 mM; pH 7.4). Posteriormente se
deposito la placa leucoplaquetaria con PBS en un tubo con Histopaque y se centrifugo
a 1200 xg 15 minutos. Se recolectaron las células mononucleares de sangre periférica
y se les hicieron lavados con PBS citrato. Los leucocitos recuperados fueron
resuspendidos en medio RPMI sembrados en placa de 6 pozos de ultrabaja adherencia
y se incubaron a 37°C con 5% de CO2. Los monocitos recuperados fueron diferenciados
a macréfagos en un periodo aproximado de 13 dias y fueron cosechados incubando la
placa en hielo durante 15 minutos con solucion de PBS1X- 2mM EDTA, posteriormente
fueron desprendidos y sembrados en placas de 24 pozos con medio RPMI
suplementado con 10% SFB, para realizar los ensayos de infeccion.

5.3 PROPAGACION DEL VIRUS

La linea celular utilizada fueron células MDBK de rifibn de bovino las cuales fueron
infectadas con la cepa de BVDV biotipo no citopatico (NY-1) y citopatico (NADL-1). Las
células fueron expandidas en botellas de cultivo celular e incubadas a 37°C con 5% de
CO2, fueron suplementadas con medio DMEM a 10% de suero fetal bovino (SFB) libre
de virus, una vez que estas alcanzaron una confluencia del 70% se les reemplazo el
medio a 2% de SFB con el virus diluido y se mantuvieron en agitacion durante dos horas
a temperatura ambiente, posteriormente se les agrego mas medio al 2% de SFB para
su mantenimiento y fueron incubadas a 37°C con 5% de CO2, se revisaron diariamente
con un microscopio invertido. A las 96 horas postinfeccidn con el biotipo no citopatico y
72 horas postinfeccion para el biotipo citopético fueron sometidas a un proceso de
congelacién y descongelacion para obtener los sobrenadantes, los cuales se

almacenaron en un ultracongelador a -72°C.
5.4 TITULACION VIRAL

Para la titulacion del biotipo no citopatico se utilizaron monocapas de células BT (Bos

Taurus turbinate, ATCC® CRL-1390) sembradas en laminillas de vidrio en placas de
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24 pozos a una confluencia de 60% para posteriormente infectarlas con diluciones
décuples e incubarlas durante 2 horas en agitacién a 37°C, transcurrido el tiempo se
dejaron en incubacién a 37°C con 5% de CO2 durante 72h. Después del tiempo de
incubacion, las laminillas fueron lavadas con PBS 1X y fijadas con PFA 4% PBS1X
durante 15 minutos a 4°C, posteriormente se realizaron nuevamente lavados con PBS
1X, se procedié a incubarlas con solucién de bloqueo (PBS1X/ 5% Suero/ 0.3%
tritonX100) durante una hora a temperatura ambiente en camara hiumeda una vez
transcurrido el tiempo se incubaron durante 16h con anticuerpo policlonal anti BVDV
conjugado con FITC (VMRD® BVDV FITC, USA). Se lavaron las laminillas con PBS1X
y se colocaron en 10uL de medio de montaje Vetashield® con DAPI y fueron
observados al microscopio de fluorescencia para realizar el conteo de focos

fluorescentes y determinar las unidades formadoras de foco por mililitro (UFF/mL) con
la siguiente formula descrita por Brien et al., 2013.

UFF/mL= (media de focos/pozo) X (Factor de dilucién) / (mL de in6culo).

La titulacién viral del biotipo citopético se llevé a cabo en monocapas de células MDBK
a una confluencia del 85-90% en placas de 96 pozos, realizando diluciones decuples
seriadas con medio al 2% de SFB, a las 72 hpi, las células fueron fijadas y teflidas con
cristal violeta observando el ECP (efecto citopatico) para realizar el calculo por medio

del método Reed and Muench.
5.5 INFECCION DE MAGROFAGOS

Después de haber cosechado y sembrado los macréfagos, se realizaron ensayos de
infeccién a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 2 y 10, como control negativo fueron
utilizados macréfagos solo con medio RPMI con 10% SFB y como control positivo se
utilizé LPS (300ng/uL), la placa fue incubada durante 24 horas a 37°C con 5% CO2, en
el caso de los pozos en los cuales se utilizé inhibidor, se pre incubaron 2 horas con
inhibidor CRID3 (50uM), Y-VAD (50uM) y Z-VAD (50uM), los sobrenadantes fueron

recolectados para realizar la cuantificacion de IL-113 por ELISA.
5.5 CUANTIFICACION DE IL-1B

A partir de los sobrenadantes de las células infectadas, se realizaron ensayos por

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) con un kit comercial siguiendo las
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especificaciones del productor (IL-13 Bovine Uncoated ELISA Kit, Thermo Fisher
ESS0027, Austria). Las placas fueron leidas en un espectrofotdmetro a una longitud de
onda 450nm, los resultados fueron procesados y graficados con el software GraphPAD

Prism® para su interpretacion.
5.6 EFECTO SOBRE LA REPLICACION VIRAL

Los sobrenadantes de los ensayos de infeccién fueron utilizados para realizar ensayos
de titulacion viral por unidades formadoras de foco (UFF) por inmunofluorescencia con
la metodologia mencionada anteriormente con diluciones quintuples seriadas para el
biotipo no citopatico y para el biotipo citopatico el titulo viral se determiné por medio de
Reed and Muench, para relacionar el efecto de la inhibicion de NLRP3 y caspasa 1 en

la replicacion viral.

