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RESUMEN

La infeccidn provocada por el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV)
representa un enorme riesgo para la industria porcina, ya que, hasta ahora el control de esta
enfermedad es deficiente, ocasionando pérdidas econdémicas cuantiosas. A pesar de la
gravedad de la infeccién por PRRSV, aln se desconocen los mecanismos moleculares de
replicacién viral y evasion de la respuesta inmunitaria del huésped. El virus de PRRS tiene un
genoma de ARN de sentido positivo compuesto por 10 marcos de lectura abiertos (ORFs),
estos codifican tanto para proteinas estructurales como no estructurales. Se ha identificado que
la proteina no estructural 2 (nsp2) es una de las regiones mas variables en el genoma de
PRRSV y soporta deleciones de hasta 200 amino&cidos. Por lo que se ha identificado como
una region clave para la insercion de secuencias exdgenas.

Debido al surgimiento constante de nuevas enfermedades y a la rapida mutacién de los
microorganismos patégenos ante los medicamentos y vacunas, es fundamental el estudio de
los mecanismos moleculares de interaccién patdgeno-huésped. Para lograr esto, se necesita el
acceso al material genético de los microorganismos patégenos de forma rapida, sencilla y sin
riesgo para el personal. Una opcién es el uso de clonas infecciosas, en esta investigacion se
utilizé la clona pFL12 que consta de la insercion del genoma de PRRSV en el plasmido
bacteriano pBR322.

El uso de reporteros fluorescentes podria facilitar el estudio de los mecanismos
moleculares de la interaccién patégeno-huésped. Por lo que en esta tesis se describe el
proceso de la insercion del gen reportero hrGFP a la clona infecciosa pFL12. Se realiz6 un
PCR de sobrelapacién donde se fusionaron dos fragmentos de nsp2 de PRRSV al gen
reportero hrGFP. La clona infecciosa pFL12 se digiri6 con las enzimas Xhol y Spel, eliminando
una region de nsp2 que posteriormente fue sustituida con el producto de la PCR de
sobrelapacion.

Ademds, se estandariz6 la medicion cuantitativa de fluorescencia utilizando un
fluorimetro creado en las instalaciones de la ENES unidad Le6n. Se midi6 la fluorescencia de
células A549 y A549-GFP y se confirm6 que la medicion con el fluorimetro es comparable con
la de otros sistemas de medicion como el microscopio de fluorescencia.

Estos resultados son la base para establecer ensayos de infeccion viral in vitro para
estudiar las interacciones moleculares entre el PRRSV y macroéfagos porcinos, con lo cual se

podra contribuir al desarrollo de inmundgenos e inmunomoduladores eficientes contra PRRSV.



INTRODUCCION

Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS).

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino se reporté por primera vez en los Estados
Unidos de América en 1987 como la “enfermedad misteriosa del cerdo” (Keffaber, 1989; Hill,
1990). Posteriormente, alrededor de 1990, se comenzaron a registrar brotes de la enfermedad
en Europa (LOpez-Heydeck et al.,, 2015). En 1991 se aislo el virus de PRRS (PRRSV) en
territorio europeo, lo que permitié identificar un nuevo genotipo en 1992 (Wensvoort et al.,
1991).

Indudablemente a partir de su aparicion, PRRSV se convirti6 en una de las principales
causas de pérdida econdmica en la industria porcina mundial. En Estados Unidos de América,
se estimé que la pérdida puede fluctuar entre los 664 millones de ddlares anuales en un
tamafio de poblacién de 5.8 millones de cerdas y 110 millones de cerdos comerciales
(Thomann et al., 2020).

PRRSYV fue identificado en México por primera vez en el afio 1992 (Lépez-Heydeck et
al., 2015). Aunque la informacion sobre el impacto econémico de PRRSV en México es escasa,
en el congreso “Virus de PRRS; ayer, hoy y mafana” que se llevé a cabo en el 2012, se
presentd una estimacion de los 80 a 120 millones de dolares de pérdidas en el pais (Amador
Cruz, 2016). Ademas, se calculd que un brote agudo de la enfermedad provocada por PRRSV
puede costar de $2,500 a $3,500 pesos por vientre, anualmente (Amador Cruz, 2016).

Signos clinicos.

PRRSV provoca el sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), una enfermedad
altamente infecciosa. En cerdas gestantes provoca fallas reproductivas importantes sobre todo
en el dltimo tercio de la gestacion, ademas provoca problemas respiratorios severos en cerdos
de todas las edades, afectando principalmente a lechones (Neumann Ramirez, A., Schwartz, K.
J., 2009).

Los signos clinicos relacionados con la enfermedad son: fiebre alta, disnea, coloracion
roja en el cuerpo, anorexia, las orejas pueden llegar a tornarse de una coloracion azul. Cuando
la enfermedad logra avanzar por un tiempo prolongado, también se pueden observar signos
como diarrea, neumonia, encefalitis, conjuntivitis, edema periocular, taquipnea y otros signos
derivados de infecciones secundarias (Tong et al., 2007).

En cerdas se presenta una disminucion de partos, aumento de abortos tardios, partos

prematuros, aumento de las repeticiones del celo, disminucién de fertilidad, se presenta el



nacimiento de camadas anormales, con cerdos débiles, cerdos nacidos muertos o momificados
(Cura, 2010). En verracos, que son cerdos macho que se seleccionan como sementales, se
observa disminucién de la libidoy existe una disminucién de la calidad del semen (Cura,
2010).

Transmision.

La transmision de PRRSV puede darse por el contacto directo de cerdos infectados con cerdos
sanos, por medio de fluidos como: saliva, orina, semen, secreciones mamarias, excremento. La
transmision del virus también puede ocurrir de la cerda al feto por via transplacentaria (Lopez-
Heydeck et al., 2015). Otra via de transmision importante es por medio del material del
personal de trabajo, como agujas infectadas, ropa, botas y guantes (Ruiz et al., 2009).

El virus de PRRS ingresa por via nasal, bucal o genital y se multiplica en macréfagos
pulmonares, tonsilares o del cornete nasal. Llega a los nodulos linfaticos regionales por via
linfatica, para después distribuirse a nivel sistémico a través del torrente sanguineo, ya sea
circulando libre o asociado a monocitos (Lopez-Heydeck et al., 2015). Finalmente, el virus se
distribuye en todo el organismo y se multiplica en los macr6fagos de todos los tejidos,
principalmente en los macréfagos alveolares (Lépez Heydeck et al., 2013).

PRRSV provoca una infeccién persistente debido a que los cerdos aparentemente
recuperados, pueden aun transmitir el virus varios meses después de la infeccién (Ruiz et al.,
2009). Ya que se ha identificado que los animales eliminan el virus a través de la saliva hasta
42 dias post infeccion (dpi), en la orina hasta 14 dpi, en el semen hasta 43-92 dpi y en el
excremento hasta 35 dpi (Ruiz et al., 2009). La permanencia prolongada del virus en el
huésped provoca que los contagios se produzcan rapidamente y que la enfermedad sea muy
dificil de controlar.

La persistencia del virus puede depender de diferentes factores como la cepa viral, la
edad y la condicion reproductiva (Dong et al., 2021). Por ejemplo, las cerdas préximas a la
primera gestacion pueden combatir la infeccion por PRRSV dentro de los 90 dias post
infeccion, mientras que las cerdas que han tenido dos partos o mas eliminan la infeccion hasta
180 dpi (Batista et al., 2002).

Agente etiologico.

PRRSV pertenece a la familia Arteriviridae, género Porarterivirus. Es un virus con envoltura y
contiene un genoma de ARN monocatenario de cadena positiva con una longitud aproximada
de 15.4 kb (Meulenberg et al., 1993, 1994; Snijder and Meulenberg, 1998).



Hasta ahora PRRSV se ha clasificado en tres genotipos, PRRSV-1 que también es
conocido como el genotipo europeo, PRRSV-2 nombrado también como genotipo
norteamericano (Nelsen, Murtaugh and Faaberg, 1999) y la cepa altamente patégena
identificada en China en 2006 (Lv et al., 2008). Las secuencias de nucleétidos de los tres
genotipos llegan a tener una similitud de 55% hasta 70%, mientras que en la secuencia de
aminodcidos pueden tener una similitud entre el 50% hasta el 80% (Amarilla et al., 2016).

Se ha reportado que dos de las regiones mas variables en el genoma de PRRSV son
ORF5 y ORF7 (Amarilla et al.,, 2016). En un estudio realizado en México, se encontré que
existen diversas sustituciones de aminoacidos en la secuencia del ORF5, segln la region en la
gue haya sido recolectada la muestra (Martinez-Bautista et al., 2018). El genoma de PRRSV
estd conformado por 10 marcos de lectura abiertos: ORFla, ORF1b, ORF2a, ORF2h, ORF3,
ORF4, ORF5, ORF5a, ORF6 y ORF7 (Lopez-Heydeck et al.,, 2015). En la figura 1 se

representa la estructura general del genoma de los virus pertenecientes a la familia Arteviridae.
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Figura 1. Estructura general del genoma de los virus pertenecientes a la familia Arteviridae. Las regiones
sombreadas en gris representan los marcos de lectura que codifican para las proteinas no estructurales, en el caso
de PRRSV, son hasta 16 proteinas. Las regiones azules representan las proteinas GP2, GP3 y GP4 que se encuentran
en la membrana. Las regiones verdes muestran el ORF2a y ORF7 que codifican para las proteinas E y N,
respectivamente. La proteina GP5 estd involucrada en la entrada de PRRSV a las células y se representa con el area
amarilla. El ORF6 codifica para la proteina no glicosilada M, representada en color naranja.

Recuperado de: (ViralZOne, 2007)
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Las regiones del ORFlay ORF1b codifican para 16 proteinas no estructurales del virus,
las proteinas nsps (nspla, nsplb, nsp2 a nspl2, nsp7a y nsp7b). Las proteinas estructurales,
como la proteina de la nucleocapside (N), la proteina M y otras glicoproteinas de membrana
(GP2, GP3, GP4 y GP5) son codificadas por los ORF2 a ORF7 (Meulenberg et al., 1995;
Mardassi, Massie and Dea, 1996; Meng et al., 1996).

La proteina nsp2 es el producto viral mas grande de PRRSV con 1195 aminoacidos, se
ha encontrado que es una region altamente variable y esta involucrada en la replicacion viral
(Han et al., 2007). Nsp2 es una proteasa que regula la transcripciébn de los dos primeros
marcos de lectura (orfla y orflb) cuando PRRSV entra a la célula (Yun and Lee, 2013).
También es una de las proteinas que se asocia con el complejo de replicacion y transcripcion
(RTC) que se acumularéa en las vesiculas de doble membrana que son inducidas por la entrada
de PRRSV a la célula (Yun and Lee, 2013).

