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Lista de Abreviaturas:

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

BCR: Receptor de linfocito B

CLRs: receptores de lectina tipo ¢

DAMP: patrones moleculares asociados a dafio o peligro
DEXA: Dexametasona

DMSO: Dimetilsulfoxido

GAGs: Glucosaminoglicanos

IFN-a1: Interferén alfa 1

IFN-y: Interferon gamma

LPS: lipopolisacarido

NFAT: Factor Nuclear de las células T activadas

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NSPS: Proteinas no estructurales

ORFS: Open reading frames

RTC: Complejo de replicacion y transcripcion viral
PAMP: Patrones moleculares asociados a patdgenos
pMA: Poli (&cido metacrilico)

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones
PRRSV: Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
SFB: Suero Fetal Bovino

TCR: Receptor de linfocito T

TLR: Receptor Tipo Toll
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3. Resumen

La respuesta inmune innata contra los virus de ARN es esencial para inducir sefales
tempranas que podrian limitar la patogénesis viral y activaran la respuesta inmune adaptativa
para eliminar la infeccion viral. El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSV) representa un modelo para comprender los mecanismos de sefializaciéon inmune
innatos que podrian desencadenar la eliminacion viral o permitir la persistencia en los cerdos.
La evidencia experimental muestra que las glicoproteinas virales pueden unirse al receptor
tipo Toll 4 (TLR4) e inducir la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) y el factor nuclear
de células T activadas (NFAT) para mejorar la expresion de citoquinas proinflamatorias. Es
fundamental evaluar los efectos inmunomoduladores de los péptidos en macréfagos porcinos
y evaluar el papel de TLR4 y NFAT en la cascada de sefializacion que induce la expresion de
citoquinas antivirales. En este trabajo evaluamos el efecto inmunomodulador del péptido
GP5T3 de la GP5 del PRRSV, solo o encapsulado en nanoparticulas de Poli (acido
metacrilico) (pMA), mediante la cuantificacion de la expresién de TLR4, IFN-a1 e IFN-y en
macrofagos porcinos, para dilucidar las vias de sefializaciobn inmunitarias innatas
involucradas en una respuesta antiviral protectora contra PRRSV. Los resultados indican un
aumento en la expresion de TLR4, IFN-a1 e IFN y 2 horas después de la estimulacion con el
péptido GP5T3 solo o encapsulado en nanoparticulas de pMA. Sin embargo, en el caso de
TLR4, existe un aumento de la expresion tras la estimulacion con el péptido GP5T3 solo o
encapsulado en nanoparticulas de pMA, pero no es comparable con el mayor nivel de
expresion inducido por la estimulacién con lipopolisacaridos (LPS). La sobreexpresion de
TLR4, IFN-y e IFN-a1 por parte de GP5T3 sugiere que GP5 de PRRSV desencadena la
activacion de vias de sefializacién inmunitarias innatas con efectos antivirales. Se propone
estudiar si el péptido puede unirse a TLR4 y activar la via de sefializacion de NFAT de manera

analoga al lipopolisacarido.



4.Abstract

The innate immune response against RNA viruses is essential to induce early signals that
could limit viral pathogenesis and will activate the adaptive immune response to clear the viral
infection. The porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) represents a
model to understand the innate immune signaling mechanisms that could trigger viral
clearance or enable persistence in swine. Experimental evidence shows that viral
glycoproteins can bind Toll-like receptor 4 (TLR4) and induce the activation of nuclear factor
kappa B (NF-kB) and nuclear factor of activated T cells (NFAT) to enhance the expression of
proinflammatory cytokines. It is essential to assess the immunomodulatory effects of the
peptides in swine macrophages and evaluate the role of TLR4 and NFAT in the signaling
cascade that induces the expression of antiviral cytokines. In this work we evaluated the
immunomodulatory effect of peptide GP5T3 from GP5 of PRRSV, alone or encapsulated in
Poly (methacrylic acid) (pMA) nanoparticles, by quantifying the expression of TLR4, IFN-al
and IFN-y in swine macrophages, to elucidate the innate immune signaling pathways involved
in a protective antiviral response against PRRSV. The results indicate an increase in the
expression of TLR4, IFN-al and IFN y 2 hours after stimulation with the GP5T3 peptide alone
or encapsulated in pMA nanopatrticles. However, in the case of TLR4, there is an increase in
expression after the stimulation with the GP5T3 peptide alone or encapsulated in pMA
nanoparticles, but it is not comparable to the higher level of expression induced by
lipopolysaccharide (LPS) stimulation. The overexpression of TLR4, IFN-y and IFN-al by
GP5T3 suggests that GP5 of PRRSV triggers the activation of innate immune signaling
pathways with antiviral effects. It is proposed to study whether the peptide can bind to TLR4

and activate the NFAT signaling pathway in an analogous manner to lipopolysaccharide.



5. Introduccion

5.1 Historia e Importancia del estudio de PRRSV

El virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRSV) provoca una enfermedad
gue causa problemas respiratorios en lechones y abortos en cerdas (Wensvoort, G. et al
1991; Meulenberg, J. 2000). El virus se aislé por primera vez hace tres décadas en los Paises
Bajos (Meulenberg, J. 2000) y desde entonces, ocasiona grandes pérdidas econdmicas en la
industria porcina a nivel mundial (Lopez-Heydeck et al., 2015). Llegando a ser la enfermedad
infecciosa porcina de mayor importancia econémica en todo el mundo (Lunney, J. et al.,
2016).

En México se report6 por primera vez en 1992 y desde entonces PRRSV ocasiona hasta el
10% de pérdidas anuales en la produccion de lechones en el pais (Lépez Heydeck et al.,
2013; Morrilla A, et al., 2003).

Lamentablemente el virus sigue estando presente en la mayoria de los paises de produccion
porcina ya que es muy dificil controlar la enfermedad. Esto es debido a la alta heterogeneidad
del virus y la falla de la respuesta inmune adaptativa del cerdo para proteger completamente
contra la reinfeccion, mediante anticuerpos neutralizantes (Dokland, T. 2010). Sélo se ha
notificado libre de la enfermedad a Australia (Shi et al., 2010), Suecia, Noruega y Nueva
Caledonia (L6pez-Heydeck et al., 2015).

5.2 Virus de PRRSV: Genoma, variabilidad y estructura

El virus PRRSV pertenece a la orden Nidovirales, familia Arteriviridae, género Arterivirus
(Lépez-Heydeck, S. et al., 2015). La forma del viribn de PRRSV se ha descrito como una
forma esférica u ovalada con un diametro aproximado de 50-60 nm (Lunney, J. et al., 2016).
Este virus se divide en dos genotipos: el virus europeo o tipo 1 y americano o tipo 2 (Dokland,
T. 2010). Tienen tan solo de 55 a 70% de identidad de nucleétidos entre los dos genotipos,
teniendo una diferencia considerable, tanto que se ha llegado a la hipétesis de que los dos
linajes han evolucionado por separado a partir de un ancestro en comdn muy lejano (Lunney,
J. et al.,2016; Dokland, T. 2010).



Con respecto a su genoma, estd conformado por ARN monocatenario de polaridad positiva,
el cual tiene un tamafio aproximado de 15 Kb que contiene 10 marcos de lectura abierta (orfs
-open reading frames) (Meulenberg, J. 2000; Lopez-Heydeck et al.,2015). Los orfla y orflb
codifican proteinas no estructurales ppla y pplab, las cuales se procesan en al menos 16
proteinas no estructurales (nsps) (Lunney, J. et al., 2016; Ma, J. et al., 2021). Mientras que
los orf2a, orf2b, orf3, orf4, orf5, orf5a, orf6, orf7 se traducen en la proteina (N) que forma la
nucleocapside y las glicoproteinas estructurales que forman una envoltura lipidica que
envuelve la membrana del virus como la glicoproteina M de membrana, E de envoltura, y las
glicoproteinas (GP2,GP3,GP4,GP5). Siendo la glicoproteina GP5 y la proteina de M los
principales componentes de la cubierta del virus (Meulenberg, J. 2000; Montaner-Trarbes et
al.,2019; Ma, J. et al., 2021).

5.2.1 La glicoproteina GP5

La glicoproteina GP5 es la proteina méas variable de PRRSV con solo un 51-55 % de identidad
de la secuencia entre los subtipos europeo y americano (Dokland, 2010). Esta proteina tiene
un peso molecular de 25 kDa, se compone de 200 aminoacidos (Lopez-Heydeck et al., 2015)
y es indispensable durante el proceso de infeccion ya que interacciona con los receptores de
sialoadhesina de macroéfagos alveolares de cerdo (Lépez-Heydeck et al., 2015). Ademas, se
han identificado diferentes epitopos capaces de inducir anticuerpos neutralizantes; lo que la
vuelve una proteina de interés para poder combatir esta enfermedad, ya que la finalidad de
todas las vacunas es obtener este tipo de anticuerpos (Thaa et al., 2013; Alcami, J et al.,
2020).