6. RESULTADOS
6.1 OBTENCION DEL LOTE VIRAL.

Para comenzar con la expansién del virus en la linea celular MDBK, primero se verificé
que fuera libre de diarrea viral bovina. Para tal fin, se extrajo RNA de las células MDBK
y del suero fetal bovino con el cual fueron cultivadas y se realizé una RT-PCR con
iniciadores para laregion 5" UTR. En esos ensayos se obtuvo un producto de 293 pares
de bases. Como control positivo se utilizaron tres cepas de BVDV: a) NADL; b) NY; y c)
cepa de campo BVYDVncp. Como resultado, se obtuvo la amplificacién en los controles
positivos y ausencia de la amplificacion en las células MDBK y en el suero fetal bovino

(figura 4).

Una vez confirmada la ausencia de una posible contaminacion de BVDV en nuestra
linea celular, se obtuvo un stock viral con el cual se realizaron los ensayos de infeccion.
Se utilizaron monocapas de células MDBK suplementadas con medio DMEM 2% de
suero fetal bovino, las cuales fueron inoculadas con BVDVncp cepa New York para
obtener el sobrenadante a las 96 horas post-infecciéon (hpi) (figura 5 A) el cual fue
almacenado para su posterior titulacion viral, se utilizaron células MDBK sin infectar

como control negativo (figura 5 B).
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300pb 293pb

Figura 4. RT-PCR de la porcion 5"UTR de BVDV en la linea celular MDBK. Carril 1: MW,
Carril 2: MDBK, Carril 3: NADL, Carril 4: NY, Carril 5: cepa de campo BVYDVncp, Carril 6:
SFB, Carril 7: MW. Los controles positivos amplificaron un producto de 293pb.

Figura 5. Fotografia de un cultivo de células MDBK (objetivo 20X). A. Cultivo de células
MDBK con medio DMEM 2%SFB 96 horas después de la infeccion con cepa New York
de BVDV, B. Cultivo de células MDBK con medio DMEM 2%SFB control negativo

6.2 TITULACION VIRAL
Para realizar la titulacion viral por unidades formadoras de foco, se utilizé un anticuerpo

anti-BVDV conjugado con FITC de la marca VRMD® por inmunofluorescencia directa, el

ensayo se realizé en una linea celular de cornete nasal de bovino (Bos taurus turbinate,
ATCC® CRL-1390) y se confirmé la ausencia de una posible contaminacion por BVDV por

medio de RT-PCR (figura 6). Una vez confirmada la ausencia de BVDV en la linea celular,
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se prosiguid a determinar las condiciones para realizar el ensayo de titulacion por unidades
formadoras de foco fluorescente (UFF), los resultados de las diluciones decuples por
triplicado mostraron un titulo en la dilucion 10~* (figura 7) un promedio de 56 focos

fluorescentes dando como resultado 5.6 X 10 UFF/mL como titulo viral de nuestro stock.

300pb

293pb

Figura 6. RT-PCR de la porcion 5"UTR de BVDV en la linea celular BT. Carril 1. MW,
Carril 2. Células BT, Carril 3. BVDVncp NY.
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Figura 7. Ensayo de unidades formadoras de foco fluorescente (UFF) con diluciones
décuples seriadas. Imagen representativa de un ensayo independiente por triplicado
(objetivos 20X y 40X). En cada dilucion se muestra un campo representativo de una laminilla
de cultivo celular de 12mm.

6.3. CUANTIFICACION DE LA SECRECION DE IL-18 EN MACROFAGOS
BOVINOS.
Con el conocimiento del titulo viral de nuestro stock se realizaron ensayos de infeccion en

macréfagos bovinos a una MOI 2:1 con el biotipo citopatico y con el biotipo no citopatico se
utilizé una MOI 2:1 y una MOI 10:1, recuperando los sobrenadantes a las 24hpi. En el caso
del biotipo citopatico se obtuvo una secrecién de 4629.31 pg/mL (figura 8A), y en el caso
del biotipo no citopatico la secreciéon de 252.9 pg/mL para la MOI 2:1 y de 306.5 pg/mL para
la MOI 10:1 (figura 8B), se utilizd como control positivo LPS 300ng/uL (el cual se ha