Se describié que una delecién desde 100 hasta 200 aminoacidos en el dominio central
de nsp2, no afecta la viabilidad del virus (Han et al., 2007; Wang et al., 2014). Nsp2 se
conforma por cuatro dominios, un dominio transmembranal putativo, el dominio CP/OTU
(Cisteina proteasa, dominio del tumor de ovario) N-terminal, un dominio C-terminal y un

dominio central hipervariable (Fang and Snijder, 2010).

Células blanco.

Los macréfagos son esenciales para el reconocimiento y procesamiento de un microorganismo
patdgeno, estas células son presentadoras de antigeno capaces de distinguir patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), los reconocen a través de receptores de PAMPs
como PRRS, por sus siglas en inglés Pattern Recognition Receptors, como los receptores tipo
Toll los TLRs, por sus siglas en inglés Toll like receptors.

Los TLRs activan cascadas de sefializacion intracelular importantes para la regulacion
de la respuesta inmune. Las células blanco de PRRSV son los monocitos, células dendriticas,
pero principalmente son los macréfagos alveolares (Lopez Heydeck et al., 2013). El virus de
PRRS entra a los macrofagos alveolares por medio de la glicoproteina GP5 formando un
complejo con la proteina M y a través de los receptores Heparan Sulfato, Vimentina, CD151,
CD163, Sialoadhesina (Sn) y DC-SIGN (Dendritic Cell-specific ICAM-3-grabbing non integrin)
(Shi et al., 2015). En la figura 2 se muestran los receptores de los macrofagos involucrados en

reconocimiento de PRRSV.
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Figura 2. Receptores involucrados en la entrada de PRRSV al macréfago. CD163, receptor de adherencia.
Sialoadhesina, modula respuesta inmune. CD151, activa sefializacion celular. Heparan sulfato, regula coagulacion.
Vimetina, componente citoesquelético. DC-SIGN, receptor viral y de adhesion. CD: cluster of differentiation; DC-
SIGN: Dendritic Cell-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin. Recuperado de Zhang and Yoo, 2015.

Ciclo de replicacién de PRRSV.

Para que PRRSV pueda entrar a sus células blanco, los macréfagos, el primer contacto que se
establece es el de la proteina M con receptores de heparan sulfato, después el virus activa la
Sialoadhesina (Sn) que provoca la unién del complejo viral M-GP5 a la parte N-terminal de la
Sialoadhesina. Posteriormente se internaliza el complejo virus-receptor por medio de
endocitosis regulada por clatrina. Para que el genoma del virus pueda ser liberado en el
citoplasma de la célula diana, es necesaria la acidificacion del endosoma, que va a permitir que
las membranas se fusionen. El receptor CD163 requiere de la interaccién de las proteinas GP2
y GP4 con el dominio funcional 5 scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) de CD163 para
permitir la internalizacion del virus (Van Breedam et al., 2010).

Una vez que el genoma entra al citoplasma los primeros marcos de lectura en traducirse
son el ORFla y ORF1b que se hallan en el extremo 5 del genoma de PRRSV, dando como
resultado la produccién de dos poliproteinas ppla y pplab, que dan lugar al menos a 14
proteinas no estructurales del virus (nsps). Este proceso de traduccién es regulado por cuatro
proteasas: nsp1a, nsp1B, nsp2 y nsp4 (Yun and Lee, 2013). Posteriormente, se construyen
complejos de replicacion y transcripcion (RTC) a los cuales se asocian la mayoria de las
proteinas no estructurales, provocando una acumulacion de este complejo en vesiculas de
doble membrana que son inducidas por el mismo virus (Yun and Lee, 2013). El complejo RTC,

como lo indica su nombre, sera el encargado de dirigir la replicacion del genoma y ademas la
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sintesis de ARNm subgendmico. Se sabe, hasta ahora, que se producen seis ARNm sub
gendmicos que expresan los ocho marcos de lectura restantes en el extremo 3’del genoma de
PRRSV, codificando las proteinas estructurales: glicoproteina (GP) 2/2, 3, 4 y 5, proteina de
envoltura (E), proteina de membrana (M) y nucleoproteina (N), que conformaran el virén
infeccioso (Yun and Lee, 2013).

Respuesta inmunitaria innata contra PRRSV.

El sistema inmune innato es el que se encarga de dar la primera respuesta ante la presencia de
algun microorganismo patogeno, evitando la replicacion de este en los tejidos. La respuesta
inmune innata no es especifica para un patégeno, consiste en el trabajo conjunto de proteinas
y células fagociticas que reconoceran caracteristicas conservadas en los patégenos (Alberts,
Johnson and Lewis, 2002). En la respuesta inmune innata del pulmén porcino participan los
macrofagos alveolares y parenquimatosos, los neutréfilos, las células dendriticas (DC), células
natural killer (NK) y células T yd (Crisci, Fraile and Montoya, 2019).

Las células dendriticas (DC) son células presentadoras de antigeno que activan la
respuesta inmune adaptativa, en su superficie portan receptores, como los tipo Toll (TLR) que
son esenciales para el reconocimiento de antigenos, estas células pueden dividirse en DC
derivadas de monocitos (moDC), DC derivadas de médula ésea (BMDC) y DC plasmocitoides
(Crisci, Fraile and Montoya, 2019). Las DC han sido utilizadas para estudiar la infeccion por
PRRSV. En un estudio se reportd que las DC plasmocitoides infectadas por PRRSV tipo 2
fueron incapaces de producir IFNa, pero se pudo detectar una baja produccion de L2
(Calzada-Nova et al., 2010).

Los macréfagos también son células presentadoras de antigeno, los precursores de
estas células se diferencian en la médula ésea como monocitos y viajan a traves del torrente
sanguineo a diferentes tejidos para diferenciarse en macrofagos especificos (Crisci, Fraile and
Montoya, 2019). Los macréfagos alveolares porcinos (PAM) han sido estudiados como las
células diana de PRRSV y se ha reportado que la replicacion de la cepa HuN4 altamente
patégena de PRRSV, disminuyd en los macrofagos activados por la via clasica (M1), cuando
son estimulados con LPS/IFN-y mientras que en los macréfagos activados por la via alternativa
(M2) que fueron estimulados con IL4, no se observé disminucion en la replicacion (Wang et al.,
2017).

Los neutroéfilos son esenciales para la respuesta inflamatoria ya que son la primera linea
de fagocitos que actian contra una infeccion aguda por patdégenos extracelulares o dafio tisular

(Crisci, Fraile and Montoya, 2019). Se ha encontrado que las cepas de PRRSV altamente
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patégenas provocan una patologia grave que va acompafada con el aumento de neutrofilos,
mastocitos y macréfagos, a comparacion de las cepas de baja patogenicidad (Crisci, Fraile and
Montoya, 2019).

Las células NK lisan las células infectadas por virus y producen citocinas reguladoras
como el interferon gamma (IFNy). Por ultimo, las células T yd, tienen actividad citotoxica,
funciones reguladoras, de produccién de citocinas, estan involucradas en la inmunidad de las
mucosas, incluso pueden actuar como células presentadoras de antigeno reconociendo una
gran variedad de antigenos (Crisci, Fraile and Montoya, 2019). Las células NK y Tyd han sido
menos estudiadas en la infeccibn por PRRSV, pero se encontré que, en el transcurso de la
infeccién, la interaccién de estos dos tipos de células se ve alterada por la supresion de la
actividad de NK y la modulaciéon de T yd que son una importantes para la produccion de IFNy
(Crisci, Fraile and Montoya, 2019). En la figura 3 se muestran los tipos de células involucradas
en la respuesta inmune innata contra PRRSV, los receptores involucrados en la deteccién del
virus y la principal respuesta de las células ante la presencia del virus, como se describio

anteriormente.
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Figura 3. Células involucradas en la respuesta inmune innata celular contra PRRSV. En las células dendriticas existe
el reconocimiento de PRRSV por los receptores tipo toll, CD127a, CD83 y hay produccién de IL10. Ante una
infeccién por PRRSV la actividad fagocitica de los neutrdfilos se suprime. En los macréfagos la produccién de IFN
tipo | se inhibe, pero existe un nivel detectable de IL-18, IL-1B y TNFa, y los receptores con mayor actividad son
CD169 y CD163. En las células Tyd se produce IFNy y CD25 se activa. Las células NK se inactivan y las DC

plasmocitoides muestran resistencia a la infeccion. Recuperado de: (Crisci, Fraile and Montoya, 2019).
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Respuesta antiviral mediada por IFN tipo 1.

Uno de los mecanismos mas importantes de la respuesta inmune innata es la produccién de
interferones (IFN). Los interferones se dividen en tres tipos: Tipo | (IFN-a, IFN-B, IFN-¢g, IFN-k,
IFN-w), tipo Il (IFN-y) y tipo 11l (IFN-A).

Los IFN de tipo | (a / B) inducen la transcripcidon de un grupo de genes que generan
resistencia del huésped contra infecciones virales, activan elementos del sistema inmune innato
y adaptativo, para la presentacion de antigenos y la induccion de citocinas implicadas en
activar linfocitos T, linfocitos B y NK. Los IFN de tipo | se inducen cuando elementos de los
patégenos son reconocidos por distintos receptores del huésped (InvivoGen, 2005).

Existen tres vias principales para la produccion de IFN tipo I: La via RIG-I, via TRIF y
via IRF7. La via RIG-I ocurre en el citoplasma y es activada principalmente por distintos virus
de ARN monocatenarios y bicatenarios en DC convencionales, fibroblastos y hepatocitos. En la
segunda via, la proteina TRIF es reclutada por los receptores TLR3 en vesiculas internas
inducida por ARN de doble cadena no metilado y TLR4 en la membrana plasméatica inducida
por glicolipidos virales, en macrofagos y hepatocitos. Y la dltima via se lleva a cabo en los
endosomas, en donde se encuentran los receptores TLR9 y TLR7/8 que estimulan la activacion
MYD88 y los factores de transcripcion IRF5 y IRF7 en DC plasmocitoides inducidas por ARN no
metilado, células huésped dafiadas e inmunocomplejos de cromatina (InvivoGen, 2005). Una
vez producidos, los IFN tipo | provocan una respuesta antiviral a través de cascadas de
sefializacion que se muestran en la figura 4.

NF-kB o factor nuclear kB, regula una gran cantidad de genes responsables de la
respuesta inmune innata y respuestas inflamatorias (Liu et al., 2017). La activacion de este
factor de transcripcion puede llevarse a cabo por dos vias: la via candnica o la via no candnica.
La via canlnica se presenta cuando existe la unién de ligandos a los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), esta via en resumen consiste en la degradacion de |kBa
debido a su fosforilaciéon por el complejo IkB quinasa de mdltiples subunidades (IKK) (Liu et al.,
2017). La via no candbnica comienza con estimulos especificos como los pertenecientes a la
superfamilia TNRF, esta via se basa en el procesamiento de la proteina precursora p100, la
quinasa inductora de NF-kB (NIK) junto con IKKa regulan la fosforilaciéon de p100 (Liu et al.,
2017).