5.3 Vias de transmision y patogenia de PRRSV

Las vias de transmisién de PRRSV son por contacto directo con material contaminado por
orina, heces fecales, semen, saliva, secreciones mamarias y transplacentarias de animales
enfermos. Sin embargo, la via principal de infeccién es el contacto con animales enfermos
(L6épez Heydeck et al., 2015). La sintomatologia de PRRSV consiste en fiebre, anorexia,
postracion, disnea en cerdas gestantes, diarrea, enrojecimiento de la piel, pelaje aspero,
edema en parpados, conjuntivitis y depresion. Estos sintomas se empiezan a presentar a los

dos o tres dias después de la infeccién (Lager, K. 2002; Lopez Heydeck et al., 2015).
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La infeccion por PRRSV se divide en tres etapas: infeccion aguda, persistencia y extincion
(Lunney, J. et al., 2016). La primera etapa comienza cuando el virus de PRRSV entra por via
oro-nasal y genital, propagandose a través de los nddulos linfaticos e infectando
principalmente a macrofagos alveolares, células dendriticas y monocitos de los pulmones y
el tracto respiratorio superior. Esto deriva en una viremia que aparece entre 6 y 12 horas
después de la infeccién, la cual puede llegar a durar varias semanas a pesar de que se
encuentren anticuerpos circulantes (LOpez Heydeck et al., 2015; Lunney, J. et al., 2016). En
la segunda etapa, la carga viral disminuye tanto que no se suele detectar el virus en la sangre
y los pulmones. Durante este periodo, el virus se replica principalmente en érganos linfoides,
incluidos las amigdalas y los ganglios linfaticos, a excepcion del bazo. Posteriormente, en la
etapa final, la carga viral decae gradualmente hasta que el virus se extingue en el huésped
(Lunney, J. et al., 2016). Desafortunadamente, no se sabe exactamente cuando desaparece
el virus, ya que PRRSV tiene las capacidades de inmunosupresion e inmunoregulacion, que
le permiten prolongar el tiempo de viremia en los animales enfermos hasta 200 dias (Lépez
Heydeck et al., 22013; LopezHeydeck et al., 2015). Estas capacidades le permiten al virus
permanecer inadvertido hasta que, en condiciones favorables, vuelve a manifestarse (Lépez
Heydeck et al., 2013; Lunney, J. et al., 2016).

5.4 Huésped y células blanco de PRRSV

Los cerdos son el tnico huésped natural conocido del PRRSV (Lunney, J. et al., 2016) siendo
las células blanco los macréfagos de pulmén alveolar porcino y los monocitos (Pol J et al.,
1992; Lopez-Heydeck et al., 2015). Por otra parte, también se ha reportado que las células
dendriticas son permisivas al PRRSV (Lunney, J. et al., 2016; Loving, C. etal., 2007). Ademas
de los macrofagos porcinos, la linea celular de rifion de mono verde africano MA-104 y
derivados como MARC-145, son totalmente permisivos para la replicacién in vitro de este
virus (Lunney, J. et al., 2016; Kim, H. et al., 1993).

5.5 Replicacion de PRRSV

La replicacioén viral empieza cuando el virus entra en contacto con la superficie celular del
macrofago a través de glucosaminoglicanos (GAGSs) de sulfato de heparan. Esta interaccion
promueve la unién entre el virus con la sialoadhesina. La sialoadhesina es una glicoproteina

transmembranal de tipo 1. Esta glicoproteina funciona como un receptor de unién e
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internalizacién de PRRSV a través del proceso de endocitosis mediado por clatrina (Ma, J. et
al., 2021). Finalizado el proceso de endocitosis, el genoma viral se libera en el citosol, este
es traducido por los ribosomas de la célula infectada, empezando por las poliproteinas ppla
y pplab. Posteriormente, las proteasas de PRRSV hidrolizan y dividen a las poliproteinas en
al menos 16 proteinas no estructurales (nsps). Por ultimo, se arma el complejo de replicacion
y transcripcion viral (RTC), el cual es ensamblado por nsps. Este complejo se encarga de la
produccion de cadenas negativas de longitud completa y sub-genoma (sg) de PRRSV
utilizando un mecanismo de transcripcion discontinua. El sub-genoma sirve como molde para
la sintesis de ARNm (sg) de cadena positiva necesarios para expresar los genes de proteinas
estructurales (Van Breedam et al., 2010; Ma, J. et al., 2021). Posteriormente se ensamblan
los nuevos genomas de ARN generados por el RTC y se empaquetan en nucleocapsides.
Esto con el fin de ser convertidos en viriones envueltos por proteinas estructurales a través
de la gemacién de las membranas intracelulares lisas. Para finalmente liberarlos de la célula,

mediante exocitosis (Ma, J. et al., 2021).

5.6 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa del huésped contra cualquier
agente infeccioso (Koyama et al., 2008; Martin et al., 2013). Esta primera linea de defensa
estd compuesta principalmente por barreras fisicas como la piel y mucosas. Asimismo, estas
barreras fisicas cuentan con barreras quimicas como péptidos antimicrobianos, alteraciones
de pH, lipidos y enzimas antimicrobianas. En esta primera linea de defensa se encuentran
diversas células inmunitarias como: monocitos, macréfagos, eosindfilos, neutrofilos y células

asesinas naturales (NK) (Koyama et al., 2008; Lunney et al., 2016).

La respuesta innata se caracteriza por tener sensores que se expresan en la membrana de
la mayoria de las células que pueden reconocer a los agentes infecciosos. Estos sensores
son conocidos como Receptores de Reconocimiento de Patrones (Pattern Recognition
Receptors -PRR, por sus siglas en inglés) que reconocen patrones moleculares asociados a
patdgenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns —PAMPs-, por sus siglas en inglés) y
patrones moleculares asociados a dafio o peligro (Damage-Associated Molecular Patterns —
DAMPs-, por sus siglas en inglés). De este tipo de sensores los principales son los receptores
de lectina tipo ¢ (Myeloid C-type lectin receptors —CLRs-, por sus siglas en inglés) y receptores
tipo toll (Toll-Like Receptors —TLRs-, por sus siglas en inglés). En el caso de estos ultimos,
se encuentran tanto en células del sistema inmune innato, como del adaptativo, por lo tanto,

se les considera como “el principal sistema de alarma del sistema inmune”. Por el momento
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se conocen trece tipos de TLRs (TLR1 a TLR13) con diversas funciones como reconocer
carbohidratos, péptidos, partes de hongos, partes de parasitos, ARN y ADN viral. En este
trabajo nos enfocaremos en TLR4 que puede reconocer el lipopolisacérido bacteriano (LPS)
de las bacterias Gram negativas (Martin et al., 2013).

5.6.1 Via de sefalizacion de TLR4/LPS

La via de sefializacién de TLR4 cuando es estimulado con LPS, esta ampliamente estudiada.

A continuacion, se muestra en la figura 1 el modelo méas aceptado.
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Figura 1. Via de sefializacion de TLR4/LPS independiente y dependiente de MyD88. Mediante el

complejo TLR4/MD-2, LBP y CD14 facilitan el reconocimiento de LPS. La sefalizacion de

LPS/TLR4 se divide dos vias, la via dependiente de MyD88 y la viaindependiente de MyD88, que

median la activacion de genes de citocinas proinflamatorias e interferén tipo | (Lu et al., 2008).
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El modelo consiste en que tras la estimulacién del receptor TLR4 con LPS, este receptor sufre
una oligomerizacioén y recluta sus adaptadores citoplasmaticos (intracelulares) a través de
interacciones con dominios TIR (receptor Toll-interleucina-1 por sus siglas en inglés), los
cuales median las interacciones proteina-proteina entre los TLR y las proteinas adaptadoras
de transduccion de sefiales (Lu et al., 2008). TIR consta de cinco dominios que contienen
proteinas adaptadoras las cuales son: SARM, una proteina que contiene motivos armadillo,
la cual suprime la sefializacion inmune en lugar de promoverla (Carlsson et al., 2016). Por
otro lado estéa la proteina adaptadora que contiene el dominio TIR inductor de interferon-8
(TIR-domain-containing-adapter-inducing interferon-B-TRIF, por sus siglas en inglés) esta
proteina media la sefializacion independiente de MyD88. La proteina TRAM se asocia con la
membrana plasmatica a través de miristoilacion y es esencial para la transduccion de sefiales
de TLR4 y también funciona como molécula adaptadora relacionada con TRIF. La proteina
TIRAP ayuda a la asociacion entre la proteina MyD88 y el dominio citoplasmico TLR4 para
iniciar la sefializacién dependiente de MyD88. Por ultimo, la proteina MyD88 tiene la funcion

de adaptador critico en la via de sefializacién del receptor de interleucina-1 (Lu et al., 2008).