reportado como activador del inflamasoma NLRP3 con la posterior secrecion de IL-1B) con
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el cual se obtuvo una secrecion de 3863.2 pg/mL, como se puede observar la secrecion
con el biotipo no citopatico fue hasta 18 veces menor en comparacion con la secrecion de
IL-1B con el biotipo citopatico y de hasta 15 veces menor en comparacion con la secrecion
de IL-1B con LPS. Estos resultados sugieren que en el caso del biotipo citopatico hay una

secrecion significativa de IL-1pB, la cual es menor con el biotipo no citopatico.
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Figura 8. Secrecion de IL-1B en macréfagos bovinos infectados con BVDV citopatico
(NADL) y no citopético (NY). A. ELISA de los sobrenadantes de macrofagos infectados con
BVDV citopatico (NADL) 24hpi (MOl 2:1), control negativo (C-): sobrenadante de
macroéfagos sin infectar con medio RPMI 10% SFB, LPS (300ng/uL). B. ELISA de los
sobrenadantes de macréfagos infectados con BVDV no citopatico (NY) 24hpi (MOI 2:1 y
MOI 10:1), Control negativo(C-): sobrenadante de macréfagos sin infectar con medio RPMI
10% SFB, LPS 300ng/uL. Graficas representativas de tres ensayos independientes por
duplicado. ANOVA de una via, se muestra significancia estadistica (**** P<0.0001; ***
P<0.001)

La activacion del inflamasoma da lugar a la activacion de la caspasa 1, la cual posee una
actividad proteasa de cisteina que interactia con la pro-IL-1f para dar lugar a su forma
bioactiva. Debido a lo anterior, para asociar la actividad proteasa de la caspasa 1 durante
la infeccién con BVDV vy la posterior secrecion de IL-13, se utilizé el inhibidor irreversible de
caspasa 1 Y-VAD (50uM) y el inhibidor general de caspasas Z-VAD (carbobenzoxy-valyl-
alanyl-aspartyl-[O-methyl]- fluoromethylketone) (50uM). Como puede observarse en la

figura 9, cuando se usé el inhibidor de caspasa 1 Y-VAD, se observO una secrecion de
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1294.29 pg/mL (figura 9 A) en los macrofagos infectados con el biotipo citopético y de 63.5
pag/mL (figura 9 B) en los macréfagos infectados con el biotipo no citopético, con una
disminucion de 2.5 veces y de 2.7 veces respectivamente en comparacion con la secreciéon
de los macréfagos que no fueron inhibidos e infectados con cada uno de los biotipos, estos
resultados nos sugieren que para ambos biotipos la secrecién de IL-1 es dependiente de
la actividad proteasa de caspasa 1, resultados similares a los previamente obtenidos por
nuestro equipo de investigacién para el biotipo citopatico. Sin embargo, los resultados
obtenidos para el biotipo no citopético, son de gran relevancia debido a que no se habia
reportado previamente la secrecién de IL-1B dependiente de caspasa 1 en macrofagos
infectados con BVDVncp, por lo cual, es de gran importancia realizar posteriormente los
ensayos de titulacion viral de los sobrenadantes de los ensayos de infeccion y conocer si
en el caso del biotipo no citopético la inhibicién de la caspasa 1 podria estar involucrada
durante la replicacion viral. En el caso de la inhibicion con Z-VAD en los macréfagos
infectados con el biotipo citopético, se observo una menor secrecion de la citocina IL-1B
(550.1 pg/mL) a diferencia de la inhibicion con Y-VAD (figura 9 A), lo cual nos sugiere que
podrian estar involucradas otras caspasas de la via no canonica en la secreciéon de la
citocina, resultados similares a los observados previamente para este biotipo, por otro lado,
los macrofagos inhibidos con Z-VAD e infectados con el biotipo no citopatico no mostraron
diferencia estadisticamente significativa en la secrecion de IL-18 en comparacién con la

inhibicion con Y-VAD.
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Figura 9. Secrecion de IL-1 dependiente de caspasa 1. A. ELISA de los sobrenadantes de
macrofagos infectados con BVDV citopético (NADL) 24hpi (MOI 2:1),control negativo (C-):
sobrenadante de macrofagos sin infectar, Unicamente con medio RPMI 10% SFB, NADL
MOI 2:1 + YVAD: sobrenadante de macrofagos infectados con BVDV biotipo citopatico
(NADL) (MOI2:1) 24hpi pre-incubados con inhibidor Y-VAD (50uM, 2h), NADL MOI 2:1 +
ZVAD: sobrenadante de macroéfagos infectados con BVDV biotipo citopatico (NADL) (MOI
2:1) 24hpi pre-incubados con inhibidor Z-VAD (50uM, 2h) B. ELISA de los sobrenadantes
de macréfagos infectados con BVDV no citopatico (NY) 24hpi (MOI 2:1), NY MOI 2:1 +
YVAD: sobrenadante de macréfagos infectados con BVDV biotipo no citopatico (NY) (MOI
2:1) 24hpi pre-incubados con inhibidor Y-VAD (50uM, 2h), NY MOI 2:1 + ZVAD:
sobrenadante de macrofagos infectados con BVDV biotipo no citopatico (NY) (MOI2:1)
24hpi pre-incubados con inhibidor Z-VAD (50uM, 2h). Graficas representativas de tres
ensayos independientes por duplicado. ANOVA de una via, se muestra significancia
estadistica (**** P<0.0001; *** P<0.001)