Como se muestra en la figura 4, la activacion de NF-kB se encuentra principalmente en
la via TLR dependiente de MyD88 y TRIF, en la via MyD88 tras la activacién de la quinasa
dependiente de ubiquitina TAK1 se activa la quinasa IKK que fosforila al inhibidor de NF-kB,

IkBa, que resulta en la degradacion de IkBa dependiente de ubiquitina y se activa NF-kB (Liu et
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al., 2017). En la via dependiente a TRIF se estimula la proteina 1 que interactta con el receptor
de quinada adaptadora (RIP1) que va a estimular la activacion de IKK (InvivoGen, 2005).
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Figura 4. Vias de activacion para la produccion de IFN tipo I. Se muestran las 3 principales vias de activacion de IFN
tipo |, via RIG-I, via TRIF y via MYD88/IRF5/IRF7. La via 1 se activa por virus de ARN, en la segunda via los TLR3 y
TLR4 reclutan a la proteina TRIF y en la tercera via se activa el factor de transcripcién IRF7 reclutado por TLR7/8 y
TLR9. Después de la produccion de los IFN tipo | se unen a un receptor en comun IFNAR, que inducen la via JAK-
STAT, conduciendo al ensamble del complejo ISGF3, formado por los dimeros IRF9, STAT1-STAT2. Este complejo se
une a los promotores de los elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRE). En los que se encuentra IRF7 que
activa nuevamente la transcripcion de IFN tipo I, creando un estado antiviral en las células cercanas. Recuperado
de: (InvivoGen, 2005).
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Clona infecciosa pFL12.

Una clona infecciosa es una copia de ADN de longitud completa de la cual se obtienen clones
infecciosos virales in vitro o in vivo. Las clonas infecciosas sirven para estudiar y comprender
los mecanismos de replicacién de los virus, la expresion de proteinas virales y la interaccion
patégeno-huésped (Alangar and Govind, 2019). Para la creacion de una clona infecciosa
existen dos principales estrategias; la primera es la construccion de una clona de cADN (ADN
complementario) de longitud completa (Full Lenght-cDNA) de un genoma viral, en el que se
pueden obtener copias infecciosas por medio de un promotor de ARN polimerasa del
bacteriéfago (T3, T7 o SP6). La segunda estrategia consiste en la transcripcion in vivo de cADN
a través de vectores que contienen un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(Alangar and Govind, 2019).

El plasmido FL12 (pFL12) fue descrito como una clona infecciosa del virus PRRSV (Ha
M Truong et al., 2004). Al conservar el virus de PRRS en una clona como lo es pFL12 es
posible trabajar con mayor facilidad con el virus, ademas es una forma de tenerlo disponible
rapidamente y en concentraciones éptimas.

La clona pFL12 esta compuesta por el genoma de PRRSV genotipo norteamericano
cepa NVSL 97-7895 insertado en el plasmido pBR322. En figura 5 se muestra como fue
construido el pldsmido pFL12. La construccion del cADN de PRRSV se realiz6 amplificando y
sobrelapando cinco regiones del genoma viral, los fragmentos A, B, 5C, 3C, y D. El fragmento
D introduce 41 adenosinas en el extremo 3’, el promotor de la polimerasa T7 se insert6 en el
fragmento A en el extremo 5’. Debajo de cada fragmento del genoma de PRRSV se observan
los sitios de restriccién que se utilizaron para la clonacién. En la seccién B de la figura 5, se
muestra que se ensambld la secuencia consenso de PRRSV al plasmido pBR322 y ademas se
incorporaron los sitios de restriccion Acll aguas debajo de la cola poli A y el sitio BsrGl. La
flecha que se encuentra antes del sitio BsrGl indica la direccion de la transcripcién de la ARN

polimerasa T7.
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Figura 5. Construccién de la clona infecciosa pFL12. En la seccidn A se muestran los segmentos amplificados y
sobrelapados del genoma de PRRSV. En la seccidn B se muestra la longitud completa de la insercién del genoma de
PRRSV en el plasmido pBR322. Por ultimo, en la seccién C, se muestra el patron de restriccion de la clona pFL12
con la enzima Mfel. Recuperado de: (Ha M Truong et al., 2004)

Reporteros fluorescentes.

A lo largo de la historia han existido descubrimientos cientificos que revolucionaron la biologia
molecular, uno de ellos fue el descubrimiento de una proteina verde fluorescente proveniente
de la medusa Aequorea victoria. Fue descrita en 1962 por Shimomura, Saiga y Johnson, que la
descubrieron accidentalmente al tratar de obtener la proteina aequorina, que es una proteina
dependiente del calcio (Shimomura, Johnson and Saiga, 1962; Shimomura, 2005). En 1969, se
le llamo por primera vez Green fluorescent protein por sus siglas en inglés (GFP), en 1974 la
proteina fue purificada, en 1992 fue secuenciada y fue hasta 1994 cuando Inoyue y Tsuji
obtuvieron la conservacién de la fluorescencia (Franco and Longart, 2009).

A partir del descubrimiento de GFP, la proteina se ha modificado para crear diferentes
versiones de ella. Se creé una variante de tipo silvestre (WtGFP) para mejorar el brillo, la
estabilidad y su expresiéon en células de mamiferos (Wallace et al., 2013). Posteriormente se
cred una variante mejorada enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) (Wallace et al., 2013).
El concepto de la versibn mejorada (eGFP) sirvid para estimular el desarrollo de proteinas

fluorescentes como hrGFP que es una version humanizada de GFP, proveniente de Renilla
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reniformis, esta version se cre6 ya que se habia observado que eGFP podria tener un
comportamiento toxico en el musculo estriado (Wallace et al., 2013).

En el presente estudio se utiliz6 hrGFP como gen reportero para la creacién de una
clona infecciosa fluorescente del PRRSV. La proteina hrGFP tiene un pico de sefal de
excitacion a 500 nm y un pico de emisién a 506 nm como se muestra en la figura 6 (Welgene
Biotech, 2017).
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Figura 6. Espectro de excitacion y emisidn de la proteina verde fluorescente humanizada de Renilla reniformis. Su
pico de excitacion se encuentra a 500 nm y el pico de emisiéon de fluorescencia se encuentra en los 506 nm
(Welgene Biotech, 2017).
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Fluorimetro.

Un fluorimetro es un equipo que, como su nombre lo indica, tiene la capacidad de medir
fluorescencia. La fluorescencia se produce cuando una sustancia fluorescente, conocida como
fluoréforo, absorbe un foton de luz; causando que sus electrones se exciten dejando atras su
estado basal. Una vez que la energia es absorbida por el fluor6foro, un poco de esta se disipa
en forma de calor, el resto se disipa mediante la emisién de un fotén de luz con menor
contenido energético en comparacién al fotdon que originalmente excitd el electrén. (Jameson,
2014). Asi que, el principio de los fluorimetros es utilizar un haz de luz para excitar los
electrones de los fluoroforos y como respuesta hay una emision de luz, generalmente de menor

energia a la que se aplicé.

JUSTIFICACION

PRRSV es el virus que causa mayores pérdidas econdmicas en la industria porcina en todo el
mundo. Por lo tanto, es de especial interés el encontrar vacunas o0 medicamentos antivirales
gue sean efectivos contra el virus. Actualmente ya existen vacunas para prevenir la infeccion
con PRRSV, pero no siempre inducen la formacion de anticuerpos que limiten la infeccion en
los cerdos. Una solucién para acercarnos a la produccién de vacunas eficientes contra PRRSV
es conocer mas a detalle la forma en la que el sistema inmune responde ante la infeccion con
este virus.

Una forma de conocer estos mecanismos es a través del disefio y desarrollo de
modelos in vitro, que nos proporcionen informacion sobre las interacciones del virus con las
células huésped. Por lo que, este proyecto se enfoca en producir un modelo in vitro que permita
estudiar la interaccion PRRSV-macréfagos, a través de la construccién de una clona infecciosa
fluorescente. Para ello, se cloné un reportero fluorescente (hrGFP) en una region del genoma
viral (nsp2) en la clona infecciosa contenida dentro del pFL12. Con ello, se podra evaluar la

replicacién viral de manera cuantitativa, por medio de tecnologia avanzada de fluorescencia.

OBJETIVO GENERAL

Disefiar una clona infecciosa fluorescente del virus del PRRS por medio de un PCR de
sobrelapacion y establecer parametros de medicion de fluorescencia en cultivos celulares,
utilizando el fluorimetro creado y adaptado en las instalaciones de la ENES Ledn para que sirva

en un futuro como herramienta para disefiar ensayos de replicacion viral.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificaciéon del gen hrGFP

¢ Amplificacion de dos segmentos de nsp2 de PRRSV

e Fusion de los dos segmentos de nsp2 con hrGFP mediante un PCR de sobrelapacién

¢ Digestion de la clona infecciosa pFL12 con las enzimas Xhol y Spel

e Ligacion del fragmento fusionado (nsp2-5-hrGFP-nsp2-3) a la clona infecciosa digerida
(pPFL12)

¢ Transformacion de E.coli SURE2 con la clona infecciosa fluorescente (pFL12-hrGFP)

¢ Medicion de fluorescencia de células A549 y A549-GFP en fluorimetro y en microscopio,
para la comprobacion de confiabilidad del fluorimetro.

HIPOTESIS

Se podra insertar el gen hrGFP en la clona infecciosa pFL12 para obtener una clona infecciosa
fluorescente de PRRSV y se podran establecer condiciones de medicion de fluorescencia en
las lineas celulares A549 y A549-GFP para ensayos de replicacién futuros.

MATERIALES Y METODOS
Anotacion del plasmido NF-kB-hrGFP.

Se utilizéd el plasmido NF-kB-hrGFP para obtener un amplicon del gen reportero hrGFP. Es
importante mencionar que la eleccién de este plasmido fue debido a la disponibilidad de este
en el laboratorio, pero bien se habria podido utilizar otro plasmido que en su secuencia se
encontrara un gen reportero. NF-kB-hrGFP pertenece al sistema de vectores reporteros Cis
PathDetected. El vector NF-kB-hrGFP contiene una variante del gen reportero GFP, hrGFP
(proteina fluorescente verde humanizada) que permite detectar la sefial sin intervenir a las
células, favoreciendo la obtencién de un cultivo de alto rendimiento. En la figura 8 se muestra

la anotacion del plasmido realizada en el programa Snapgene.
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Figura 8. Anotacion del plasmido NF-kB-hrGFP en el programa Snapgene. El plasmido porta los genes de resistencia
a la ampicilina e higromicina. La seccion verde representa al gen hrGFP, la pequefia regidon azul muestra la

ubicacion de la caja TATA y la regidn representada con el color rojo pertenece a la secuencia del enhancer
especifico para el plasmido.
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Anotacion de la clona infecciosa de PRRSV (pFL12).