Tras la estimulacion con LPS la via de sefalizacion de TLR4 puede ser independiente de
MyD88 o dependiente de MyD88. En la via independiente de MyD88, TRIF recluta al Factor
3 asociado al receptor de TNF (TNF Receptor Associated Factor-3-TRAF3,por sus siglas en
inglés) y la proteina 1 que interactda con el receptor (receptor-interacting protein-1-RIP1,por
sus siglas en inglés) para activar los factores de transcripcion, el factor regulador de interferén
3 (Interferon Regulatory Factor 3-IRF3, por sus siglas en inglés) junto con factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells-NF-kB, por sus siglas en inglés) los cuales activan la
transcripcién de genes diana, como los interferones de tipo I. Estos son importantes para las

respuestas antivirales y antibacterianas (Lu et al., 2008).

En la via dependiente de MyD88, la proteina MyD88 activa quinasas asociadas al receptor
de interleucinas (IL) (Interleukin-1 receptor-associated kinase-IRAKSs, por sus siglas en inglés)
y al Factor 6 Asociado a Receptor de TNF (TNF receptor-associated factor 6-TRAF6,por sus
siglas en inglés) asi como a los factores de transcripcién NF-kB, a la Proteina Activadora 1
(Activator protein-1-AP-1, por sus siglas en inglés) y al factor regulador de interferon 5
(Interferon regulatory factor 5-IRF5,por sus siglas en inglés) aguas abajo. Estos factores de

transcripciéon inducen la expresion de genes de citocinas proinflamatorias (Lu et al., 2008).
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5.6.2 Citocinas proinflamatorias

Las citocinas son moléculas del sistema inmune, las cuales tienen la funcion de regular las
respuestas del huésped frente a infecciones, las respuestas inmunitarias, la inflamacién y los
traumatismos (Dinarello et al., 2000). Las citocinas proinflamatorias tienen diversas funciones
entre las cuales se encuentran la cicatrizacién de heridas, la activacion de distintos tipos
celulares, y efectos antivirales e inmunorreguladores (Filella et al., 2002; Filella et al., 2002;
Sanchez et al., 2019). Un grupo importante de estas citocinas son los interferones entre los
gue se encuentran IFN-a, IFN-B e IFN-y , el factor de necrosis tumoral (TNF) y la linfotoxina
(De la Cruz Conde, 2014). Los interferones son producidos por una gran variedad de células
entre las cuales se destacan los macréfagos y los linfocitos B. Estas citocinas se caracterizan
por sus efectos antivirales y por su efecto regulador de las células del sistema inmunitario
(Filella et al., 2002).

5.6.3IFN a

El interferén alfa (IFN a) pertenece a la familia de interferones tipo | que se caracteriza por
sus efectos antivirales, anti proliferativos, pro-apoptéticos e inmunorreguladores (Sanchez et
al., 2019).

5.6.4 IFN y

El interferén gamma (IFN y) pertenece a la familia de interferones tipo Il que se caracteriza
por sus efectos antivirales, inmunomoduladores y antiproliferativos. En macréfagos aumenta

su capacidad citotéxica y fagocitica (Mata et al., 2008).

5.7 Respuesta inmune innata contra PRRSV

La respuesta inmune innata del cerdo se distingue por la activacién de los TLRs 3, 7y 8 que
reconocen ARN viral, y que a su vez activan sefiales para la expresién de citocinas antivirales,
como lo es, la via de NF-kB. Sin embargo, existe evidencia sélida de que glicoproteinas virales
como la GP5 pueden ser reconocidas por el receptor TLR4 e inducir la activacion del Factor
nuclear de las células T activadas (NFAT) (Olejnik et al., 2018). NFAT induce la transcripcion
de citocinas proinflamatorias que modulan la eficacia de la respuesta inmune para controlar

la enfermedad y eliminar el virus (Olejnik et al., 2018).
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Sin embargo, PRRSV evade la respuesta inmune al modular de las vias NF-kb y NFAT (An
et al., 2020; Liang et al., 2017) y propicia una infeccion cronica. Una rapida activacion de esta
respuesta inmune es esencial para prevenir la replicacion viral e iniciar una fuerte respuesta
inmune adaptativa para luchar contra el virus (Lunney et al., 2016).

Por otra parte, los lechones suelen sufrir una infeccion mucho mas fuerte de PRRSV en
comparacion con los cerdos adultos. Esto debido a que tienen un sistema innato poco
desarrollado. Algunas de las carencias de este sistema inmune en lechones son: una
respuesta limitada para contrarrestar las estrategias de evasion inmunitaria viral (Lunney et
al., 2016) y la ineficiencia de las células NK en su actividad citotoxica debido a su pequefio
tamafo y carencia de granulos intracelulares (Gerner et al., 2009). Por otra parte, el virus
desregula la modulacién innata y adaptativa del huésped, lo que resulta en infecciones

secundarias persistentes cronicas (Lunney et al., 2016).

5.8 Via de senalizacion NFAT

El Factor Nuclear de las células T activadas o por su abreviacion en inglés NFAT, es una via
de sefalizacién de la respuesta inmune innata que se caracteriza por su regulacion mediada
por Ca*y serina fosfatasa calcineurina dependiente de Ca?*/calmodulina (Olejnik et al., 2018;
Hogan et al., 2003) la cual da como resultado la translocacién del NFAT activado al ndcleo y

la produccion de citocinas inflamatorias (Figura 2) (Elloumi et al., 2012).
El papel de NFAT se ha estudiado muy bien en las células T, pero también se ha reportado

gue NFAT media la expresion génica en otras células del sistema inmunitario. Sin embargo,

su papel en otras células no se ha estudiado muy bien (Elloumi et al., 2012).
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Figura 2. Via de sefializacién NFAT y NF-Kb en macro6fagos alveolares. El receptor TLR4 al
reconocer LPS de patégenos, activa dos factores de transcripcion, NF-kB y NFAT. Este ultimo
se activa cuando TLR4 genera trombina que activa el receptor de la proteasa AM2, el cual
provoca la disminucién de Ca+, activando este factor de transcripcion. De esta forma ambos
factores de transcripcién desencadenan una respuesta inflamatoria mediada por citocinas
proinflamatorias (Rayees et al., 2019).

Canoénicamente en macrofagos alveolares se ha reportado que desencadenan una respuesta

inflamatoria mediada por el factor de transcripcién NF-kB cuando el receptor TLR4 es activado

por patégenos (Rayees et al., 2019; Figura 2).
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Sin embargo, también se ha reportado que se puede desencadenar una sefial por medio del
receptor activador de la proteasa AM 1 (AM protease activating receptor 1-PAR1, por sus
siglas en inglés). Ya que muestran que el receptor TLR4 genera trombina que activa el
receptor de la proteasa AM 2 (AM protease activating receptor 2-PAR2, por sus siglas en
inglés), el cual genera cCAMP que suprime la entrada de Ca* a través del canal TRPV4. Por lo
tanto, la eliminacién de PAR2 aumenta la entrada de Ca?* a través de TRPV4, lo que provoca
la activacion del factor de transcripcion NFAT. Una vez traducida la sefal, en el citoplasma la
calcineurina le retira el fosfato NFAT-P. Quedando de forma activada NFAT. Posteriormente
el factor de transcripcion NFAT se transloca al nacleo y se une a una secuencia especifica
del ADN que codifica diferentes citocinas entre las que se encuentran Interleucinas e
interferones. Al unirse el NFAT al ADN, promueve que la ARN polimerasa sintetice mas ARN
de esaregion y por lo tanto haya mas sintesis de proteinas, especificamente citocinas (Hogan

et al., 2003; Rayees et al., 2019). Parte de esta via la podemos observar en la figura 2.

5.9 Respuesta inmune adaptativa

La inmunidad adaptativa es la segunda linea de defensa en el sistema inmune. Esta
respuesta tiene las siguientes caracteristicas que la diferencian de la respuesta innata. La
principal caracteristica es la inmunidad que perdura por mas tiempo, incluso puede perdurar
toda la vida de un ser vivo. Pero una desventaja de este tipo de respuesta inmune es su
lentitud en la primera ocasion que se presenta un patdgeno ya que necesita expansion clonal
de las células antigeno especificas. Después de gque un patégeno es reconocido por los
componentes de la respuesta adaptativa, se tiene una respuesta mucho mas rapida y
especifica. Otra caracteristica de esta respuesta inmune es la alta especificidad con la que
combate microorganismos y macromoléculas, a diferencia de la innata, ya que esta suele dar
una respuesta mas general y rapida pero menos efectiva. Esta especificidad se desempena
por las células T y B con sus receptores de antigeno especificos, TCR (receptor de la célula
T) y BCR (receptor de la célula B). (Martin et al., 2013).