Posteriormente, para observar si la secrecién de IL-1B es dependiente del inflamasoma
NLRP3 se utilizé un inhibidor de NLRP3 (CRID3 50uM) con el cual se observd una
disminucion significativa de la secrecion de IL-13 (897.09 pg/mL) (figura 10 A) con el biotipo
citopéatico de hasta 4.1 veces en comparacion con la secrecion sin el inhibidor, resultado
similar al control positivo LPS en el cual la secrecion de IL-1B (686.15 pg/mL) disminuyo
con el inhibidor CRID3, en el caso del biotipo no citopatico no se observé diferencia
significativa en cuanto a la secrecién con el inhibidor (271.6 pg/mL) (figura 10 B), estos
resultados nos sugieren que para la infeccion con el biotipo citopatico la secrecion de IL-13
es dependiente de NLRP3 y que en el caso de la infeccidn con el biotipo no citopatico, los
resultados nos podrian sugerir que la secrecion de IL-1B no se encuentra relacionada con
la actividad del inflamasoma NLRP3, lo cual podria encontrarse relacionado con la posible
participaciéon de otro inflamasoma o via no canonica para la activacién de caspasa 1y su
posterior actividad sobre los precursores de IL-13 en el caso del biotipo no citopatico cepa
NY-1.
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Figura 10. Secrecion de IL-1B dependiente de NLRP3. A. ELISA de los sobrenadantes de
macrofagos infectados con BVDV citopético (NADL) 24hpi (MOI 2:1),control negativo (C-):
sobrenadante de macro6fagos sin infectar, Unicamente con medio RPMI 10% SFB, NADL
MOI 2:1 + CRID3: sobrenadante de macréfagos infectados con BVDV biotipo citopatico
(NADL) (MOI2:1) 24hpi pre-incubados con inhibidor CRID3 (50uM, 2h), LPS:
sobrenadantes de macréfagos estimulados con LPS (300ng/uL), LPS + CRID3:
sobrenadante de macréfagos pre-incubados con CRID3 (50uM, 2h) estimulados con LPS
(300ng/uL), B. ELISA de los sobrenadantes de macréfagos infectados con BVDV no
citopatico (NY) 24hpi (MOI 2:1), NY MOI 2:1 + CRID3: sobrenadante de macréfagos
infectados con BVDV biotipo no citopatico (NY) (MOI 2:1) 24hpi pre-incubados con inhibidor
CRID3 (50uM, 2h). ANOVA de una via, se muestra significancia estadistica (**** P<0.0001,
** P<0.01). No se observo significancia estadistica en el caso del biotipo no citopético
(p<0.05).

6.4. EFECTO DEL INHIBIDOR CRID3 SOBRE LA REPLICACION VIRAL
A partir de los sobrenadantes obtenidos de los ensayos de infeccién con los macréfagos

bovinos utilizando el inhibidor de NLRP3 (CRID3 50uM), se realizaron ensayos de titulacion
viral por Reed and Muench para el biotipo citopatico, mientras que para el biotipo no
citopatico se realizé por medio de UFF para relacionar el efecto de la inhibicion de NLRP3
sobre la replicacion viral. En la figura 11 se muestra el efecto citopatico (vacuolas en el
citoplasma de las células y desprendimiento de la monocapa celular) de los sobrenadantes
con NADL MOI2:1. Puede observarse que hay un mayor desprendimiento de la monocapa

en las primeras diluciones, donde el virus se encuentra mas concentrado, y se logra
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observar la presencia de vacuolizacion sin presencia de desprendimiento de la monocapa
celular en la dilucién 37¢. Sin embargo, con los sobrenadantes de los macréfagos que
fueron preincubados con el inhibidor CRID3, la presencia de vacuolas se observo en la
dilucion 37* y en las diluciones posteriores se observaron similares al control negativo. El
titulo viral (figura 12) para los sobrenadantes sin inhibidor NADL MOI2:1 fue de 1.7 X 10*
DICC 50% Yy en el caso de los sobrenadantes con inhibidor CRID3 fue de 2.1 X 103 DICC
50% con la disminucién de un logaritmo, lo que nos sugiere que puede existir una relacién
entre la activacion de NLRP3 y la replicacion viral de BVDV biotipo citopatico cepa NADL.