Se utilizé la clona infecciosa pFL12, que fue donada por el Dr. Asit K. Pattnaik de la
Universidad de Nebraska, EE. UU. Se utilizoé la clona 19 que es una E. coli cepa SUREZ2,
transformada con pFL12, dicha clona fue obtenida por Gabriela Zamora Avilés en la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. En la figura 9 se muestra una simulacion
en el programa Snapgene de la construccion de pFL12 segun lo descrito por Troung et al.,
2004. Donde el segmento rojo representa el genoma de PRRSV (nimero de acceso U87392) y

la fraccion negra representa el plasmido pBR322.
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Figura 9. Simulacion de la estructura de pFL12 en el programa Snapgene. La seccidn roja representa el genoma de
PRRSV (U87392) genotipo norteamericano cepa NVSL 97-7895, ddnde las franjas azules dividen los ORFs del
genoma viral. La seccion de color negro representa la secuencia del plasmido PBR322 que porta el gen de
resistencia a ampicilina.
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Para comprobar la construccion del plasmido pFL12 se realiz6 una simulacion de gel de
agarosa en Snapgene, se simuld el corte de la enzima Mfel debido a lo descrito por Troung et
al., 2004. Y se obtuvo la figura 10 que muestra siete bandas con los tamafios de 5107 pb,
5037 pb, 2617 pb, 1905 pb, 1883 pb, 1704 pb, 1524 pb.

kb
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8.0
g'g: 2. PFL12_sequence.fasta
40— Mfel
3.0 1. 5107 bp
2.0— 2. 5037 bp
' 3. 2617 bp
1.5— 4. 1905 bp
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7. 1524 bp
2x 05—
(A) (B)

Figura 10. Simulacion de gel de agarosa de la restriccion de pFL12 con Mfel en Snapgene. (A) En el carril uno se
encuentra el marcador de peso molecular 1 kb de New England Biolabs, en el carril dos se encuentra la restriccidon
de pFL12 con la enzima Mfel, gel de agarosa al 1%. (B) Se muestra también el tamafio de las bandas de la
restriccién (carril 2) segun lo indicado en el programa Snapgene.
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Disefio de oligos.

Los oligos utilizados para la amplificacion de dos fragmentos de la proteina nsp2 de PRRSV y
el gen hrGFP del pldsmido NF-kB-hrGFP fueron disefiados en el programa Genome Compiler,
tomando como referencia la secuencia de PRRSV genotipo norteamericano cepa NVSL 97-
7895 con el niumero de acceso AY545985 y la secuencia del pldsmido NF-kB-hrGFP. En la
tabla 1 se muestra la secuencia disefiada, el tamafo del fragmento y su posicién en el

genoma.

Tabla 1. Oligos disefiados en Genome compiler para la amplificacién de dos segmentos de nsp2 de PRRSV y el gen
hrGFP perteneciente al plasmido NF-kB-hrGFP. Secciones resaltadas en verde representan que pertenecen al gen
hrGFP

Oligo | Regién | Secuencia 5[] 3’ Tamafio | Posicién

amplicé | enla

n secuenci

a.

F1 Nsp2 CTACTATCCTGCACAAGGTG 2351~23
70
(PRRS
NVSL

355 97-7895)

R1 hrGFP- | CTGCTTGCTCACCATGGTGCTCTCTGGCAAGCTCTTGACAG 2662~27

Nsp2 ACTTTG 05

(PRRS

NVSL

97-7895)

F2 Nsp2- CAAAGTCTGTCAAGAGCTTGCCAGAGAGCACCATGGTGAGC 4737~47

hrGFP | AAGCAG 84 (pNF-

800 kB)

R2 Nsp2- GCGGGGACAGGTTTGTTCCCTTACACCCACTCGTGCAG 5473~55

hrGFP 10

(pNF-kB)

F3 hrGFP- | CTGCACGAGTGGGTGTAAGGGAACAAACCTGTCCCCGC 2667~27
Nsp2 04
(PRRS
NVSL
97-7895)

840

R3 Nsp2 | GGTGTCTCGAGTATCATCTTTG 3481-35
02
(PRRS
NVSL
97-7895)
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Después se realizé una modificacibn al oligo F1 para poder llevar a cabo la
amplificacién del segmento 1 de nsp2, se agregaron 9 nucleétidos en el extremo 3" para
aumentar la Tm a 66.35 °C y se le asigné el nombre de F1.1-nsp2. En la tabla 2 se muestra la
secuencia completa de los oligos y sus temperaturas de fusiéon (Tm).

Tabla 2. Secuencia de oligos para amplificar dos segmentos de nsp2 y el gen hrGFP del plasmido NF-kB-hrGFP y sus
temperaturas de fusién (Tm) correspondientes. La asignacion de la letra F en el nombre de los oligos hace
referencia a “Forward” y la letra R a “Reverse”. Secciones resaltadas en verde representan que pertenecen al gen
hrGFP

Oligo | Secuencia 5’(1 3’ Tm Pb
F1- CTACTATCCTGCACAAGGTG 53.9 20
nsp2

F1.1- CTACTATCCTGCACAAGGTGACGAGGTTC 66.35 29
nsp2

R1- CTGCTTGCTCACCATGGTGCTCTCTGGCAAGCTCTTGACAGACTT 66.7 47
nsp2- &

hrgfp

F2- CAAAGTCTGTCAAGAGCTTGCCAGAGAGCACCATGGTGAGCAAGC 56.8 47
hrgfp | AG

R2- GCGGGGACAGGTTTGTTCCCTTACACCCACTCGTGCAG 56.7 38
hrgfp

F3- CTGCACGAGTGGGTGTAAGGGAACAAACCTGTCCCCGC 64.4 38
nsp2-

hrgfp

R3- GGTGTCTCGAGTATCATCTTTG 54.6 22
nsp2

Amplificacion de hrGFP.

Para la amplificacion del gen hrGFP se utiliz6 una polimerasa de alta fidelidad (Jena
Bioscience, cat.No PCR-204L). Se llevé a cabo una PCR con un volumen de reaccion de 50 l,
utilizando 5 pl de Buffer Alta Fidelidad 10x, 0.5 pl (2.5 unidades/ul) de polimerasa de alta
fidelidad, 1 pl de dNTPs (10mM) (cat.No R0192, Thermo Scientific), 1 yl de cada oligo (F2-
hrgfp, R2-hrgfp a 10uM), 1 yl de ADN plasmidico de NF-kB (17 ng/ul), y 40.5 pl de agua grado

PCR (Jena Bioscence cat.No PCR-258-100). Las condiciones en el termociclador fueron las
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siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min y 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C
por 30 seg, alineacion de 60 °C por 50 segundos, extension a 72 °C durante 50 segundos y
extension final de 72 °C por 5 min.

Se realiz6é un gel de agarosa al 1 % en un volumen de 40 ml, se cargaron 10 pl de la
muestra con 2 yl de SYBR green DNA stain (Jena Bioscience cat.No PCR-275) y 5 pl de agua.
Se cargaron 2 yl de marcador molecular 1 kb Plus ADN (Invitrogen, cat. No 00784519 a 0.5
Mg/uL) con 1 ul de SYBR Green DNA stain 6x (Jena Bioscience, cat.No PCR-275) y 7 ul de
agua. La electroforesis se corrié durante 35 minutos a 100v. Posteriormente se realizé la
purificacién del producto de PCR de hrGFP con el kit “PCR purification” de Jena Bioscience
(cat.No #PP-201S).

Amplificacion de dos segmentos de nsp2.

La amplificacion de los segmentos de nsp2 se realizé en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Se utilizd6 el ADN del
plasmido pFL12 original (donado por el doctor Asit K. Pattnaik). Se realizaron dos reacciones
de 12.5 yl: 7 ul de Universal SYBR Green Supermix de BIORAD (cat.No 1/252/1), 1 ul de los
oligos F1.1-nsp2 y R1-nsp2-hrgfp (10uM) para el segmento 5 (355 pb), F3-nsp2-hrgfp y R3-
nsp2 para el segmento 3’ (840 pb), 1 ul de ADN pFL12 (10 ng/ul) y 3.5 ul de agua MilliQ.

Las condiciones en el termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 95
°C por 2 min y 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 15 segundos, alineacién de 60 °C por
30 segundos, extension a 72 °C durante 30 segundos y extension final de 72 °C por 4 min.

Se realiz6 un gel de agarosa al 1%, se cargaron 8 yl de marcador molecular de 100 pb
205 ng/ul (Jena Bioscience cat.No M-205S) se cargé toda la reaccion con 1 ul de Buffer de
carga. Se corrio durante 35 minutos a 100 v. Posteriormente se realizé la purificacién de los
fragmentos del gel de los dos segmentos de nsp2. Se utilizé el kit “Agarose gel extraction” de
Jena Bioscience cat No. PP-202S.

PCR de sobrelapacion.

Se realiz6 una primera reaccién de 50 pl para unir el fragmento de nsp2 (355 pb) al extremo 5’
del gen hrGFP. Se agregé 5 ul de Buffer Alta Fidelidad 10x, 1 yl de dNTPs (10mM), 1 ul de
cada oligo (F1-nsp2, R2-hrgfp a 10 uM), 2 ul de una dilucién 1:10 de la purificacion de hrGFP
(18.17 ng/ul), 1 pl del fragmento 3 (355 pb) de nsp2 (34.4 ng/ul), 0.5 pl de polimerasa de alta
fidelidad (2.5 U/pl) y 38.5 pl de agua grado PCR (Jena Bioscence cat.No PCR-258-100).
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Las condiciones en el termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94
°C por 5 minutos y 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, alineacién a 58 °C por
1 minuto, extensién a 72 °C durante 90 segundos y extension final de 72 °C por 10 minutos.

Se realizé un gel de agarosa al 1% de 40 ml, se cargd 15 ul de la reaccion (139.5 ng/ul
con 3 ul de SYBR Green DNA stain 6x (Jena Bioscience cat.No PCR-275), se cargaron 2 ul de
marcador 1kb plus 0.5 pg/uL (Invitrogen, cat. No 00784519) con 1 ul de SYBR Green DNA stain
6x y 7 ul de agua. Se purificd la reaccion de PCR con el kit “PCR purification kit” de Jena
Bioscience (cat.No #PP-2015S).

Se realiz6 una segunda reaccion para fusionar el fragmento restante de nsp2 (840 pb)
al extremo 3" del gen hrGFP. Se agreg6 5 ul de buffer de alta fidelidad 10x, 1 pl de dNTPs
(10mM), 1 ul de cada oligo (F1-nsp2, R3-nsp2 a 10 uM), 2 ul de la purificacion de la fusion
nsp2-5-hrGFP (13.95 ng/ul) y 2 pl del fragmento 3 (840 pb) de nsp2 (18.9 ng/ul), 0.5 ul de
polimerasa de alta fidelidad (2.5 U/ul) y 37.5 ul de agua de grado PCR (Jena Bioscence cat.No
PCR-258-100). Las condiciones en el termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacién
inicial a 94 °C por 5 minutos y 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, alineacion a
60 °C por 1 minuto, extension a 72 °C durante 120 segundos y extension final de 72 °C por 10
minutos.