Las células B se caracterizan por ser parte de la respuesta inmune adaptativa “humoral” ya
gue crean anticuerpos que neutralizan a patdgenos extracelulares o los etiquetan para
posteriormente ser fagocitados, sin embargo, para que esto suceda necesitan ser activados.
Los linfocitos B se activan con sefiales. La primera sefial es provocada por la estimulacién de
un antigeno que reconocen especificamente a través de su BCR. El antigeno es internalizado

dentro de los linfocitos B donde es procesado y vuelto a expresar en forma de péptidos por
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medio de moléculas de MHC Il. La segunda sefial para la activacion de los linfocitos B se
divide en 2 tipos: dependiente de T e independiente de T. Sin embargo, los dos tipos de
activacion empiezan de la misma forma. En la activacion dependiente de T, la segunda sefall
es proporcionada por un linfocito T al unirse a un linfocito B por medio de su receptor de
antigeno (TCR) mediante una interaccion entre CD40 sobre la célula B y CD40L sobre la
célula T activada. En la activacién independiente de T la segunda sefial viene de un antigeno,
como el Lipopolisacarido (LPS), que se une a receptores de la respuesta inmune innata como
los TLRs, por lo que pasan de ser linfocitos B virgenes a linfocitos B activados. Més adelante,
estos Linfocitos activados daran lugar a células plasmaticas secretoras de anticuerposy a las

células B de memoria (Martin et al., 2017)

Las células T se caracterizan por ser parte de la respuesta inmune adaptativa “celular” ya que
tienen receptores especificos que son capaces de reconocer antigenos presentados por otras
células. Las células T se diferencian de las células B por reconocer antigenos procesados
enzimaticamente y presentados por las células presentadoras de antigeno (CPA). Estas son
principalmente células dendriticas, macréfagos y linfocitos B. Las células T se dividen en dos
poblaciones, los linfocitos CD8+ y los linfocitos CD4+. La diferencia en la activacion entre
linfocitos CD4+ y CD8+ es que los linfocitos CD4+ se activan al reconocer antigenos
presentados por moléculas de histocompatibilidad Il que son expresadas por las células CPA.
Mientras que los linfocitos CD8+ se activan al reconocer antigenos presentados en moléculas
de histocompatibilidad I, las cuales pueden ser presentadas por todos los tipos de células
nucleadas. Por altimo, cuando los linfocitos CD4+ son activados dos cosas pasan; al igual
gue las células B empiezan a proliferar muchas copias de si misma, y un subconjunto de
estas copias se diferencia en células T colaboradoras efectivas. El otro subconjunto se

convierte en células T colaboradoras de memoria (Martin et al., 2017).

5.10 Respuesta inmune adaptativa contra PRRSV

La respuesta inmune adaptativa contra PRRSV se divide en dos partes: 1) la respuesta celular
y 2) la respuesta humoral. La respuesta celular contra PRRSV esté protagonizada por los
linfocitos T CD4+, los cuales ejecutan una reaccion lenta y tardia. Se ha reportado una
respuesta por parte de las células T contra PRRSV comenzando a partir de las cuatro
semanas post infeccion, la cual con el tiempo vuelve a disminuir, lo cual también indica una
respuesta irregular por parte de estos (Lopez, et al., 2004). Por otro lado, la respuesta humoral
contra PRRSYV es lenta e irregular, debido a que después de la exposicion de este virus la

aparicion de los anticuerpos neutralizantes contra PRRSV tardan en aparecer y son
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deficientes. Por el momento solo se han encontrado anticuerpos neutralizantes, a partir de la
cuarta semana post infeccion (Yoon et al., 1994; Meier et al., 2000; Meier et al., 2003; Lopez,
et al., 2004). Es importante tener anticuerpos neutralizantes ya que son encargados de evitar
la entrada del virus a la célula (Klasse & Sattentau, 2002; Lopez, et al.,, 2004).
Especificamente se necesitan anticuerpos neutralizantes dirigidos contra la glicoproteina GP5
de PRRSV, ya que se ha reportado que la aparicion de este tipo de anticuerpos contra esta
glicoproteina coincide con la eliminacion del virus en la sangre de un cerdo infectado (Lopez,
et al., 2004)

La respuesta inmune innata y adaptativa contra PRRSV es deficiente. Esto debido a la
supresion y desregulacion inmunitaria que resulta en una eliminacién viral incompleta y
deficiente en la mayoria de los cerdos, en funcion de su edad y estado inmunitario (Lunney
et al., 2016).

5.11 Candidatos vacunales actuales

En el afio 2007 se establecieron los estandares que tenian que cumplir las nuevas vacunas
contra este virus. Los cuales eran rapida induccién de inmunidad, proteccién contra la
mayoria de las cepas de PRRSV prevalentes en la actualidad, ausencia de resultados
adversos para la salud de los cerdos y capacidad para diferenciar los animales vacunados de
los infectados. Para el afio 2017 no se reportd ninguna vacuna que cumpliera con estos
estandares (Rock, 2007; Nan et al., 2017).

Actualmente existen diversos tipos de vacunas contra PRRSV que han sido autorizadas
segun el genotipo viral circulante del pais, entre las cuales se encuentran vacunas con virus
vivos modificados (MLV) como ReproCyc® PRRS EU (Boehringer Ingelheim), Ingelvac
PRRSFLEX® EU (Boehringer Ingelheim), Pyrsvac-183 (Syva), Amervac-PRRS (Hipra) y
Porcilis® PRRS (Merck) (Nan et al., 2017).

Vacunas de PRRSV inactivadas como Progressis® (Merial Labs) y PRRomiSe® (Intervet)
(Nan et al., 2017) han sido aprobadas en la mayoria de paises por su mayor seguridad a
diferencia de las vacunas MLV. Sin embargo, se ha reportado que este tipo de vacunas tienen
un rendimiento deficiente contra PRRSV ya que no producen anticuerpos especificos
detectables contra PRRSV y por la falta de respuesta de inmunidad mediada por células (Cell-

Mediated Immunity-CMI, por sus siglas en inglés) (Charerntantanakul, 2012; Kim et al.,
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2011;Nan et al., 2017). Por otro lado, se ha visto que formulaciones de virus inactivados
encapsulados en nanoparticulas aumentan la respuesta inmune en este tipo de vacunas,
como es el caso de una vacuna de PRRSV inactivada y encapsulada en nanoparticulas de
acido poli(lactico-co-glicélico) (Binjawadagi et al., 2014; Nan et al., 2017).

Existen otro tipo de vacunas que han sido reportadas. Vacunas de PRRSV vectorizadas por
virus que suelen estar en vectores de poxvirus y de adenovirus. Por ejemplo, la vacuna
hAdV/ORF5 la cual estd en un vector adenoviral de humanos de tipo 5 con replicacion
defectuosa (Human type 5 adenoviral vectors-hAdV, por sus siglas en inglés), la cual obtuvo
resultados prometedores al inducir la produccion de anticuerpos contra glicoproteina GP5 de
PRRSV (Gagnon et al., 2003). Vacunas experimentales de DNA, con plasmidos que expresan
las proteinas de PRRSV, tales como la vacuna de ADN de células T en mosaico GP5, que
expresa la glicoproteina GP5 de PRRSV, la cual indujo un aumento de expresion de ARNm
de IFN-y y de anticuerpos neutralizantes contra PRRSV, sin embargo, no confiere una

proteccion total contra el virus (Cui et al., 2016).

Por dltimo, se cuenta con vacunas de subunidades del virus, por ejemplo, PRRomiSe®
(PRRSV-2) (Nan et al., 2017), sin embargo, las vacunas de PRRSV vectorizadas por virus,
de subunidades y de ADN parecen ser menos efectivas que las vacunas del virus atenuado
MLV (Charerntantanakul, 2012; Nan et al., 2017).

Las vacunas actuales no son capaces de controlar la enfermedad, puesto que hay un alto
grado de variabilidad en las cepas de PRRSV, no inducen anticuerpos neutralizantes y falta
de respuesta de inmunidad mediada por células. Por otro lado, al evolucionar, el virus se
adapta a lainmunidad existente y resurgen como nuevas variantes para causar huevos brotes
(Morgan et al., 2013; Nan et al., 2017).

5.12 Nanoparticulas de pMA

Las nanoparticulas son materiales de metal o polimeros demasiado pequefios para ser vistas
por el ojo humano, su tamafio ronda entre los 1- 100 nm. Su tamafio pequefio les permite ser
usadas como vehiculo para transportar diversos farmacos, de aqui su interés por este tipo de
materiales en el area de la salud (Oroz, M., 2009). Existen diversos tipos de nanoparticulas:
de oro, de plata y de diversos polimeros, entre los que se encuentran las nanoparticulas de
Poli (acido metacrilico). Este tipo de nanoparticulas son ampliamente utilizadas en pruebas

biomédicas, sin embargo, aiin no se han probado todas sus cualidades (Montenegro, 2017).
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Por lo que probar y explotar sus cualidades en conjunto con péptidos de la glicoproteina GP5
contra PRRSYV resulta de gran importancia.
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6. Justificacion

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es el virus que causa mas
pérdidas economicas a nivel mundial (L6pez-Heydeck et al., 2015), ya que provoca una
enfermedad que causa problemas respiratorios en lechones y abortos en cerdas (Wensvoort,
G. et al 1991; Meulenberg, J. 2000). Por otra parte, PRRSV puede permanecer en las
amigdalas del cerdo por mas de 200 dias y pasar desapercibido hasta que en condiciones
favorables resurgir y provocar brotes. A pesar de que se han desarrollado vacunas en estos
ultimos 20 afos, no logran controlar la enfermedad (Rock, 2007; Nan et al., 2017).