NADL MOI 2:1

NADL MOI 2:1
+ CRID3

Control negativo

Figura 11. Efecto del inhibidor CRID3 sobre la replicacion viral en BVDV biotipo citopatico
NADL. Reed and Muench en células MDBK con diluciones triples seriadas de los
sobrenadantes del ensayo de infeccion con macréfagos bovinos infectados con BVDV
citopatico cepa NADL MOI 2:1 (24hpi) sin inhibidor y con preincubacion (2h) del inhibidor
CRID3 (50uM). Fotografia representativa de tres ensayos independientes.
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Figura 12. Titulo viral DICC 50% de los sobrenadantes del ensayo de infecciébn con
macrofagos bovinos infectados con BVDV citopéatico cepa NADL MOI 2:1 (24hpi) sin
inhibidor y con preincubacion (2h) del inhibidor CRID3 (50uM). Grafica representativa de
tres ensayos independientes. T de student se muestra significancia estadistica (* P<0.05).

En el caso del biotipo no citopatico no se observé diferencia en el titulo viral en los
sobrenadantes de la infeccion en macro6fagos sin inhibidor y con inhibidor CRID3 como
podemos observar en la figura 13 con la cual se obtuvo un titulo viral de 1.3 X10> UFF / mL
con el sobrenadante sin inhibidor CRID3 y un titulo viral de 1.5 X10° UFF / mL con el
sobrenadante de los macréfagos con inhibidor, estos resultados nos sugieren que en el
caso del biotipo no citopético la inhibicion de NLRP3 no tiene una repercusion en la

replicacion viral.
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Figura 13. Efecto del inhibidor CRID3 sobre la replicacion viral en BVDV biotipo no citopatico
NY. A. ensayo de unidades formadoras de foco fluorescente en células BT (diluciones
quintuples seriadas) con los sobrenadantes del ensayo de infeccion con macréfagos
bovinos con BVDV no citopéatico cepa NY MOI 2:1 (24hpi) sin inhibidor y con preincubacion
(2h) del inhibidor CRID3 (50uM) fotografia representativa de tres ensayos independientes
(objetivo 40X), B. Titulo viral por UFF de los sobrenadantes de los ensayos de infeccidn con
macrofagos bovinos infectados con BVDV NY MOI2:1 (24hpi) sin inhibidor y con
preincubacion (2h) de inhibidor CRID3 (50uM). Gréfica representativa de tres ensayos
independientes. T de student, no se observé diferencia estadistica (p<0.05).

En conjunto estos resultados nos sugieren que durante la infeccibn con BVDV biotipo
citopatico en macro6fagos bovinos la activacion del inflamasoma NLRP3 se encuentra
relacionada con la secrecion de IL-1B y que esta activacion podria estar relacionada durante
la replicacion viral, en el caso del biotipo no citopatico no se encontré relacionado el
inflamasoma NLRP3 durante la secrecién de IL-1B, pero si se observo la participacion de
caspasa 1 durante la secrecion de la citocina, lo cual nos puede sugerir que corriente arriba
de caspasa 1 se puede encontrar otro PRR generando el reclutamiento y activacion de la

proteasa activa. (figura 14).
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Figura 14. Esquema propuesto de la actividad del inflamasoma NLRP3 en la secrecion de
IL-1B durante la infeccién con BVDVc NADL y BVDVncp NY-1 en macrofagos bovinos. La
infeccion con BVDVc cepa NADL da lugar a la activacion del inflamasoma NLRP3
generando la maduracion de caspasa 1y con ello la secrecion de IL-1B. La inhibicion de
NLRP3 y caspasa 1 disminuye la replicacion viral. Por otro lado, la infeccién con BVDVncp

da lugar a la secrecion de IL-1B dependiente de caspasa 1.

7. DISCUSION

IL-1B es una citocina que, para su maduracién, necesita de la escisién de sus precursores
por medio de la caspasa 1, la cual, para su activacion, necesita de la formacion de
complejos multiproteicos conocidos como inflamasomas. Los inflamasomas pueden censar
diversos componentes que se presentan durante las infecciones virales, por esta razon, se

ha estudiado la activacion e inhibicion de los inflamasomas para conocer si esta via de
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sefializacién se encuentra relacionada durante la replicacion viral, como se ha descrito
previamente durante la infeccion con el virus de fiebre porcina clasica (CSFV) y con el virus
de hepatitis C (HCV), que ambos virus, pueden estimular la activacion de los inflamasomas
por medio de sus proteinas virales durante la replicacion, por lo cual, estas interacciones
han sido estudiadas para el conocimiento de posibles blancos terapéuticos (Lin et al., 2014;
Negash et al., 2019 Gram et al., 2012).

La secrecion de IL-1B durante la infeccion con BVDV biotipo citopatico se encuentra
estimulada a las 24 hpi y se encontro relacionada con la actividad de caspasa 1 para su
maduracion, resultado que fue similar a lo que obtuvimos en nuestro estudio. (Morales et
al., 2020). En el caso del biotipo no citopético reportamos por primera vez la participacion
de la caspasa 1 para la secrecién de IL-1B durante la infeccién en macréfagos bovinos, al
encontrar una disminucion en la secrecion de la citocina cuando se utilizé el inhibidor de
caspasa 1 (Y-VAD).