Se realizé un gel de 40 ml de agarosa al 1%, se cargaron 15 pl (6 ng/ul) de la muestra
con 3 ul de SYBR Green DNA stain 6x y se cargaron 2 uyl de marcador 1kb plus ADN
(Invitrogen, cat. No 00784519 a 0.5 ug/uL) con 1 ul de SYBR y 7 pl de agua. Se realiz6 la
purificacién de la reaccion de PCR y del gel de la fusion completa nsp2-hrGFP con los kits
“PCR purification kit” y “Agarose gel extraction” de Jena Bioscience (cat.No #PP-201S y cat.No
PP-202S).

Digestion de pFL12.

El pFL12 fue digerido con las enzimas Xhol y Spel (Jena Bioscience, cat.No EN-134S y EN-
E2398-02, respectivamente). En un tubo eppendorf de 0.5 ml se agregaron 5 pl de Buffer
Universal 10x, 3 pl de ADN plasmidico de la clona 19 (401 ng/ ul), 0.5 pl de Xhol (10 U/pl) y
11.5 pl de agua MilliQ. La reaccion se incubé en bafio maria a 37°C durante 45 minutos.
Posteriormente se agrego 1 pl de la enzima Spel (10 U/ul) y se incub6 nuevamente durante 15
minutos. Se realizé un gel de agarosa al 1% de 50 ml y se cargaron 20 pl de la reaccion de
restriccion con 5 yl de SYBR Green DNA stain 6x (Jena Bioscience cat.No PCR-275). Se cort6
la banda y se purificd con el kit “Agarose gel extraction” (Jena Bioscience cat.No PP-202S).
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Ligacion del fragmento nsp2-5-hrGFP-nsp2-3” a pFL12.

Para la ligacion se utilizo la enzima T4 ADN ligasa (Jena Bioscience cat No. EN149S). Se
agregaron 2 ul de Buffer T4 ligasa, 0.4 ul de T4 ADN ligasa (80000 CE units), 15 pl del
fragmento nsp2-5-hrGFP-nsp2-3° (6 ng/ul) y 2.6 pl de pFL12 digerido (7.3 ng/ul), para lograr
una proporcién aproximada de 10:1. La reaccioén se incubéd en el termociclador a 25°C durante

15 minutos.

Transformacion bacteriana.

La transformacién se llevo a cabo por el método de choque térmico y se utilizé la cepa de E.
coli SUREZ2. Las bacterias se descongelaron en hielo y se tomaron 100 ul para colocarlos en un
tubo de polipropileno previamente enfriado, se agregdé 1 ul del producto de ligacion (pFL12-
hrGFP), 280 ng/ul y se incubd 30 minutos en hielo. Se precalenté medio NZY a 42°C en bafio
maria. Transcurrido el tiempo de incubacion en hielo se realizé el shock térmico a 42°C por 30
segundos. Posteriormente, se agregé 1 ml de medio NZY precalentado y el tubo se incub6 a
37°C a 250 rpm durante una hora.

Para la siembra de la transformaciéon se realizaron 3 diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000. Se
tomaron 100 pl de cada dilucion y se sembraron en cajas Petri con agar LB adicionadas con

ampicilina (100 pg/pl).

Comprobacion de transformacion.
Para verificar que la transformacion fue exitosa se crecieron colonias transformadas en tubos
con 5 ml de caldo LB con ampicilina (100 pg/ul). Se dejaron incubar toda la noche a 37°C a 250

rpm. Posteriormente se realizé extraccion de plasmido por lisis alcalina de cada colonia.

PCR del fragmento nsp2-5-hrGFP-nsp2-3” de colonias transformadas.
Se realizé una PCR del ADN plasmidico extraido de las primeras 12 colonias transformadas
para amplificar el fragmento fusionado nsp2-5-hrGFP-nsp2-3’, se agregaron 5 ul de Buffer 10x,
1 ul de cada oligo (F1-nsp2, R3-nsp2-hrgfp 10uM), 1 pl de ADN, 0.5 ul de polimerasa de alta
fidelidad (Jena Bioscience, cat.No PCR-204L) (2.5 unidades/ul), 1 yl de dNTPs 10mM (cat.No
R0192, Thermo Scientific) y 40.5 ul de agua grado PCR (Jena Bioscence cat.No PCR-258-
100).

Las condiciones en el termociclador fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5
minutos y 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 1 minuto, alineacién a 60 °C por 1 minuto,

extension a 72 °C durante 120 segundos y extension final de 72 °C por 10 minutos. Se elabor6
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un gel de 40 ml de agarosa al 1%, se cargaron 15 uyl de muestra con 3 ul de SYBR ADN stain

6x (Jena Bioscience cat.No PCR-275) y se corrié durante 40 min a 100v.

Digestion de colonias transformadas.

Para corroborar la correcta insercién del fragmento nsp2-5-hrGFP-nsp2-3° se realizé la
digestion de las colonias transformadas. Se agregaron 5 ul de Buffer Universal, 3 ul de ADN
plasmidico de la clona 19 (401 ng/ul), 0.5 pl de Xhol (10 u/ul) y 11.5 ul de agua MilliQ. Se dej6
incubar 45 minutos a 37°C, posteriormente se adicion6 1 ul de Spel (10 U/ul) y se dejo incubar
15 minutos mas. Se realizé un gel de 30 ml al 1% de agarosa, se carg0 toda la muestra con 4
ul de SYBR ADN stain 6x (Jena Bioscience cat.No PCR-275) y se corrié el gel durante 30

minutos a 90 v.

PCR de hrGFP de colonias transformadas.

Se realiz6 un PCR para la regién del gen reportero (hrGFP) de la colonia 3 de la
transformacion. Se utilizé la enzima Taqg polimerasa 5 U/ul de Thermo Scientific (cat.No
00185162). Se agregaron 5 pl de Buffer 10x, 1 pl de cada oligo (F2-hrgfp, R2-hrgfp 10uM) 1 ul
de dNTPs 10mM (cat.No R0192, Thermo Scientific), 2 pl de MgCl, 50 mM (Invitrogen cat.No
2097564), 1 ul de ADN (967.8 ng/ul), 0.5 uyl de Taq polimerasa 5 U/ul (Thermo Scientific cat.No
EP0402) y 38.5 ul de agua. Se incluyd, también, un control positivo del gen hrGFP, que
corresponde a la amplificacién de la regién hrGFP del plasmido NF-KB-hrGFP, para comprobar
si la colonia 3 transformada tenia insertada esta region. Las condiciones en el termociclador
fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos y 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
por 30 segundos, alineacion a 60 °C por 50 segundos, extension a 72 °C durante 50 segundos

y extension final de 72 °C por 5 minutos.

Células A549 y A549-GFP.

Las lineas celulares utilizadas para la estandarizacion del fluorimetro fueron A549 y A549-GFP.
Las células A549 son células humanas de epitelio alveolar basal. Esta linea celular fue
desarrollada en 1972 y se obtuvo de un tumor canceroso pulmonar extirpado de un hombre
caucasico de 58 afios (Cell Biolabs and Inc, 2010). Son de naturaleza escamosa, pero in vitro
puede llegar a crecer como una monocapa. Las células A549-GFP expresan establemente el

gen reportero verde fluorescente del organismo Aequorea victoria.
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Medio de cultivo para células.

El medio de cultivo utilizado fue DMEM 1x (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) de Gibco
(cat.No 11965092). DMEM es un medio basal especifico para células de mamiferos (Cell
Biolabs and Inc, 2010). Normalmente en este medio se cultivan células como: neuronas,
células gliales, células de musculo liso, células endoteliales de la vena umbilical humana, etc
(ATCC, 2002).

Método de cultivo celular.
El cultivo celular consiste en el conjunto de técnicas que permiten la obtencién de poblaciones
celulares In vitro conservando sus propiedades (Segretin, 2003). Las células A549 y A549-GFP
fueron donadas por la Dra. Rosa Elvira Nufiez Anita de la facultad de Veterinaria de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las células fueron recibidas en un tubo
Falcon de 50 ml con medio DMEM, el tubo se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos, se
descart6 el medio y el pellet de células se resuspendié en 6 ml de DMEM. El medio DMEM con
rojo de fenol se preparé de la siguiente manera: 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco, cat.
No 16000-044), 2% de L-glutamina 200 mM (100x) (Gibco, cat.No 25030-081), 1% de
gentamicina (10 mg/ml)(Gibco cat.No 15710-064). En cajas de cultivo celular de 100 mm x 20
mm (NEST, cat. No 704001) se agregaron 4 ml de medio DMEM y 1 ml de la suspension de
células A549 y Ab49-GFP respectivamente. Se dejaron incubando a 37°C con una
concentracion de 3% de CO..

A las células cultivadas se les realiz6 un pase cada 2 dias, para el pase: se agregaron 2
ml de PBS a cada caja de células para lavarlas, se retir6 el PBS y se agregd 1 ml de tripsina.
Para dejar actuar la tripsina, las células se conservaron en la incubadora (37°C, 3% COy)
durante 7 minutos, aproximadamente. Se observaron las células en el microscopio para
verificar que se hubiesen despegado de la superficie de la placa y se adicion6 1 ml de DMEM
para inactivar la tripsina. Después se realizé el conteo de células, se tomaron 10ul de las
células y se colocaron en una placa de 96 pozos para realizar una dilucién 1:1 con azul de
tripano. Se resuspendieron muy bien y se colocaron 10 ul en la camara Neubauer. Del total de
células en la caja, se tomaba el volumen correspondiente para tener aproximadamente 300,000
células en una nueva placa de cultivo celular.

Para las células A549 se realizaron seis pases antes de almacenarlas y para las células
A549-GFP se realizaron nueve pases. En el Ultimo pase de cada linea celular, se lleg6 hasta la
etapa de inactivar la tripsina, el contenido de todas las cajas se colocé en un tubo falcon de 50

ml y se siguio el procedimiento del conteo de células, pero tomando la muestra del tubo falcon.

32



Se centrifugaron las células durante 15 minutos a 3000 rpm, se desechd el sobrenadante y el
pellet se resuspendié en 2 ml de SFB, se agregaron 2 ml de DMSO y 12 ml mas de suero
bovino fetal, se mezclé bien, se realizaron alicuotas de 1 mly se guardaron a -80°C.

Preparacion de las células A549.
Para la medicion de fluorescencia se colocaron aproximadamente 4,000 células en cada pozo
de una placa de 96 pozos. La medicion se dividio en tres grupos:
1. Pozos con células A549 y medio DMEM sin rojo de fenol. (6 pozos)
2. Pozos con células A549-GFP y medio DMEM sin rojo de fenol. (9 pozos)
3. Medio DMEM sin rojo de fenol. (3 pozos)
Se dejaron incubando durante toda la noche (37°C, 3% CO,) para realizar la medicién de

fluorescencia a la mafiana siguiente.