La evidencia experimental muestra que las glicoproteinas virales pueden unirse al receptor
tipo Toll 4 (TLR4) e inducir la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) (Olejnik et al.,
2018) y el factor nuclear de células T activadas (NFAT) (Liang et al., 2017) para potenciar la

expresion de citocinas proinflamatorias.

Por lo tanto, un mejor entendimiento de los mecanismos de la respuesta inmune innata
mediada por TLR4, IFN-a1 e IFN-y contra el PRRSV puede ayudar a comprender los
mecanismos que limitan la infeccion y la evasion de la respuesta inmunitaria, lo cual ayudara

en la determinacion de nuevas estrategias para desarrollar vacunas mas eficaces.

24



7. Hipotesis
El péptido GP5T de PRRSV, solo o encapsulado en nanoparticulas, inducira

sobreexpresion de TLR4 y de citocinas inflamatorias en macrofagos de cerdo.
En la figura 3 ilustra la hip6tesis de este trabajo:
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Figura 3. Hip6tesis de la respuesta a la estimulacién con el péptido de la proteina GP5 de

PRRSV. En esta figura se esquematiza la hip6tesis de la respuesta a la estimulacién con el

péptido GP5 de PRRSV. La cual consiste en la activacién del receptor TLR4 y la sobreexpresion

de citocinas proinflamatorias mediante la induccién de cascadas de sefializacién intracelular,

como NFAT.
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8. Objetivos

8.1 Objetivo General

Estudiar la respuesta inmune de macréfagos porcinos en respuesta a la estimulacion con el
péptido de la proteina GP5 de PRRSV para identificar mecanismos que promuevan una

respuesta inmune eficaz contra la infeccién.

8.2 Objetivos especificos

1.-Estandarizar el cultivo in vitro de macréfagos porcinos 3D4/31.

2.-Estandarizar un ensayo de estimulacién para macréfagos 3D4/31 con péptidos de la
proteina GP5 de PRRSV.

3.-Analizar y cuantificar la expresion de TLR4, IFN-a1 e IFN-y en macréfagos 3D4/31

estimulados con péptidos de GP5.
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9. Materiales y Metodos

9.1 Estandarizacion de cultivo de macréfagos porcinos 3D4/31

La linea celular de macréfagos porcinos 3D4/31 fue amablemente proporcionada por la Dra.
Rosa Elvira Nufiez de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las células
fueron mantenidas en cajas de 100 mm x 20 mm con medio RPMI-1640 (Gibco, No. cat.
11875-093) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) No. cat. 26140079,
1% de antibiotico-antimicotico (Gibco, No. cat. 15240-96) y 1% de Anfotericina (Gibco,No. cat.
15290-018). Se incubaron a 37°C y 5% de CO2 (Acosta Sanchez, 2017). Los pases de las
células se daban cada tres dias, dandoles un lavado con 3 mL de PBS 1X estéril,
agregandoles 3 mL de tripsina por caja de 100 mm x 20 mm, al despegarse las células se
agregaba 3 mL de medio RPMI al 10% SFB, 1% antibiotico-antimicotico, y 1% anfotericina.
Se homogeneizaron bien con la micropipeta de 1000 microlitros haciendo leves movimientos.
Para la cuantificacion se colocaron 10 microlitros de una mezcla 1:1 de las células y azul de
tripano en una camara Neubauer. Colocando 1 milléon de células por caja de cultivo celular
nueva con 6 mL de medio RPMI 10% SFB, 1% antibiotico-antimicotico, y 1% anfotericina. De
esta forma, se obtuvieron 20 alicuotas de mas de un millén de células por tubo que fueron

guardadas a -80°C para los experimentos.
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9.2 Estimulacién de macrofagos porcinos 3D4/31 con péptidos de la
proteina GP5 de PRRSV y péptidos de la proteina GP5 encapsulados en
nanoparticulas de pMA.

Se estandariz6 un ensayo in vitro con 500,000 de macrofagos porcinos por pozo, los cuales
fueron estimulados con estimulos control: medio RPMI 2% SFB con lipopolisacéarido (LPS) a
2ug/mL y medio RPMI 2% SFB con dexametasona (DEXA) lug/mL; los estimulos
experimentales: fueron medio RPMI 2% SFB con péptido GP5T3 (GP5T3) 1.25 ug/mL y
medio RPMI 2% SFB con péptido GP5T3 en nanopatrticulas de pMA (GP5T3-pMA) 5 ug/mL.
Los controles que se utilizaron fueron medio RPMI 2%SFB (Control) y medio RPMI 2% SFB
con DMSO. Este control de DMSO se incluyo, ya que el péptido GP5T3 fue suspendido en
DMSO. La preparacion de estimulos se encuentra en ANEXOS.
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9.3 Evaluacién de la expresion de TLR4, IFN-a1 e IFN-y en macrofagos
porcinos.

Para la evaluacion de la expresion de TLR4, IFN-a1 e IFN-y. Se realizé la siguiente
metodologia descrita en la figura 4.

2 horas 8 horas
| Estimulacién de 3 2 3 . -
. . o Y o Tres réplicas
macrofagos porcinos A e ......y = A {

alas2y8H. b = L 4 4 ":' biolégicas por

e i i L _ : estimulo.
- e

Il Extraccion de ARN
macrofagos porcinos @
estimulados. \

Il Sintesis de cDNA. . /T_D . (‘-‘-‘-‘:‘-“)
AN | AN
IV Andlisis de g-PCR a

V Analisis estadistico

. Prism8

Figura 4. Metodologia para cuantificar la expresién de TLR4, IFN-al e IFN-y en macréfagos
porcinos.
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9.4 Extraccion de ARN por el método de Trizol y electroforesis.

Se extrajo ARN de los macréfagos estimulados a las 2 y 8 horas post estimulaciéon (hpi). La
extraccion de ARN se realizé siguiendo el protocolo de lisis QIAzol® (TRIzol, Qiagen, No. ref.
15596026) siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. Se cuantific6 con el aparato
Nanodrop 2000 (marca Thermo Scientific) obteniendo una calidad de ARN promedio de 1.9-
2.0 en A260/230. Por ultimo, para evaluar la integridad del ARN purificado, se utilizé la técnica
de electroforesis (Longsworth, L. et al.1939) con un gel desnaturalizante el cual se realiz6 en
un matraz de 125 mL con 0.3 g de agarosa y se disolvio con 25.6 mL de agua DEPC. Se
calenté en un microondas en intervalos de 20 segundos hasta disolver por completo la
agarosa. En campana de extraccion se agregé 3 mL de MOPS 10X y 1.4 mL de formaldehido.
Por ultimo, se agregd 3 UL de SYBR safe (Invitrogen, No. cat. S33102).

Se vertié en un molde para geles de agarosa con su respectivo peine y se dejo solidificar por
15 minutos. Se cargaron 10 yL de la muestra de ARN y 2 pL de buffer de carga (Thermo
Scientific, No. cat. R0641). Se corri6 el gel con MOPS 1X bajo las siguientes condiciones: 100

V, 116 mph por 50 minutos.

9.5 Transcripcidn reversa

La metodologia para realizar la RT-PCR que se utilizé fue la descrita por Minus, R. 2016. Se
realizé en dos pasos, primero la sintesis de cDNA y posteriormente la amplificacion de los
genes de interés. Se utilizo el Kit SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience, No. cat.
PCR-S11S) siguiendo las indicaciones del fabricante. Las concentraciones finales por
reaccion de cDNA de 20 pL fueron de 2500 ng de ARN, 50 pmol de oligo-dT20, SCRIPT RT
Buffer complete 1x, dNTP Mix 500 uM, DTT stock solution 5 mM, RNAse inhibitor 20 units,
SCRIPT Reverse Transcriptase 100 units y se completd la reaccion a 20 uL con agua libre de

RNasas.