Al analizar estos resultados consideramos de gran interés conocer si el inflamasoma
NLRP3 se encontraba participando para la maduracién de IL-1B8 como se ha reportado
durante diversas infecciones virales y debido a que corriente arriba de caspasa 1 se
encuentra la activacion de inflamasomas como NLRP3 y AIM2 (Zhao y Zhao, 2020).

El farmaco inhibidor de la liberacién de citocinas 3 (CRID3, por sus siglas en inglés o
también conocido como MCC950) es un inhibidor selectivo del inflamasoma NLRP3, el cual
ejerce su efecto en el dominio NATCH interfiriendo con su activacion, se ha reportado la
disminucién en la secrecion de IL-1B en macrofagos derivados de medula 6sea de raténes
wild type tratados con CRID3 y estimulados con LPS (Vande et al., 2019). La inhibicion de
NLRP3 por medio de CRID3 ha sido ampliamente estudiada en enfermedades autoinmunes
y como posible tratamiento para el sindrome asociado a criopirina (CAPS, por sus siglas en
inglés). También ha sido estudiado el efecto de la inhibicion de NLRP3 con CRID3 durante
infecciones virales, como se reporté en el estudio de Coates et al.,, 2017 en el cual se
observo la disminucion en la activacion de caspasa 1y secrecion de IL-18 en células THP-
1 infectadas con el virus de influenza A 'y en ratones jévenes tratados con CRID3, resultado
similar a lo que se observo en nuestro estudio, donde, para el caso del biotipo citopatico, la
inhibicion de NLRP3 ocasion6 la disminucién de la secrecién de IL-18. También
observamos una disminucién en la replicacion viral, al encontrar, en nuestros resultados de

Reed and Muench de los sobrenadantes de los macréfagos que fueron inhibidos con CRID3
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e infectados con el biotipo citopatico, una disminucion en el titulo viral. Nuestros resultados
fueron similares a los obtenidos en el estudio de Zheng et al., 2018 al analizar la infeccion
con el virus de Zika en células THP-1 knockout de NLRP3. Esos autores encontraron que
la replicacion viral fue menor que en las células wild type. Nuestros resultados podrian
sugerir que durante la infeccibn con BVDV biotipo citopatico en macréfagos bovinos, la
activacion del inflamasoma NLRP3 beneficia su replicacién y la maduracion de IL-1B. En el
caso del biotipo no citopatico, la inhibicibn de NLRP3 no tuvo impacto en la replicacion viral
ni en la secrecién de IL-1B, sin embargo, al encontrar la participacion de caspasa 1 esto
nos podria estar sugiriendo la posible activacion de otro inflamasoma, como el AIM2 o RIG-
I, que, también tienen la capacidad de interactuar con la proteina ASC para la posterior
escision y activacion de caspasa 1. Otro evento que también podria estar involucrado es la
activacion de vias no canonicas independientes de inflamasomas, en las cuales, se ha
evaluado la actividad de caspasa 8 para la activacion de caspasa 1 y secrecion de IL-1B
(Poeck et al., 2010; Sharma et al., 2019; Monie y Bryant, 2015).

Un aspecto de gran interés durante la infeccion con BVDV es la diferencia en la respuesta
inmune que se ha reportado para ambos biotipos. Como podemos observar en los
resultados obtenidos en este estudio, durante la infeccion con el virus de la diarrea viral
bovina biotipo citopatico, la secrecion de citocinas proinflamatorias como la IL-13 se
encuentra aumentada significativamente en comparacién con la observada con el biotipo
no citopético (donde fue menor). Relacionado a lo anterior, se ha reportado previamente
durante la infeccién con el biotipo no citopatico una menor expresion génica de pro-IL-13,
lo cual, podria estar relacionado en la menor secrecién de la citocina madura por este
biotipo. Nuestros resultados fueron similares a los resultados obtenidos durante la infeccion
con cepas del genotico 2, en las cuales, la secrecién de IL-1p fue menor en las cepas no
citopaticas en comparacion con la cepa citopatica. Ademas de observar en estos estudios
gue, la secrecién de IL-1B en macréfagos infectados con el biotipo no citopatico y
estimulados con LPS post-infeccion fue menor que la secrecién de IL-1B en los macr6fagos
que solo fueron estimulados con LPS, lo cual, nos puede sugerir que el biotipo no citopatico
posee estrategias para interferir con la secrecion de IL-1B (Lee et al., 2008; Schaut et al.,
2016; Schaut et al., 2015). En el caso de nuestros resultados con la cepa NY-1 se observd
una diferencia en la secrecion de IL-1B con el control negativo, pero a pesar de ello la
secrecion fue minima a diferencia de la infeccién con el biotipo citopatico y con la

estimulacion con LPS. Para el caso del biotipo citopatico estos resultados se encuentran
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relacionados con su perfil pro-inflamatorio presente durante la infeccibn como se ha
observado previamente al haber una estimulacion de citocinas pro-inflamatorias por medio
de la activaciéon de NFkB dando lugar a la expresion génica de IL-1B e IL-8 a partir de las
2hpi (horas post-infeccion) y observando un incremento a las 24hpi (Fredericksen et al.,
2015).