Medicion de fluorescencia de células A549 y A549-GFP.

En este proyecto se utilizé un fluorimetro disefiado y adaptado a las instalaciones de la Escuela
Nacional de Estudios Superiores (ENES) unidad Ledn. El equipo fue construido por el profesor
e investigador Aaron Vélez Ramirez. El fluorimetro consta de tres subsistemas: de excitacion,
de medicion de fluorescencia, y de control e interfaz gréfica. El subsistema de excitacion emite
luz de excitacién a la longitud de onda e intensidades necesarias y especificas para excitar la
emision de la GFP. El subsistema de medicién de fluorescencia conduce, filtra y cuantifica la
fluorescencia emitida. Finalmente, el sistema de control e interfaz grafica controla a los otros
dos subsistemas en respuesta a drdenes del usuario. En la figura 7 se muestra la estructura
del fluorimetro que se encuentra en la ENES Ledn.

La fuente de excitacion del fluorimetro esta compuesta por una lampara LED blanca de
alto poder y un circuito electronico que alimenta de corriente eléctrica al LED que permite que
pueda recibir 6rdenes de la computadora como apagar, encender y regular la intensidad del
LED, también cuenta con un filtro de excitacién tipo “bandpass” de 472x30 nm. La intensidad
de la luz de la placa fue medida por un medidor de luz (modelo LI-250Q) y un sensor cuantico
(Modelo LI-190R) ambos del fabricante Li-Cor (Lincoln, Nebraska, USA). Se utiliz6 un fotodiodo
modelo PDA100A2 de ganancia variable del fabricante ThorLabs (Newton, New Jersey, USA).
Se utilizé un DAQ multifuncional modelo NI-6361 con interfaz PCle del fabricante NI (Austin,
Texas, USA)

El fluorimetro se establecié con una luz de excitacion a 472 nm, que es percibida como

luz azul para el ojo humano, y se midio la fluorescencia de cada pozo con células, las muestras
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medidas fueron las mencionadas en la seccién anterior: células A549, A549-GFP y medio
DMEM sin rojo de fenol como blanco.

Para validar las mediciones realizadas por el fluorimetro, se midieron las mismas
muestras con un equipo de referencia, en nuestro caso se utiliz6 el microscopio de
fluorescencia modelo MD5000 B de la marca Leica, que cuenta con una camara modelo
MC170 HD con una resolucién de 24 bits y que se maneja con el software LAS v4.13 y un filtro
de excitacién (modelo Leica 11504164 BZ:00). Se tomaron fotografias de todas las muestras
con 200 ms de exposicion, ganancia 6x y magnificacién 50x. De cada una de las fotografias se
cuantificd el nivel promedio de canal verde usando el software ImageJ. Se realizaron pruebas
estadisticas para comprobar que el fluorimetro podia detectar la fluorescencia de una manera
comparable con un equipo de referencia como lo es el microscopio de fluorescencia. Se utilizé

Rstudio para realizar una prueba ANOVA, una prueba posthoc Tukey.

Figura 7. Subsistema de excitacién del fluorimetro disefiado y adaptado en las instalaciones de la ENES Unidad
Ledn para la medicién de hrGFP y GFP. La seccion A sefiala la guia liquida de excitacidn, la seccion B muestra el
bloque que contiene el filtro de excitacidn y la seccién C muestra la guia liquida de emisién.
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Secuenciacion de fragmentos fusionados.
Los fragmentos generados mediante PCR vy utilizados para la PCR de sobrelapacion se
secuenciaros mediante el método de Sanger. Se secuenciaron los dos fragmentos de nsp2
(355 pb y 840 pb) con los oligos F1-nsp2 y F3-nsp2 (Tabla 2), se secuencid el producto de la
primera parte de la PCR de sobrelapacién (nsp2-5"-hrGFP) en dos fragmentos, utilizando los
oligos F1-nsp2 y F2-hrgfp respectivamente, por Ultimo, se secuencié el producto final de la PCR
de sobrelapacion (nsp2-5-hrGFP-nsp2-3') dividiéndolo en tres fragmentos con los oligos F1-
nsp2, F2-hrgfp y F3-nsp2 respectivamente.

Se decidié secuenciar el genoma completo de la clona infecciosa en el plasmido pFL12-
GFP mediante secuenciacion de lllumina. Se prepar6 la muestra de ADN total de la clona 3 con
el kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (cat.No D6005) siguiendo las recomendaciones
del fabricante Zymo Research. La muestra se secuencié en el Centro Nacional de Servicios de
Diagnéstico en Salud Animal (CENASA) de la SENASICA, que es parte de la SADER.
Mediante el uso de un secuenciador de segunda generacion MiSeq de lllumina, se realizé una
secuenciacion pareada de 150 pb mediante el uso del kit Nextera DNA Flex Library (lllumina)
siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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RESULTADOS

Los segmentos de hrGFP y nsp2 se amplificaron de los plasmidos NF-kB-hrGFP y
pFL12.

Se amplificaron tres segmentos, el gen hrGFP extraido de la secuencia del plasmido NF-KB-
hrGFP y dos segmentos del gen nsp2 de PRRSV, obtenidos de la clona infecciosa pFL12 (Ha
M. Truong et al., 2004). Se obtuvo el fragmento hrGFP con una longitud de 800 pb de bases
como se muestra en la figura 11 seccién A. Las amplificaciones de los segmentos de nsp2
corresponden a las longitudes de 355pb y 840pb, respectivamente, como se muestra en la

figura 11 seccion B.
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Figura 11. Amplificacion del gen hrGFP (A) con una longitud aproximada de 800 pb (carril 2) y marcador molecular
de 1kb (carril 1) en un gel de agarosa al 1%. Amplificacién de dos fragmentos de nsp2 de PRRSV con una longitud
de 355pb (carril 3 y 4) y 840pb (carril 5) respectivamente, marcador molecular de 1kb (carril 1) y marcador
molecular de 100 pb (carril 2).
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La fusion hrGFP con dos fragmentos de nsp2 se obtuvo mediante una PCR de
sobrelapacion.

El gen hrGFP fue insertado en la posicion 449 del gen nsp2 de PRRSV y esto se llevé a cabo a
través de la técnica de PCR de sobrelapacion o también conocido como PCR de fusion. En la
figura 12 se ilustra el procedimiento del PCR de sobrelapacién (A). Donde se amplificaron tres
fragmentos: La region 5 del gen nsp2 de PRRSV con los oligos F1.1-nsp2, R1-nsp2-hrgfp
(tabla 2), el gen reportero hrGFP con los oligos F2-hrgfp, R2-hrgfp y la region 3’ de nsp2 con
los oligos F3-nsp2-hrgfp, R3-nsp2 (figura 12-A (1)). Se realiz6 una primera reaccion de PCR
de fusion donde se unieron los fragmentos nsp2-5’ y el gen reportero hrGFP (figura 12-A (2))
por medio de los oligos F1-nsp2 y R2-hrgfp (tabla 2). En una segunda reaccion de PCR de
fusion se unié el fragmento nsp2-5’-hrGFP con el fragmento nsp2-3’ con los oligos F1-nsp2 y
R3-nsp2 (Tabla 2), obteniendo asi el fragmento fusionado nsp2-5’-hrGFP-nsp2-3’ (figura 12-A
(3)). Se realizé la digestion del plasmido FL12 con las enzimas Xhol y Spel, para retirar un
fragmento de la secuencia de nsp2 y sustituirla por el fragmento fusionado con el gen reportero
(figura 12(B)) por medio de la ligacién con la enzima T4 ligasa. Obteniendo asi una clona
infecciosa fluorescente del PRRSV (figura 12 (C)).
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Figura 12. (A) PCR de sobrelapacion, se realizaron tres amplificaciones, el extremo 5’ de nsp2 del virus del PRRS, el
gen reportero hrGFP y el extremo 3’ de nsp2 (1-A). Se realizd una PCR con los oligos F1 y R2 (tabla 2) para fusionar
el extremo 5’ de nsp2 con hrGFP (2-A). A través de una segunda reaccion de PCR con los oligos F1 y R3 se fusiond el
fragmento Nsp2 5’-hrGFP con el fragmento 3’ de nsp2 (3-A). Digestion del plasmido pFL12 con las enzimas Xhol y
Spel, para la sustitucion del fragmento nsp2 por el fragmento fusionado (B). Se obtuvo una clona infecciosa
fluorescente del virus del PRRS (C).

38



En la figura 13 se muestra el resultado de la primera unién del fragmento nsp2-5’ (355
pb) con hrGFP (800 pb), que resulta en un fragmento de aproximadamente 1,155pb (A). Se
muestra también el tamafio total de la fusion nsp2-5’-hrGFP (1195 pb) con el fragmento nsp2-3’
con una longitud de 840 pb, dando como resultado un fragmento de 1995 pb (Figura 12 (B)).
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Figura 13. PCR de fusidn de dos fragmentos de nsp2 de PRRSV con el gen hrGFP. Seccién (a), union del fragmento
nsp2 (355pb) al extremo 5’ de hrGFP (carril 2) y marcador molecular de 1kb (carril 1). Seccién (b) union de el
fragmento nsp2 (840pb) al extremo 3’ del fragmento hrGFP obteniendo un fragmento de 1,995 pb (nsp2-hrGFP-

nsp2).
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La digestidon de pFL12 se obtuvo con las enzimas Xhol y Spel.
Se digirio el plasmido pFL12 con las enzimas Xhol y Spel, y se corri6 la reaccion en un gel de
agarosa al 1%. Se obtuvo que la banda del plasmido digerido mostrada en el carril 4 de la

figura 14, tuvo un mayor tamafio que el plasmido no digerido (figura 14, carril 2).
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Figura 14. Digestion de la clona
pFL12. En el carril 1 se muestra el marcador molecular 1kb, en el carril 2 se muestra la clona sin digerir y en el carril

4 la clona pFL12 digerida con las enzimas Xhol y Spel.
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Se encontré una posible colonia transformada por medio de una PCR de hrGFP.

Se realizo la digestion del plasmido pFL12 (clona 19) con las enzimas Xhol y Spel y se ligo el
fragmento nsp2-hrGFP-nsp2, que contiene en su secuencia los mismos sitios de restriccién de
las enzimas mencionadas. Posteriormente a la ligacion se realiz6 una transformacion
bacteriana por choque térmico en bacterias E.coli cepa SURE2.

Para comprobar si la transformacién habia sido exitosa, se realizdé extraccion de ADN
plasmidico de al menos 20 colonias y se realiz6 una PCR para amplificar el gen hrGFP, para
poder identificar cuales colonias portan el plasmido pFL12-hrGFP. Se identificd que la colonia
namero 3 tuvo un resultado positivo para el PCR de hrGFP, resultado que se muestra en la

figura 15.

