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1. RESUMEN

La infeccidn por el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) repre-
senta una gran preocupacion para la industria porcicola debido a la afectacion de los indices
productivos y las pérdidas econémicas asociadas. El PRRSV es un virus de ARN de polari-
dad positiva cuyo genoma contiene diez marcos de lectura abierta (orfs), que codifican para
proteinas estructurales y no estructurales. Poco se sabe sobre los mecanismos inmunolégicos
del cerdo que confieren proteccion frente a la infeccion por el PRRSV. Se ha propuesto que
una de las proteinas estructurales codificada en el orf5, denominada GP5, posee epitopos
capaces de inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes (NAb), los cuales constituyen
uno de los principales mecanismos inmunolégicos de proteccion contra la infeccion por
PRRSV. Para comprender las bases moleculares de la interaccion de los epitopos inmunodo-
minantes con la respuesta inmune humoral, se disefiaron tres péptidos a través de prediccio-
nes hechas por mapeo de epitopos de la proteina GP5. Dichos péptidos sintéticos tedrica-
mente podrian ser reconocidos por linfocitos B y fueron denominados GP5B1, GP5B2 y
GP5B3. Algunos estudios sugieren que los NAbs podrian tratarse de inmunoglobulinas del
tipo 1gG1, sin embargo, existe poca informacion en la literatura sobre los epitopos inmuno-
dominantes de la proteina GP5 que los inducen. Mas aun no se conoce si dichos epitopos
favorecen la produccion de NAbs. Objetivo: Evaluar la inmunogenicidad e inmunodominan-
cia de péptidos de GP5 en un modelo murino inmunizado con tres péptidos que corresponden
a secuencias predichas capaces de inducir anticuerpos neutralizantes a través de la evaluacion
de Abs IgG1. Asi mismo, se propone evaluar la capacidad neutralizante de los Abs generados
después de la inmunizacion a travées de ensayos de microneutralizacion. Resultados: los pép-
tidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3 son inmunogeénicos e inducen la produccion de anticuerpos
especificos, 1gG1 e 1gG2, en ratones partir del dia 45 post-inmunizacion. Los Abs estan diri-
gidos en gran medida contra los epitopos neutralizantes, sin embargo, la inmunodominancia
de estos epitopos esta determinada por la conformacion del péptido. Existe evidencia solida
que indica que los anticuerpos producidos contra estos péptidos podrian tener actividad neu-
tralizante. Estos resultados proporcionan informacion valiosa para guiar el desarrollo de una

vacuna contra el PRRSV.

Palabras clave: PRRSV, GP5, epitopo, anticuerpos neutralizantes, inmunodominancia.



2. ABSTRACT

The infection produced by the porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV)
represents a heavy burden to the pork industry due to the negative impact on production rates
and associated economic losses. PRRSV contains a positive-sense single-stranded RNA ge-
nome comprised of ten open reading frames (orfs), encoding structural and non-structural
proteins. There is a need to understand the immunological mechanisms that confer protection
against PRRSV infection. The viral structural protein GP5 possesses epitopes capable of in-
ducing the production of neutralizing antibodies (NAb) that represent the main immunolog-
ical mechanisms of protection against PRRSV infection. To understand the molecular bases
of the interaction between immunodominant epitopes and the humoral immune response, we
designed three peptides based on predictions made by epitope mapping of GP5. Such syn-
thetic peptides are likely recognized by B lymphocytes and were named GP5B1, GP5B2, and
GP5B3. Some studies suggest that NAbs could be IgG1-type immunoglobulins, however,
there is little information about the immunodominant epitopes of GP5 that induce them. Fur-
thermore, it is not yet known whether these epitopes favor the production of NAbs. Objective:
To evaluate the immunogenicity and immunodominance of GP5 peptides in mice immunized
with three peptides that correspond to predicted sequences capable of inducing neutralizing
IgG antibodies. Besides, we proposed to evaluate the neutralizing capacity of the antibodies
generated after immunization using microneutralization tests. Results: the peptides GP5B1,
GP5B2, and GP5B3 were immunogenic and induced the production of specific antibodies,
IgG1 and 1gG2, in mice after 45 days post-immunization. This indicates that the peptides
trigger a specific humoral immune response. The antibodies generated recognized the neu-
tralizing epitopes, and they might likely have neutralizing activity. Moreover, we determined
that the immunodominance of these epitopes depends on the conformation of the peptide.
These results provide valuable information to guide the development of a novel effective
PRRSV vaccine.



3. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes Histdricos
El sindrome reproductivo y respiratorio porcino, PRRS por sus siglas en inglés, fue descrito
clinicamente por primera vez en Estados Unidos de Norteamérica (EUA) en 1987. En Asia,
los primeros brotes de reportaron en Japdn en 1988. Posteriormente, la infeccion se esparcio
rapidamente en paises como Canada, Holanda y algunos paises de Europa. PRRS era cono-
cido con diferentes nombres como, Mystery swine disease o0 Blue-ear pig disease, hasta que,
en 1992 en el ler Congreso Internacional sobre la enfermedad en EUA, fue adoptado el nhom-
bre actual. En ese mismo afio fue descrito clinicamente por primera vez en México (LOpez-
Heydeck et al.,2015). Desde entonces este sindrome ha causado graves pérdidas econdmicas
en la industria porcina a nivel mundial. EUA es uno de los paises mas afectados, donde el
costo del PRRS es de méas de $1000 millones de ddlares anuales, implicando costos tanto
directos como indirectos (Hipra, SA 2019). Otros informes sugieren un impacto similar en

paises europeos.

3.2. Cuadro Clinico
El PRRS es una enfermedad de fécil y rapida trasmision provocada por un virus patégeno
del mismo nombre (PRRSV). Esta enfermedad se caracteriza por causar una amplia gama de
signos clinicos como: fiebre, escalofrios, disnea, enrojecimiento de la piel, pelaje aspero,
edema en parpados, conjuntivitis, depresion, anorexia y diarrea. Correspondientes a diferen-
tes grados de neumonia, miocarditis, encefalitis, rinitis, vasculitis, linfadenopatias, entre
otros. A nivel granja, en el area de reproduccion aumentan las tasas de mortinatos, nacidos
débiles, y en lechones lactantes incrementa la tasa de mortalidad. Ademas, la infeccion por
este virus acarrea infecciones secundarias, del tipo bacteriano (Mycoplasma hyopneumoniae,
Salmonella cholerasuis, Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, Pasteurella multicocida,
Actinobacillus pleuropneumoniae y Mycoplasma spp.) y del tipo viral (circovirus porcino
tipo 2, virus de la influenza porcina, virus de la gastroenteritis transmisible, virus de la gripe

y parvovirus porcinos) (Lopez-Heydeck et al.,2015).



3.3. Transmision
Los cerdos pueden infectarse por contacto directo o por contacto con material contaminado
con secreciones de cerdos infectados. Ademas, se puede transmitir por via vertical durante el
ultimo trimestre de gestacion. El virus puede entrar por via oral y nasal, penetrando los epi-
telios nasales y/o tonsilares, llegando a su diana celular, los macrofagos alveolares (Pileri y
Mateu 2016).

La dosis inféctate 50 (Dlso) de PRRSV varia segun la via de exposicion. Se ha estimado que
la Dlso por exposicion oral y nasal es de 10° y 10* particulas virales, respectivamente; mien-

tras que por via sexual la Dlso es de 102 particulas virales (Pileri y Mateu 2016).

3.4. Etapas de la infeccién por PPRSV
La infeccion por PRRSV en un cerdo inmunocompetente desencadena una serie de aconte-
cimientos. Después de la exposicidn inicial, sobreviene la infeccion temprana o aguda, que
se caracteriza en muchos casos, por: la presencia de sintomas clinicos, abundante replicacién
en células diana (macrofagos del tejido alveolar y células dendriticas); lo que ocasiona una
alta carga viral en los tejidos (los pulmones y el tracto respiratorio superior), que puede durar
hasta un mes. Posterior a la fase aguda se da la fase persistente o tardia de la infeccion. En
esta fase infecciosa tardia, el PRRSV persiste en un nivel bajo, pero continuo, de replicacién
viral, principalmente en tejido linfoide, incluyendo la amigdala y los ganglios linfaticos. Esto
explica la transmision eficiente del virus a cerdos a través de las secreciones. La replicacion
del virus disminuye hasta un punto en el que el virus ya no se detecta en la sangre y los cerdos
ya no presentan signos evidentes de enfermedad clinica. La eventual desaparicién de virus
representa la etapa final de la infeccidn. No se sabe exactamente cdmo y cuando desaparece
el virus, pero la replicacion se puede mantener hasta 250 dias después de la infeccion (Lopez
y Osorio, 2004).
3.5. Agente etiologico

El virus del PRRS pertenece a la familia Arteriviridae, género Porarterivirus. Es un virus
envuelto de ARN monocatenario de sentido positivo (Figura 1), con aproximadamente 15
Kb, que contiene 10 marcos de lectura abierta (orfs por sus siglas en ingles), los cuales se
han denominado como orfla, orflb, orf2a, orf2b, orf3, orf4, orf5, orf5a, orf6, orf7 (Lopez-
Heydeck et al.,2015).