Existen diversos mecanismos por los cuales los virus pueden llegar a modular la respuesta
inmune. Entre ellos se encuentran, la inhibicion de respuestas humorales, la interferencia
con la secrecion de interferones, la inhibicién de la apoptosis, la evasion de CTL (linfocitos
citotoxicos) y NK (células natural Killer), la modulacién de la funciéon del MHC (complejo
principal de histocompatibilidad) y la inhibicion de citocinas y quimiocinas. Que, en conjunto,
todos estos mecanismos han sido desarrollados evolutivamente para el beneficio en la
replicacion viral (Alcami y Koszinowski, 2000). Relacionado a lo anterior, una caracteristica
interesante para el biotipo no citopatico es su capacidad para establecer infecciones
persistentes, lo cual se asocia tanto a factores virales (diversidad genética y antigénica)
como a factores del hospedador (estado inmune, etapa gestacional, vacunacion e
inmunotolerancia). Entre los factores virales, se ha observado que, el biotipo no citopatico
estimula una menor expresion génica y secrecion de citocinas pro-inflamatorias (como
pudimos confirmar en nuestros resultados) (Evermann y Barrington, 2005; Peterhans et al.,
2003). La menor expresion de citocinas proinflamatorias se encuentra relacionada con la
modulacion de factores de transcripcion, como se ha reportado con el virus de fiebre porcina
africana (ASFV por sus siglas en ingles). El cual, contiene una secuencia que codifica una
proteina homadloga de kB, dando lugar a una menor expresion de citocinas por medio de la
modulacion de los factores de transcripcion NFkB y NFAT (factor nuclear de células T
activadas) (Dixon et al., 2019). Por otro lado, se ha reportado (en el VDVB) la capacidad de
inhibir a IRF (factor regulador de interfer6n) por medio de la proteina Npro, resultando en
una menor secrecion de IFN-a, similar a este mecanismo el biotipo no citopatico podria
estar interfiriendo con vias de sefializacion transcripcional dando lugar a la menor expresiéon
génicay secrecion de citocinas como IL-1B. En diversas infecciones virales se ha observado
la relacion que existe entre las proteinas que son codificadas durante la replicacién y las
proteinas celulares. Por ejemplo, en un estudio realizado por Shan et al., 2021 se mostro la
capacidad de la proteina NS4B de VDVB de interactuar con el dominio CARD de la proteina
MDAS, interfiriendo con la produccion de IFN-B. Este efecto fue benéfico para la replicacion

viral.
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De la misma manera, durante la replicacion viral, las proteinas virales se encuentran
interactuando con diversas moléculas que forman parte de vias de sefalizacion llegando a
modificar su expresiéon o activacion. Un ejemplo de lo mencionado anteriormente son la
produccién de proteinas homélogas que pueden interactuar con los dominios de las
moléculas para interferir con su activaciébn generando la disminucién de componentes
antivirales. Otro mecanismo, es por medio del aumento en la expresién de ubiquitinas o
deubiquitinas modificando la degradacibn o estabilidad de proteinas celulares, el
conocimiento de estas interacciones puede brindar mayor conocimiento de las moléculas
que se encuentran participando durante la replicacion viral y poder desarrollar posibles

tratamientos antivirales (Alcami 2021, Wang et al., 2021, Johnston et al., 2005).

A pesar de que nuestros resultados mostraron una disminucion en la replicacién viral al
inhibir NLRP3 (con CRID3), resulta de gran importancia realizar un mayor namero de
ensayos que sustenten el efecto observado. Es necesario, evaluar si la inhibicion de NLRP3
pudiera tener un efecto antiviral en un modelo in vivo, debido a que el efecto que se observa
en un modelo in vitro podria ser diferente al esperado en un modelo in vivo, como ha sido
reportado con el tratamiento con IFN-a durante la infeccibn con VDVB. Ademas, es
importante incluir en futuros ensayos otras cepas del VDVB que permitan comparar y
evaluar otros mecanismos que podrian estar implicados durante la patogenia de la
enfermedad (Quintana et al., 2020; Peek et al., 2004).