1 kb

Figura 15. PCR de hrGFP de la colonia transformada nimero 3. Marcador molecular 1kb (carril 1), control positivo
de la amplificacion de hrGFP obtenida del plasmido NF-KB-hrGFP con un tamafio esperado de 800 pb (carril 2),
amplificacidn de hrGFP de la colonia transformada 3 (carril 3).

Se secuenciaron los fragmentos fusionados en la PCR de sobrelapacion.

Los fragmentos nsp2-57, nsp2-3’, la primera fusiéon nsp2-5"-hrGFP y la fusion completa nsp2-5-
hrGFP-nsp2-3" se mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnologia, UNAM. Los resultados
de la secuenciacién se alinearon a la secuencia de pFL12-hrGFP utilizando el programa

Snapgene.
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Se obtuvo la secuencia de dos fragmentos de nsp2 de PRRSV denominados en esta
investigacion como nsp2-5" y nsp2-3°, y se realiz6 un alineamiento a una secuencia de
referencia (pFI12-hrGFP), el resultado se muestra en la Figura 16. Se puede apreciar que las
flechas marrones, que corresponden a los alineamientos, se unieron a las regiones esperadas
densp2 (5"y3).

tet promoter

nsp2-5° nsp2-3° Factor Xa site

Figura 16. Alineamiento de los fragmentos 5" y 3" de nsp2 a pFL12-hrGFP utilizando Snapgene. La linea negra
representa la secuencia de pFLI2-hrGFP, la linea azul es la anotacién del genoma de PRRSV, en la parte inferior en
color amarillo se muestra la anotacion de los fragmentos 5” y 3" de nsp2, en color verde se anoté la regién del gen
reportero. La linea amarilla superior muestra la zona de alineamientos, dénde las flechas de color marrén
corresponden a los alineamientos. La regidn en la que los alineamientos aparecen en la secuencia de pFL12-hrGFP
confirma que son los fragmentos de nsp2 esperados.

Se obtuvo la secuencia de la primera fusion (nsp2-5"-hrGFP) que consiste en la union
del fragmento nsp2-5" con el gen reportero hrGFP. Podemos observar en la figura 17 que el
fragmento fusionado se secuencié con los dos oligos Forward (Tabla 2) de cada fragmento, ya
gue la secuenciacion alcanza una longitud aproximada de 800 pb, por eso se observan dos
alineamientos que corresponden a las flechas marrones que se encuentran en la linea amarilla
superior. La figura nos muestra que los fragmentos secuenciados coinciden tanto con la region

5’de nsp2 y hrGFP. Este alineamiento comprobd la correcta fusion entre nsp2-5" y hrGFP.
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Figura 17. Alineamiento de la fusidn nsp2-5'-hrGFP a pFL12-hrGFP utilizando Snapgene. La linea negra representa
la secuencia de pFLI2-hrGFP, la linea azul es la anotacidn del genoma de PRRSV, en la parte inferior en color
amarillo se muestra la anotacion de los fragmentos 5” y 3" de nsp2, en color verde se anoté la region del gen
reportero. La linea amarilla superior muestra la zona de alineamientos, las flechas de color marrén en la linea
amarilla corresponden a los alineamientos que realizamos. La fusidon nsp2-5-hrGFP se secuencié en dos
fragmentos los cuales estan representados con las dos flechas marrones en la linea amarilla. Se observa que alinea
al area esperada de nsp2 y al gen reportero fluorescente.

En la figura 18 se observa el alineamiento de la fusibn completa nsp2-5-hrGFP-nsp-3’,
este fragmento fusionado se secuencid en tres partes con los oligos, F1-nsp2, F2-hrGFP y F3-
nsp2 respectivamente (tabla 2). Al realizar el alineamiento se observé que existia un error de
secuenciacion con el primer fragmento secuenciado, por lo que se decidié descartar y solo
presentar el alineamiento de los dos fragmentos restantes. Las flechas marrones en la linea
amarilla corresponden a los alineamientos y se muestra que abarcan las regiones del gen

reportero y la parte 3" de nsp2. Lo que indica que la fusion se llevd a cabo correctamente.
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Figura 18. Alineamiento de la fusién nsp2-5"-hrGFP-nsp2-3" a pFL12-hrGFP utilizando Snapgene. La linea negra
representa la secuencia de pFLI2-hrGFP, la linea azul es la anotacion del genoma de PRRSV, en la parte inferior en
color amarillo se muestra la anotacion de los fragmentos 5° y 3" de nsp2, en color verde se anot6 la regidn del gen
reportero. La linea amarilla superior muestra la zona de alineamientos, las flechas de color marrén en la linea
amarilla muestran los alineamientos realizados. La secuenciacidn de la fusion se realizd en 3 fragmentos, sélo se
presentan dos de ellos debido a un error de secuenciacion. Los alineamientos (flechas marrones) estan abarcando
la region del gen reportero y la regidn 3" de nsp2. Lo que indica que la fusion se realizé correctamente.

Con los resultados de la secuenciacion de Sanger se comprobé la presencia de hrGFP
en la fusién dentro de nsp2. Se decidié secuenciar la clona infecciosa completa para corroborar
gue la secuencia estuviera completa y que no hubiese desplazamiento de los marcos de

lectura. El ensamblaje y analisis de las secuencias estan en proceso.

La fluorescencia de las células A549 y A549-GFP fue significativamente diferente.

Se tomaron fotografias de las células A549-GFP y A549 sin GFP usando el microscopio de
fluorescencia. En la figura 19 se muestran las fotografias de las células A549-GFP en campo
claro (A) y fluorescencia (B). También se muestran las imagenes de las células A549 sin GFP
en campo claro (C) y fluorescencia (D). En las imagenes B y D de se puede distinguir que las
células A549-GFP presentan un mayor nimero de células fluorescentes a comparacion de las
células A549 sin GFP (D). Se puede observar que tanto las células A549 y Ab49-GFP
presentan fluorescencia, esto debido a un fendmeno denominado autoflorescencia, por esto es
importante realizar una medicion cuantitativa, que ayude a confirmar la diferencia entre la

fluorescencia de las diferentes lineas celulares.
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Figura 19. Fotografias tomadas en microscopio de fluorescencia a 200 ms de exposicion, ganancia 6x vy
magnificacion 50x. Células A549-GFP en campo claro (A) y fluorescencia (B). Células A549 sin GFP en campo claro
(C) y fluorescencia (D).

Se realiz6 un boxplot con valores de significancia por la prueba Tukey para las
mediciones de fluorescencia en el microscopio (figura 20), la grafica nos muestra que existe
una diferencia significativa entre la fluorescencia emitida de las células A549 y A549-GFP. De
igual manera la figura 21 muestra la diferencia significativa de fluorescencia emitida entre las
células A549 con y sin GFP medida con el fluorimetro. Las condiciones de medicion que se
establecieron para medir fluorescencia de GFP de las células A549 fueron: una intensidad del
LED a 3000 pmol m* s, una ganancia de fotodiodo de 40 a 70 decibeles (dB), la frecuencia de
medicion del fotodiodo a 1kHz y la frecuencia de corte del filtro de sefial fluorescente a 10 Hz.

Posterior a la medicion de fluorescencia en el microscopio (figura 20) y en el fluorimetro
(figura 21), se realizaron pruebas estadisticas para comprobar la correcta funcionalidad del
fluorimetro, asi que se compararon los datos de las mediciones de ambos equipos mediante

una prueba ANOVA y una prueba Tukey.
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La prueba de ANOVA confirm6é que al menos un grupo muestra una intensidad de
fluorescencia diferente (valor P<0.002). La fluorescencia de las células con GFP fue
significativamente mayor que la fluorescencia de las células sin el gen reportero GFP y fue
confirmada por una prueba Tukey (valor P<0.05).
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Figura 20. Fluorescencia verde cuantificada con microscopio de fluorescencia. El eje X representa los diferentes
grupos celulares medidos y el eje Y representa el promedio de intensidad del canal verde en imagenes de

fluorescencia. Para el blanco, n=3, A549 n=6, y A549-GFP n=9. Nivel de significancia por prueba Tukey; valor-
P<0.001 (***) y valor-P<0.0001 (****).
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Figura 21. Fluorescencia verde cuantificado con el fluorimetro disefiado y construido en la ENES unidad Ledn. Eje Y
representa el promedio de fluorescencia medido por el fotodiodo en mV. Para el blanco, n=3, A549 n=6, y A549-
GFP n=8. Nivel de significancia por prueba Tukey; valor-P>0.05 (ns) valor-P<0.05 (*) y valor-P<0.01 (**).
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DISCUSION

En este trabajo se describe la metodologia para obtener una clona infecciosa fluorescente de
PRRSV a partir de la clonacion del gen hrGFP en el plasmido pFL12. La clona infecciosa
fluorescente permitira establecer un ensayo in vitro en donde se cuantifique la fluorescencia del
gen reportero para estimar la replicacion viral en cultivos celulares. Finalmente, estos ensayos
permitiran estudiar las interacciones virus-macrofagos para establecer marcadores de
activacion o restriccion de la respuesta inmunitaria ante la infeccion viral.

El gen hrGFP se fusion6 con la secuencia correspondiente a la proteina viral nsp2 de
PRRSV mediante PCR de sobrelapacion o superposicion. La PCR de superposicién es una
variante de la PCR que se utiliza para unir dos o mas fragmentos de ADN y crear un fragmento
largo fusionado que puede ser utilizado para distintos procesos como: mutagénesis dirigida, la
creacion de una delecion o un vector complementario (Lu, 2018). Para que la PCR de
sobrelapacion sea eficiente se deben de considerar dos factores muy importantes en el
proceso, como lo es el disefio de los oligos y la optimizacion del ciclo térmico (Lu, 2018). Los
oligos deben de medir aproximadamente de 20-30 pb, deben de ser superpuestos, es decir,
unirse entre si y su temperatura de fusion tiene que ser cercana o incluso idéntica para
propiciar una unién correcta.

Una de las principales ventajas de la PCR de superposicion es que es un proceso
rapido y econémico para fusionar diferentes fragmentos de distintas secuencias, también no
requiere de sitios de restriccion (Zhang, 2021). Algunas de las limitantes de este tipo de PCR
son, la longitud maxima de insercién de aproximadamente 7kb (Bryksin and Matsumura, 2013),
la concentracién de ADN en la muestra, el tamafio del vector de clonacién, ya que entre mas
grande sea el tamafio del plasmido la eficacia de la transformacion disminuye. También la
exposicion del fragmento fusionado a la luz ultravioleta puede dafiar el ADN, ya que
generalmente se trata de fragmentos muy largos. Otro factor que debe de considerarse es el
uso de una polimerasa de alta fidelidad en la PCR de superposicion, ya que los fragmentos
obtenidos suelen tener una longitud mayor y el error de la polimerasa puede aumentatr.