9.6 PCR punto final, disefio y estandarizacion de oligonucleotidos

El disefio de los oligonucleétidos se realizé para medir la expresion de GAPDH, como gen
constitutivo, y TLR4, IFN-a1, IFN-y como genes de interés. Se utilizé la herramienta del NCBI
primer designing tool (Ye, J. et al, 2012) y se mandaron a sintetizar al Instituto de

Biotecnologia de la UNAM. A continuacion, se muestra la tabla 1 con las especificaciones:
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Tabla 1. Disefio de oligonucle6tidos

Nombre Secuencia (5'->3") | Longitud del primer | TM %GC | Longitud del amplicon
GAPDH- ACATCATCCCTG |22 56.4 °C | 50.00 | 187
Forward- CTTCTACTGG

Porcino

GAPDH- CTCGGACGCCTG | 18 58.8°C | 66.7 187
Reverse- CTTCAC

porcino

TLR4- CAGATAAGCGAG |21 57.3°C | 524 114
Forward- GCCGTCATT

porcino

TLR4- TTGCAGCCCACA |19 56.3°C |47.4 114
Reverse- AAAAGCA

porcino

INFalphal4- | CATCCTCAACTC |20 57.42° |55.00 | 183
Forward- TCCTCACG C

porcino

INFalphal4- | CATGAGGGGATC |20 57.64° |55.00 | 183
Reverse- CAAAGTCC C

porcino

IFN-gamma- | GCTCTGGGAAAC | 20 61°C 50 % 167
Forward TGAATGAC

IFN-gamma- | TCTCTGGCCTTG |19 61°C 50% |167
reverse GAACATA

La estandarizacion de la PCR para amplificar el gen constitutivo y los genes de interés se

realizé con ADNc de macréfagos porcinos y la Ruby Taq Master (2x) de (Jena Bioscience No.

cat PCR-164), con una concentracién de 10 mM para ambos oligonucleétidos en reacciones
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de 20uL. A continuacion, se muestran los programas que se utilizaron para cada gen en la
tabla 2:

Tabla 2. Programacion para la PCR de los genes GAPDH, TLR4, IFN-al e IFN-y

Gen ™ NUumero de ciclos Tiempo de alineamiento
GAPDH 68.5°C 35 x 30 segundos
TLR4 66 °C 35 x 30 segundos
IFN-a1 66 °C 35 x 30 segundos
IFN-y 63°C 35 x 30 segundos

La verificacion de los productos del RT-PCR se realiz6 con la técnica de electroforesis
(Longsworth, L. et al., 1939).
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9.7 PCR cuantitativa

Se realiz6 la gPCR con el gen endégeno GAPDH, y los genes de interés TLR4, IFN-a1 e IFN-
y. La estandarizacién de los productos de PCR del gen constitutivo y genes de interés se
realizé con el Kit g°PCR SYBR Master High ROX de (Jena bioscience No. Cat PCR-374S) en
reacciones de 10 pL. La concentracion que se utilizé para el par de oligonucleétidos fue de

10 mM. Se utilizaron 125 ng de cDNA por reaccion.

A continuacion, se muestran los programas que se utilizaron para cada gen para la gPCR.

Tabla 3. Programacion para la gPCR de los genes GAPDH, TLR4, IFN-a1 e IFN-y

Gen ™ Numero de ciclos Tiempo de alineamiento
GAPDH 68.5°C | 40x 1 minuto
TLR4 66°C 40x 1 minuto
IFN-a1 66°C 40x 1 minuto
IFN-y 63°C 40x 1 minuto

9.8 Analisis de -doble delta CT

Los resultados obtenidos a través de la PCR cuantitativa se analizaron con el método de
doble delta CT (24°T) para cuantificar la expresion relativa de los genes IFN-a1, IFN y y
TLRA4. Se calcularon los datos del valor de CT de los genes de interés IFN-a1, IFN-y y TLR4,
con respecto al valor de CT del gen constitutivo GAPDH, como se describe en Rao et al.,
2013.

9.9 Andlisis estadisticos
El andlisis estadistico se realiz6 con RM-ANOVA de una sola via y la prueba post hoc de

Tukey. El general el nivel de significancia estadistica que se utilizo fue menor a 0.05. Las

graficas se construyeron con el software GraphPad prism 8.0.0. (Swift., 1997).
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10. Resultados

10. 1 Estandarizacion de oligonucleétidos para gPCR

10.1.1 Estandarizacion de oligonucleotidos para gPCR GAPDH

Se realiz6 una PCR de gradientes para determinar la temperatura 6ptima de alineamiento de
los oligonucleétidos de GAPDH (Figura 5).

1% agarose

Figura 5. PCR de gradiente de temperatura para GAPDH. Gel de agarosa al 1% para
productos de PCR utilizando muestras de cDNA de macréfagos estimulados utilizando
diferentes temperaturas de alineamiento.l.- Marcador molecular 1 Kb, 2.- marcador
molecular 100 pares de bases, 3.-68°C. 4.-68.5°C. 5.-69°C. 6.-69.5°C. 7.-70°C. 8.-70.5°C.

En la figura 5 se observa que la temperatura 6ptima de amplificacion para los
oligonucledtidos del gen GAPDH es 68.5°C. En el carril 4 se muestra un producto de PCR de
un tamafio aproximado de 187 pares de bases que coincide con el tamafio esperado (Tabla

1) Por lo tanto, se utilizé esa temperatura para los analisis de PCR y gPCR de GAPDH.
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10.1.2 Estandarizacion de oligonucleotidos para gqPCR TLR4

Se realiz6 una PCR de gradientes para determinar la temperatura éptima de alineamiento de
los oligonucledtidos de TLR4 para asi poder medir la expresion de esta citocina en cDNA de
macrofagos estimulados (Figura 6).
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Figura 6. PCR de gradiente de temperatura para TLR4. Gel de agarosa al 1% para productos de
PCR utilizando muestras de cDNA de macréfagos estimulados utilizando diferentes
temperaturas de alineamiento.1l.- Marcador molecular 1 Kb, 2.- marcador molecular 100 pares
de bases, 3.- 66°C. 4.- 66.5°C. 5.-67°C. 6.-67.5°C. 7.68°C. 8.-68.5°C.

En la figura 6 se observa que la temperatura éptima de amplificacién para los
oligonucledtidos del gen TLR4 es 66°C. En el carril 3 se muestra un producto de PCR de un
tamafo aproximado de 114 pares de bases que coincide con el tamafio esperado (Tabla 1)

Por lo tanto, se utilizé esa temperatura para los andlisis de PCR y qPCR de TLRA4.
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10.1.3 Estandarizacion de oligonucledtidos para qPCR IFN-a1

Se realiz6 una PCR de gradientes para determinar la temperatura 6ptima de alineamiento de
los oligonucledtidos de IFN-a1 y asi poder medir la expresion de esta citocina en cDNA de
macrofagos estimulados (Figura 7).
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Figura 7. PCR de gradiente de temperatura para IFN-a1. Gel de agarosa al 1% para productos de
PCR utilizando muestras de cDNA de macréfagos estimulados utilizando diferentes
temperaturas de alineamiento.l1l.- Marcador molecular 1 Kb, 2.- marcador molecular 100 pares
de bases, 3.-65.5°C. 4.66°C. 5.-66.5°C. 6.67°C. 7.67.5°C. 8.-68°C.

En la figura 7 se observa que la temperatura 6ptima de amplificacion para los
oligonucledtidos del gen IFN-a1 es 66°C. En el carril 4 se muestra un producto de PCR de un
tamafo aproximado de 183 pares de bases que coincide con el tamafio esperado (Tabla 1)

Por lo tanto, se utilizé esa temperatura para los andlisis de PCR y qPCR de IFN-a1.
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11.1.4 Estandarizacion de oligonucleotidos para qPCR IFN-y
Se realiz6 una PCR de gradientes para determinar la temperatura 6ptima de alineamiento de
los oligonucledtidos de IFN-y asi poder medir la expresion de esta citocina en cDNA de

macrofagos estimulados (Figura 8).

1% agarose

Figura 8. PCR de gradiente de temperatura para IFN-y. Gel de agarosa al 1% para productos de
PCR utilizando muestras de cDNA de macréfagos estimulados utilizando diferentes
temperaturas de alineamiento.1.- Marcador de peso molecular 1 Kb, 2.- 62°C. 3.- 63°C. 4.- 64°C.
5.- 65°C. 6.-66°C. 7.- 67°C 8.-68°C.

En la figura 8 se observa que la temperatura 6ptima de amplificacién para los
oligonucledtidos del gen IFN-y es 63°C. En el carril 3 se muestra un producto de PCR de un
tamafo aproximado de 183 pares de bases que coincide con el tamafio esperado (Tabla 1)

Por lo tanto, se utilizé esa temperatura para los analisis de PCR y qPCR de IFN-a1.
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10.2 Analisis de expresion del receptor TLR4 y citocinas
proinflamatorias después de la estimulacion.

Mediante RT-gPCR se cuantifico la expresién del receptor TLR4 y de las citocinas IFN-a1 e
IFN-y en macréfagos porcinos de la clona 3D4/31 estimulados por 2 y 8 horas con
Lipopolisacéarido 2 ug/mL (LPS, control) y Dexametasona lug/mL (DEXA). También fueron
estimulados con los candidatos para vacuna GP5T3 solo (1,25 ug/mL) o encapsulado en pMA
(GP5T3-pMA) nanoparticulas (5ug/mL). Como controles se us6 medio RPMI con 2% de SFB
(Control) y medio RPMI con 2% de SFB y DMSO (DMSO). Los resultados obtenidos se
normalizaron con el gen constitutivo GAPDH y se analizaron con el método de 222°T (Rao et
al., 2013). En las Figuras 9, 10 y 11 se muestran los graficos de la expresion relativa de TLR4

y de las citocinas IFN-a1 e IFN-y.
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Figura 9. Expresién relativa de IFN-a1 a las 2 y 8 horas post-estimulacion.