8. CONCLUSIONES

En este estudio se confirmé la secrecion de IL-1B durante la replicacion viral con VDVB
biotipo citopatico y no citopatico del genotipo 1 en macréfagos bovinos. Los resultados
muestran, una secrecion mayor de IL-1B en céluas infectadas con el biotipo citopatico y
confirman (con base en nuestros resultados con el tratamiento de inhibicion con CRID3) la
participacion del inflamasoma NLRP3 durante la secrecién de la citocina. Ademas, se
encontré una posible relacion de la activacion del inflamasoma NLRP3 en la replicacion con
el biotipo citopatico. Al observar, que la inhibicion del inflamasoma NLRP3 (por medio de
CRID3) gener6 una disminucién en el titulo viral en los sobrenadantes de los macrofagos

infectados con este biotipo. Estos resultados nos generan el interés por evaluar el posible
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mecanismo que se encuentra relacionado durante la infeccion con este biotipo y la

activacion del inflamasoma NLRP3, lo cual no ha sido reportado hasta el momento.

En el caso del biotipo no citopatico cepa NY-1 no se encontré relacionada la actividad del
inflamasoma NLRP3 con la secrecidn de la citocina. Sin embargo, se observé por primera
vez, la relacién de la actividad de caspasa 1 en la maduracion de IL-1B durante su
replicacion en macréfagos bovinos. El analisis de estos resultados nos sugiere la posible
participacion de otro receptor corriente arriba involucrado para el reclutamiento de la
caspasa 1, generando con ello, la posibilidad de evaluar que otro mecanismo podria estar
implicado durante la replicacion con este biotipo, el cual resulta de gran interés debido a su

capacidad para generar inmunotolerancia en los individuos infectados.

En conjunto estos resultados validan la hipétesis establecida para el biotipo citopatico, sin
embargo, para el biotipo no citopatico los resultados no sustentan la hipétesis establecida.
Aportan nuevos conocimientos sobre los mecanismos del sistema inmune que se
encuentran involucrados durante la infeccion con el virus de diarrea viral bovina biotipo
citopatico y no citopético, abriendo la posibilidad de evaluar su relacién dentro de la
patogenia de la enfermedad, para que sean estudiados en un modelo in vivo con el objetivo
del desarrollo de posibles tratamientos antivirales.

9. PERSPECTIVAS

El andlisis de los resultados obtenidos nos genera el interés sobre la posible interaccion
entre el inflamasoma y VDVB durante su replicacion. En especifico, conocer que proteinas
del virus podrian estar participando directa o indirectamente en la activacién del
inflamasoma durante su replicacién, ya que, nuestros resultados sugieren de manera
importante la posible relacion de la actividad del inflamasoma durante la replicacion viral.
Otro aspecto relevante es la participacion de caspasa 1 en la secrecion de IL-18 con el
biotipo no citopatico, resultado que nos genera cuestionarnos si existe la participacion de
otro inflamasoma para su maduracion, ya que, a pesar de la menor expresion génica y
secrecion de IL-1B que se ha observado con este biotipo, estos resultados no excluyen que
no se esté generando la activacion del inflamasoma. Por lo mencionado anteriormente,
resulta importante conocer, si se estd modulando una via de sefializacion corriente arriba

del inflamasoma o si hay una menor expresion génica de los componentes del inflamasoma
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durante la infeccién con este biotipo. También otro aspecto importante a evaluar es la
participacion de vias no canonicas independientes de inflamasomas que pueden generar la
activacion de caspasa 1, asi como la maduracion de IL-1B, lo cual, proporcionaria una
mayor comprension para la capacidad del biotipo no citopatico de generar infecciones
persistentes, asi como de generar nuevos conocimientos sobre la patogenia de la

enfermedad.
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ANEXO 1

PBS 10 X

Cloruro de sodio (NaCl) 87.7 gs
Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4) 1.5 gs

Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) 13.0gs
Agua destilada dH20 c.b.p 1000 ml

Esterilizar por filtrado en poro 22um.

PBS 1X
PBS 10 X 100 ml
Agua destilada dH20 c.b.p. 1000 ml

Ajustar a pH 7.4 y filtrar en poro de 22pm

PBS-CITRATO

PBS 10X 100 ml
Acido citrico trisédico (C6H507Na3.2H20) 3.72 gs
Agua destilada dH20 c.b.p. 1000 ml

Ajustar a pH 7.4 y filtrar en poro de 22pm

C-RPMI

RPMI medium 1640 16.4 gs
L-glutamina 10 ml
MEM- no amino&cidos esenciales 10 ml
Piruvato Na al 7.5% 10 ml
Bicarbonato de sodio (NaHCO?3) 29s
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Agua destilada d H20 c.b.p 1000 ml

Ajustar a pH 7.4 y filtrar en poro de 22um

DMEM 10% SEB

Medio minimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 6.75 gs

HEPES 2.97 gs
Bicarbonado de sodio (NaHCO?3) 1.85gs
Suero Fetal Bovino 50 ml

Agua destilada dH20 c.b.p 500 ml

Ajustar a pH 7.4 y filtrar en poro de 22um
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