Se optd por seleccionar la técnica de PCR de sobrelapacién para el estudio realizado en
esta tesis, porque el objetivo fue unir tres fragmentos de ADN de dos diferentes organismos.
Dos fragmentos del gen nsp2 de PRRSV y el gen reportero hrGFP de Renilla reniformis. La
optimizacion del ciclo térmico y la concentracion de las muestras fue clave para obtener el
fragmento fusionado final. Uno de los problemas con los que nos enfrentamos fue la
amplificacion de los dos segmentos de nsp2, ya que la diferencia de la temperatura de fusion

de los oligos F1-nsp2, R1-nsp2-hrgfp y F3-nsp2-hrgfp, R3-nsp2 (Tabla 2) era muy grande,
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debido a la longitud de la secuencia de estos. Incluso se realiz6 una modificacién en el oligo
F1, creando una version F1.1, en la cual se le agregaron nucleétidos para optimizar el ciclo
térmico de la PCR y poder obtener la amplificacion de la secuencia de interés.

La clona infecciosa PRRSV-hrGFP se clon6 en un plasmido bacteriano para su
amplificacién. Los vectores bacterianos son comunmente usados para la generacion de clonas
infecciosas. Existen otras alternativas al uso de bacterias, como el uso de baculovirus. Por
ejemplo, se reporté la insercion del genoma de PRRSV en el baculovirus Autographa californica
multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) (Zheng et al., 2010). AcCMNPV es un virus con un
genoma circular de ADN de doble cadena con una longitud de 134 kb (Ayres et al., 1994;
Zheng et al., 2010). Una ventaja de los baculovirus es el gran tamafio y la flexibilidad de su
genoma, que les permite aceptar con facilidad la insercion de fragmentos largos de ADN
exégeno (Zheng et al.,, 2010). Este sistema representa una alternativa en caso de que la
replicaciéon del ARN de PRRSV se vea limitada en cuando a que se replique el genoma
completo o que la produccion de progenie viral sea de bajo niumero de copias.

Es de particular importancia seleccionar el promotor para la transcripcion del ARN viral,
en este caso se utilizé el T7. EI T7 es una secuencia promotora para la ARN polimerasa T7 que
se encarga de catalizar la produccién de ARN a partir de ADN. Este promotor se ha utilizado
recientemente para generar una clona infecciosa del virus coxsackie (Liu et al., 2019).

Sin embargo, el promotor puede variar dependiendo del tipo de virus, tamafio de su genoma y
su complejidad de replicacion. Por ejemplo, se describié que se agrego la ribozima del virus de
la hepatitis delta a una clona infecciosa del virus de la clorosis del tomate para mejorar la
eficacia de los clones infecciosos y se menciona la insercién del promotor CaMV 35S aguas
arriba del primer nucleétido de las secuencias virales de RNA1 y RNA2, respectivamente, esto
para evitar la presencia de nucleétidos no virales 5' (Navas-hermosilla, Fiallo-olivé and Navas-
castillo, 2021).

El PRRSV es un virus de ARN con un genoma relativamente pequefio (15.4 kb) por lo que es
viable utilizar el promotor T7 dentro del vector PBR322 para mantener y replicar el ARN para
estudios in vitro.

Actualmente los estudios de los mecanismos moleculares y los factores genéticos
virales se vuelven mas importantes debido al surgimiento de nuevas enfermedades. Para poder
estudiar estos mecanismos es fundamental tener acceso al material genético del virus de una
forma sencilla. Por lo que el uso de clonas infecciosas comienza a tornarse en una prioridad.
Ya que permiten obtener copias del virus de una manera mas rapida, sencilla y econdémica.

Uno de los principales retos para la creacion de clonas infecciosas es la inestabilidad y tamafio
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del genoma del virus que quiera insertarse en el pldsmido, aunque los avances en las técnicas
de clonacion han permitido superar poco a poco estas limitantes. Por ejemplo, en un articulo
reciente se reporto el desarrollo de dos clonas infecciosas de dos cepas del virus Usutu (Bates
et al., 2021) y en otro estudio se recupero virus del Nilo occidental de células transfectadas con
el ARN del virus obtenido de un sistema de dos plasmidos, este sistema se centr6 en separar
las regiones 5" y 3" del ADN del virus para la posterior transcripcion de ARN, los plasmidos
utilizados fueron NY-pA y NY-pB respectivamente para cada region (Vandergast and
Fredericksen, 2016).

Se comprobé que se puede cuantificar la fluorescencia de células a través del

fluorimetro. Existen estudios donde se describe la medicion de fluorescencia tanto cualitativa
como cuantitativa por medio del analisis con softwares de fotografias obtenidas con
microscopios de fluorescencia (Warke and Khot, no date; Kim, Choi and Kang, 2020).
En este estudio comprobamos que la medicion cuantitativa del fluorimetro disefiado en la
ENES Unidad Le6n, fue capaz de compararse con sistemas de medicion de fluorescencia
como los microscopios. Se comprob6 que es una forma mas rapida y eficaz de medir la emision
de fluorescencia de células como lo son las A549-GFP.

Se realizé la transformacion de bacterias con el producto de ligacion y se obtuvo una
colonia con la clona infecciosa fluorescente.

Finalmente, el uso de clonas infecciosas ha demostrado ser una herramienta util para
diversas aplicaciones. Por ejemplo, en un estudio se construy6 un clon infeccioso del virus del
Zika que expresa el gen reportero fluorescente EGFP. Donde, primero recombinaron a traves
de la técnica de PCR, el genoma del zika con el promotor del CMV, el EGFP, la ribozima del
virus de la hepatitis delta y la secuencia del terminador SV40 y, posteriormente, se cloné en el
vector pBAC11. Utilizando este plasmido recombinante la infeccién en células de humanos,
monos e insectos, fue exitosa (Gao et al., 2021).

Otra de las aplicaciones de las clonas infecciosas es para desarrollar medicamentos
antivirales y estudiar patégenos emergentes, ya que la construccion de clonas infecciosas
fluorescentes con patdgenos emergentes como lo es el SARS-CoV-2 facilitan la
estandarizacion de ensayos in vitro para la identificacion de compuestos que inhiben la
replicacion viral (Gao et al.,, 2021). También las clonas infecciosas son altamente utilizadas
para el desarrollo de vacunas, por ejemplo, se encontr6 que con un clon de ADNc del virus del
Zika atenuado fue altamente inmunogénica, no causé algun riesgo y ademdas proporciono

proteccion total contra la infeccion con el virus (Avila-pérez et al., 2020).
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Se confirm6 que las mediciones de fluorescencia usando nuestro fluorimetro dieron
resultados comparables con las mediciones en el microscopio de fluorescencia. Al realizar lo
andlisis estadisticos se comprobé que las mediciones realizadas en el fluorimetro son
confiables, ya que tuvieron un comportamiento similar a las realizadas en el microscopio. Es
importante considerar los diferentes factores que podrian causar diferencias en la confiabilidad
de las mediciones entre ambos sistemas, por ejemplo, analizando los sensores de ambos
sistemas, el sensor de la cAmara es menos sensible que el fotodiodo, ya que en el fotodiodo al
recibir luz que en este caso es la fluorescencia, la amplifica y genera un voltaje. Este voltaje se
mide con el DAQ, que es dispositivo recopilador de datos, el DAQ puede tomar una medicion
de voltaje cada 500 nanosegundos, en un segundo puede llegar a tomar hasta dos millones de
mediciones, al ser tan rapido necesita ser muy sensible a la luz, lo que provoca una medicién
mas precisa y sensible.

Todos los sistemas de medicién llegan a presentar ruido y los sistemas de medicién de
fluorescencia no son la excepcién, si comparamos los dos sistemas utilizados en este estudio,
el fluorimetro produce menos ruido que el microscopio debido al software con el que se maneja
el DAQ. Asi que podemos resaltar que el duo del fotodiodo-DAQ es superior a la camara del
microscopio, ya que la camara solo tiene una resolucion de 24 bits, 8 bits por cada uno de los
canales (RGB Red-Green-Blue), pero nuestro interés es el canal verde por lo que la resolucion
se mantiene so6lo en 8 bits, en comparaciéon con el DAQ que digitaliza la sefial con una
resolucién de 16 bits.

Ademas de la medicién de fluorescencia, ambos sistemas tienen otras aplicaciones, por
ejemplo, el microscopio puede utilizarse para marcaje de moléculas en células y tejidos, ya sea
para identificarlas o caracterizarlas, se utiliza para el estudio de células patoldgicas, para
estudios inmunolégicos y el fluorimetro puede aplicarse para la medicién de fluorescencia de

clorofila, o la medicion en tiempo real de células infectadas.
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CONCLUSION

La clona infecciosa de PRRSV con el reportero de GFP se gener6 mediante PCR de
sobrelapacion. Se utilizé la clona pFL12 que estd conformada por el plasmido pBR322 y el
genoma de PRRSV. Esta clona se dirigio con las enzimas Xhol y Spel, lo cual permitié eliminar
una regiobn de nsp2, para posteriormente sustituirla con el producto de la PCR de
sobrelapacion. El producto de la PCR consiste en la fusién de una region de nsp2 (misma que
se elimind en la digestion de la clona) con el gen reportero fluorescente hrGFP.

Encontramos que la medicién de la fluorescencia utilizando el fluorimetro creado en la
ENES Ledn fue similar a otro sistema de medicién establecido como el microscopio de
fluorescencia. Ya que se pudo comprobar la diferencia entre las mediciones en células A549 y
A549-GFP en ambos sistemas.

Con los resultados obtenidos concluimos que se acepta la hipotesis de este trabajo de
investigacion, ya que los objetivos especificos se llevaron a cabo y existe la informacion
suficiente que sustenta que el objetivo general de esta investigacion se cumplié. Concluimos
también, que este sistema puede contribuir al estudio de las interacciones virus-célula en
especifico para evaluar la respuesta inmune ante PRRSV. Ya que la creacién de una clona
infecciosa fluorescente no solo de PRRSV, sino de cualquier virus, puede facilitar el estudio de
los mecanismos que desarrollan los virus para la evasion de la respuesta inmune; nos permite

monitorear la replicacién del virus.

PERSPECTIVAS

Producir PRRSV-GFP para realizar ensayos de infeccion y estandarizar ensayos para estudiar
la interaccién virus-células. Se espera poder producir ARN del virus PRRSV-GFP para
transfectar macrofagos y medir la fluorescencia a diferentes horas y observar la evolucion de
infeccion viral. Se podrian aplicar diferentes tratamientos a las células para que, a través de la
medicion de fluorescencia, se puedan detectar cambios en la tasa de replicacién, como una
estrategia para descubrir medicamentos antivirales o inmunomoduladores. Se estableceria un
ensayo para detectar la influencia de factores de transcripcién en la replicacion del virus, por
ejemplo. Todo esto para generar informacion que pueda ayudar a la produccién de vacunas

eficientes contra el virus.
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