La letra representa A) 2h post estimulacion y B) 8 horas post estimulacién. Las letras
representan que son estadisticamente diferentes p £ 0.05 de a-Control, b-LPS, c-DEXA, d-
GP5T3, e-Péptido GP5T3-pMA y f-DMSO. Los datos se analizaron con una RM-ANOVA de una

viay Tukey.

La figura 9 representa la expresién relativa de IFN-a1 a las 2 y 8 horas post estimulacién de
M® 3D4/31 con diferentes estimulos. Se observa que el candidato vacunal GP5T3 indujo un
aumento de la expresién de IFN-a1 a las 2 horas post estimulacion y es estadisticamente
mayor al Control, LPS y DMSO (p < 0.05).

38



Posteriormente podemos observar que el estimulo GP5T3-pMA indujo un aumento de la
expresion de IFN-a1 a las 2 horas post estimulacion estadisticamente mayor con respecto a

casi todos los estimulos a excepcion de GP5T3.

Con respecto a los estimulos control LPS y DEXA. El estimulo LPS indujo un aumento de la
expresion de IFN-a1 a las 2 horas post estimulacion. Esta expresion es estadisticamente
mayor que el Control y DMSO. Por otro lado, es estadisticamente menor a GP5T3 y GP5T3-
pMA. El estimulo DEXA indujo un aumento de la expresion de IFN-a1 a las 2 horas post
estimulacion. Esta expresion es estadisticamente mayor a la expresada por el Control y

DMSO. Por otro lado, es estadisticamente menor a la expresion inducida por GP5T3-pMA.

No se muestra un aumento de la expresion de IFN-a1 a las 2 horas post estimulacién con el
Control y DMSO, ambos tienen una expresion estadisticamente menor con LPS, DEXA,
GP5T3 y GP5T3-pMA.

Por altimo, en la expresion relativa a las 8 horas (Figura 9-B) se observa una disminucion
considerable de la expresiéon de IFN-a1 en casi todos los estimulos, a excepcién de GP5T3.
La expresidon de IFN-a1 con estimulo GP5T3 a las 8 horas post estimulacion, aunque similar
a la expresion a las 2 horas post estimulacidn, tiene una diferencia estadisticamente
significativa mayor que LPS, DEXA, GP5T3-pMA y DMSO (p < 0.05). A las 8 horas post
estimulacion con los demas estimulos no se observé un aumento de la expresion de IFN-a1

estadisticamente significativa
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Figura 10. Expresion relativa de IFN-y a las 2 y 8 horas post estimulacion.

La letra representa A) 2h post estimulaciéon y B) 8 horas post estimulacién. Las letras
representan que son estadisticamente diferentes p < 0.05 de a-Control, b-LPS, c-DEXA, d-
GP5T3, e-Péptido GP5T3-pMA y f-DMSO. Los datos se analizaron con una RM-ANOVA de una

viay Tukey.

Enlafigura 10 se representa la expresion relativa de IFN-y a las 2 y 8 horas post estimulacién
de M® 3D4/31 con diferentes estimulos. Se observa que hay un aumento de la expresion de
IFN-y con el candidato vacunal GP5T3-pMA es estadisticamente mayor comparada con los

demas estimulos.

Por otro lado, la expresion de IFN-y a las 2 horas post estimulacion con el GP5T3 solo es
estadisticamente menor que la expresion inducida por GP5T3-pMA y no tiene diferencias

estadisticamente significativas con la expresién inducida con los demas estimulos.

Con respecto a la expresion de IFN-y a las 2 horas post estimulacion con los controles
positivos, LPS y DEXA, se puede observar una expresion de IFN-y similar a la expresada por
el estimulo GP5T3. Sin embargo, la expresién inducida por LPS es significativamente mayor
a la expresion del Control y menor a la expresion de GP5T3-pMA. Mientras que la expresion

inducida por DEXA solo es estadisticamente menor que la expresién de GP5T3-pMA.
Por otra parte, los controles DMSO y Control muestran expresiones diferentes. El Control no

muestra un aumento de la expresion de IFN-y a las 2 horas post estimulacion y la expresion

es estadisticamente menor que la expresada por LPS, GP5T3-pMA y DMSO.
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El control DMSO muestra un ligero aumento de la expresion de IFN-y a las 2 horas post
estimulacion, pero esta expresion solo es estadisticamente mayor a la expresada por el
Control y estadisticamente menor a la expresion inducida por GP5T3-pMA (Figura 10).

Por dltimo, en la figura 10-B se representa la expresion relativa de IFN-y 8 horas post
estimulacion. Se puede observar que no aumentd la expresion de este gen. La Unica
observacion seria que la expresion inducida por GP5T3-pMA es significativamente mayor que

la expresion por la estimulacion con GP5T3 (p< 0.05).
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Figura 11. Expresion relativa de TLR4 alas 2 y 8 horas post estimulacion.

La letra representa A) 2h post estimulacién y B) 8 horas post estimulacién. Las letras
representan que son estadisticamente diferentes p < 0.05 de a-Control, b-LPS, c-DEXA, d-
GP5T3, e-Péptido GP5T3-pMA y f-DMSO. Los datos se analizaron con una RM-ANOVA de una
viay Tukey.

Enlafigura 11 se representa la expresion relativa de TLR4 a las 2 y 8 horas post estimulacion
de M® 3D4/31 con diferentes estimulos. Principalmente, se observa un aumento de expresion
de este gen a las 2 horas post estimulacién con el estimulo control LPS, como se esperaba y

es estadisticamente mayor que los demas estimulos (p< 0.05).

Por otra parte, se observa un aumento de la expresion de TLR4 a las 2 horas post
estimulacion por parte del estimulo GP5T3-pMA, aunque significativamente menor que la
expresion inducida por el estimulo LPS, pero significativamente mayor que la expresion

inducida por el Control y DMSO.

El estimulo control DEXA, no muestra un aumento de la expresién de TLR4 a las 2 horas post
estimulacion y solo es estadisticamente menor a la expresién inducida por LPS y menor que

la expresion inducida por DMSO.

Por otra parte, los Controles DMSO y Control, no muestran un aumento de la expresiéon de
TLR4 a las 2 horas post estimulacion y tienen una diferencia estadisticamente menor a la
expresion inducida por LPS y GP5T3-pMA.

Por ultimo, en la figura 11-B no se observa ninglin aumento estadisticamente significativo de

la expresion de TLR4 a las 8 horas post estimulacion.
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11. Discusion

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) puede permanecer en las
amigdalas de los cerdos por mas de 200 dias. Este virus pasa desapercibido hasta que, en
condiciones favorables, resurge y provoca brotes (Lian et al., 2017). A pesar de que se han
desarrollado vacunas de virus vivo modificado, vectorizadas, DNA, Subunidades y del virus
inactivado, no logran controlar la enfermedad (Rock, 2007; Nan et al., 2017). Ultimamente, se
han desarrollado candidatos vacunales con nuevas formulaciones, en las que incluyen
nanoparticulas obteniendo muy buenos resultados (Binjawadagi et al., 2014). Sin embargo,
es fundamental encontrar anticuerpos neutralizantes contra la glicoproteina GP5, ya que se
ha reportado que cuando hay este tipo de anticuerpos, coincide con la eliminacion del virus
(Lopez, et al., 2004). Por otra parte, se ha reportado que glicoproteinas virales pueden unirse
al receptor tipo toll 4 (TLR4) de la respuesta inmune innata e inducir la activacion del factor
de transcripcion NFAT para mejorar la expresion de citocinas proinflamatorias (Olejnik et
al.2018). Para obtener una vacuna eficaz contra PRRSV es necesario activar de manera
adecuada la respuesta inmune antiviral innata mediada por citocinas proinflamatorias y lograr
la produccion de anticuerpos neutralizantes por la respuesta inmune adaptativa. Por lo tanto,
es fundamental evaluar los efectos inmunomoduladores de los péptidos de la glicoproteina
GP5 de PRRSV solos o0 encapsulados en nanoparticulas de pMA en macréfagos porcinos y
evaluar el papel de TLR4 y NFAT en la cascada de sefializacion que induce la expresion de
citocinas antivirales. Y de esta forma comprender los mecanismos que limitan la infeccién y
la evasidn de la respuesta inmunitaria. Esto determinard nuevas estrategias para desarrollar

vacunas mas eficaces.

11.1 Analisis de expresion relativa TLR4

Los resultados indican que el péptido GP5T3-PMA induce la sobreexpresion del gen TLR4 a
las 2 horas post estimulacién, con una diferencia estadisticamente significativa con respecto
a Control y DMSO. Los resultados indican que el péptido encapsulado podria activar el
receptor TLR4. Sin embargo, GP5T3 no indujo una expresion estadisticamente diferente de
TLR4, por lo tanto, sera necesario dilucidar si este efecto es por las nanoparticulas o por el
GP5T3. Se ha reportado que el uso de nanoparticulas funciona muy bien como coadyuvante
y por lo tanto provocan una respuesta inmunitaria a través del receptor TLR4 (Uto et al., 2011).

De igual manera, glicoproteinas virales pueden activar a este receptor (Olejnik et al.,2018).

El estimulo control LPS indujo la mayor sobreexpresion de TLR4 como era esperado, ya que

es el ligando por excelencia de este receptor. Diversos autores han demostrado que TLR4
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reconoce al LPS de las bacterias Gram negativas e induce la expresion de este gen (Martin
et al., 2013; Olejnik et al., 2018).

Por ultimo, a las 8 horas post estimulacion no se observa un aumento de expresion de este
gen con ningun estimulo y tampoco hay diferencias estadisticamente significativas. Incluso
con el estimulo LPS, el cual fue el que tuvo un mayor aumento de expresion de TLR4 a las 2
horas. Esto concuerda con Bonin et al., 2013 ya que se observo este mismo comportamiento
en un experimento in vitro con células mononucleares de sangre periférica de caballos,
estimuladas con LPS, en el cual se observo que el pico de expresion de TLR4 fue en la

primera hora post estimulacion y a partir de ahi, la expresion disminuy6 hasta ser indetectable.

Los resultados sugieren la participacion de TLR4 en respuesta a la estimulacién con GP5TS3,
por lo que futuros experimentos seran necesarios para definir las caracteristicas de esta

respuesta.

11.2 Analisis de la expresion relativa de IFN-a1

Los resultados indican que hay un incremento de la expresion de IFN-a1 a las 2 y 8 horas
post estimulaciéon con el péptido GP5T3, lo cual concuerda con los resultados de la
investigacion de Pifia, 2021, en donde evaluaron la activacion de macréfagos de ratdn in vitro,
en respuesta al estimulo de tres péptidos sintéticos de GP5 de PRRSV. En esta investigacion
se observé un aumento de expresion relativa de IFN-a1 a partir de la primera hora post

estimulacion.

En el caso de GP5T3-PMA, se observé un incremento de la expresion de IFN-a1 a las 2 horas
post estimulacién al igual que lo observado para el péptido solo. El aumento de esta citocina
fue estadisticamente diferente con respecto a los demas estimulos a excepcion del péptido
GP5T3 solo. Con este resultado, podemos inferir que las nanoparticulas no tienen una

influencia en el nivel de expresiéon de IFN-a1.

Los estimulos control LPS y DEXA también indujeron un aumento de la expresion de este
gen a las 2h post estimulacién que es estadisticamente diferente del Control y DMSO. Este
comportamiento es esperado, ya que estos estimulos control fueron establecidos durante la
estandarizaciéon del ensayo de estimulacién. Ademas, concuerdan con los resultados

obtenidos por Pifia et. al. 2021 en macréfagos de raton.
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Por ultimo, el péptido GP5T3 indujo la expresiéon de IFN-a1 a las 8 horas post estimulacion.
Esto concuerda con los resultados de Pifia, 2021. Es interesante explorar en futuros

experimentos si la expresion es constante, durante 8 horas, o intermitente.

Con base en los datos obtenidos podemos sugerir que el péptido GP5T3 solo o encapsulado
aumenta la expresion de IFN-a1 a las 2 horas post estimulacion y solo a las 8 horas cuando
no estéa encapsulado.

11.3 Analisis de la expresion relativa de IFN-y

Los resultados indican que el péptido GP5T3 encapsulado induce la mayor sobreexpresion
de IFN-y a las 2 horas post estimulacion en comparacion con GP5T3 y los controles positivos.
Aunque el péptido con las nanoparticulas induce un mayor nivel de expresion en comparacion
con el péptido GP5T3 solo y esto es estadisticamente significativo. Por lo que, este aumento
de expresion podria deberse a las nanoparticulas de pMA. Ya que, en otros estudios se ha
reportado que las nanoparticulas podrian inducir una mayor respuesta inmune (Binjawadagi
et al.,, 2014; Nan et al.,, 2017). Aunque también se ha reportado que péptidos de la
glicoproteina GP5 indujeron la sobreexpresion de IFN-y en células mononucleares de sangre
periférica aisladas de 22 cerdos infectados con dos cepas de PRRSV genéticamente
divergentes (Vashisht et al., 2008).

Con respecto a los estimulos control, en el estimulo DEXA no se observé un efecto en la
expresion de IFN-y ya que no hubo diferencia estadisticamente significativa con el Control y
el DMSO. Este resultado concuerda con experimentos previos en los que se evalud la
expresion de IFN-y en respuesta al estimulo con DEXA en macréfagos de ratén, en donde no
se registr6 cambio en la expresion de este gen (Fertsch et al., 1987). Sin embargo, la
expresion inducida por el estimulo LPS a las 2 horas post estimulacion si muestra una
diferencia estadisticamente significativa con el Control, pero ninguna con DMSO. Esto
concuerda con los resultados de Fultz, M.et al., 1993 en los que observaron un aumento de

la expresion de este gen al estimular macréfagos de ratén de la cepa CH3/OuJ con LPS.
Con base en los resultados obtenidos podemos concluir que el péptido GP5T3 encapsulado

en nanoparticulas de pMA aumenta el nivel de expresién de este gen mucho mas que el

péptido de la glicoproteina GP5T3 sin encapsular.
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En la figura 12 se propone una via de sefializacién de NFAT activada a través del receptor

TLR4 por medio de los péptidos de la glicoproteina GP5 de PRRSV.
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Figura 12. Propuesta la via de sefalizacion de NFAT activada a través del receptor TLR4 por
medio de los péptidos de la glicoproteina GP5 de PRRSV. En la figura se muestra la propuesta
de un mecanismo de inmunomodulacién del péptido GP5T3, en donde los péptidos de la
glicoproteina GP5 de PRRSV activan el receptor TLR4 y este a su vez inicia una cascada de
sefializacién que activa el factor de transcripcién NFAT, el cual induce la sobreexpresion de

citocinas proinflamatorias, especialmente IFN-a1 e IFN-y.

Por ultimo, los resultados sugieren que la via de sefializacion de NFAT puede activarse a

través del receptor TLR4. Ya que la sobreexpresion de TLR4, IFN-y e IFN-a1 por parte del
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péptido GP5T3 sugiere que GP5 de PRRSV desencadena la activacion de vias de

sefalizacion inmunitarias innatas con efectos antivirales.
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12. Conclusiones

En este trabajo se observd que el péptido GP5T3 solo o encapsulado induce la
sobreexpresion de los genes TLR4, IFN-a1 e IFN-y a las dos horas post estimulacion.
Ademas, se observé que el péptido GP5T3 induce la sobreexpresion de IFN-al a las 8 horas,
aunque menor a la expresada a las 2 horas post estimulacion. Estos resultados sugieren que
la via de sefalizaciobn de NFAT puede activarse a través del receptor TLR4 por medio de

péptidos de la glicoproteina GP5.
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13. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo son muy importantes ya que un mejor entendimiento
de los mecanismos de la respuesta inmune innata mediada por TLR4, IFN-a1 e IFN-y contra
el PRRSV puede ayudar a comprender los mecanismos que limitan la infeccion y la evasion
de la respuesta inmunitaria, esto determinard nuevas estrategias para desarrollar vacunas

mas eficaces.
Por ultimo para futuros experimentos, sera importante estudiar el efecto de las nanoparticulas

en la expresion de estos genes, ya que, para el caso de TLR4 e IFN-y, la sobreexpresion fue

inducida Gnicamente por el péptido encapsulado.
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15. Anexos

15.1 Preparacion de estimulos.

Control: Medio RPMI 2% SFB.

LPS 2ug/mL: Se utilizé 1.998 mL de medio RPMI 2% SFB con 2 microlitros de la solucién
stock LPS 2 mg/mL.

Dexametasona lug/mL: Se utiliza 9.99 mL de medio RPMI 2% SFB con 10 microlitros de
Stock Dexametasona 1 mg/mL.

Péptidos 1.25 ug/mL: Se utilizé 2.5 mL de medio RPMI 2% SFB con 2.5 mL de la solucién
stock de péptido GP5T3 2.5 ug/mL.

Para hacer esta solucion stock de péptidos 2.5ug/mL se utilizé 9.9875 mL de medio RPMI 2%
SFB con 12.5 microlitros de la solucion stock original de péptido GP5T3, de una concentracion
de 2mg/mL.

Péptidos con nanoparticulas pMA 5ug/mL: Se utiliz6 6 mL de medio RPMI 2% SFB con 4
mL de la solucion stock del péptido GP5T3 encapsulado en nanoparticulas de pMA 12.5
ug/mL.

Control DMSO: De igual forma que con el estimulo péptido 1.25 ug/mL se realizd este control
de igual forma. Para ser un control de este estimulo. Se utilizé 2.5 mL de medio RPMI 2%
SFB con 2.5 mL de la solucion stock DMSO 2. Para hacer esta solucion stock de DMSO se
utilizé 10 mL de medio RPMI 2% SFB con 12.5 microlitros de DMSO puro.
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