Los orfla y orflb constituyen aproximadamente tres cuartas partes del genoma de PRRSV.
Estos codifican dos poliproteinas diferentes, ppla y pplab, que se dividen en al menos 16
proteinas no estructurales (nsps: nspl a nspl2 y nspla y nsplb, y nsp7a, y nsp7b). Estas
proteinas tienen diversas funciones como, actividad de ARN polimerasa, actividades proteo-
liticas, asi como actividades relacionadas con la transcripcion y replicacion viral (Figura 2).
Los genes que estan ubicados en el extremo 3' del genoma, denominados, orfs 2-7, se tradu-
cen en las proteinas estructurales GP2-GP5, N y M (Figura 2). Las glicoproteinas de la en-
voltura viral (GP2 a GP5) son las primeras que interactian con los receptores de la célula
huésped, iniciando la infeccion. La proteina nucleocapside (N), codificada por el orf7, es el
principal elemento estructural dentro del virién y su funcion es empaquetar el ARN genémico
viral (Figura 1) (ARNg). La proteina M, interactta con el receptor celular de sulfato de he-
paran en macrofagos. Por ultimo, se ha encontrado que nsp2, tradicionalmente clasificada
como una proteina no estructural, estd incorporada en multiples isoformas dentro de la en-

voltura viral (Montaner-Trarbes et al.,2019).

El orf5 codifica la proteina glicosilada GP5 de 25 kDa que se compone de 200 aminoacidos
(en el genotipo norteamericano 2). Comprende un péptido sefial entre los aminoacidos 1-30,
en la region N-terminal que dirige a la proteina al reticulo endoplasmico (RE), seguido de un
ectodominio de aproximadamente 30 aminoacidos, que contiene varios sitios de N-glicosila-
cion, dos de los cuales (N44 y N51) estan altamente conservados entre las diferentes cepas
del virus. La regién entre los residuos 63 y 135 es hidrofoba y se supone que atraviesa tres
veces la envoltura viral. La region C -terminal (135-200) se encuentra en el interior del virus.
Es de destacar que existe una region hipervariable entre el aminoéacido 27 y 31. Dado que
esta region es rica en residuos de serina y asparagina, esto a menudo conduce a la adicion o
pérdida de sitios de N-glicosilacion. En GP5 de PRRSV tipo 2, se identifico un epitopo neu-
tralizante "epitopo B", capaz de inducir la produccion de NAbs, considerados como un com-
ponente importante de la inmunidad protectora frente a PRRSV (Ldpez, 2015), ademas, se

identificd un epitopo sefiuelo "epitopo A" (Thaa et al. 2013).

Se ha reportado que GP5 esta implicada en la entrada del virus en las células diana ya que
interacciona con los receptores de sialoadhesina de macrofagos alveolares de cerdo. Por lo

tanto, GP5 es una proteina esencial en el proceso de infeccion (Lépez, 2015). GP5 también



es muy importante para la induccién de NAbs ya que contiene epitopos inmunodominantes.
Sin embargo, es una proteina que presenta mucha diversidad antigénica debido a mutaciones,
por lo que contribuye a la evasion de la respuesta inmune del hospedero. Por ello, GP5 es

una de las proteinas mas estudiadas de PRRSV (Cajero-Juarez et al.,2017).

VIRUS PRRS

Estructura:

Nucleocapside

ARN

GP5 (ORFS)

Proteina M (ORF6)

Proteina N (ORF7)

Figura 1. Representacion esquematica del virus PRRS. Ubicacion de las proteinas estructurales GP5, M y N. Se muestra
como GP5 y la proteina M forman complejos heterodimeros. EI genoma de ARN monocatenario se encuentra encapsulado
por la proteina de nucleocapside (N). Recuperado de https://razasporcinas.com/pigmarket/producto/guia-del-prrs-sindrome-
respiratorio-y-reproductivo-porcino.

3.6. Replicacion de PRRSV en el hospedero
Los cerdos son el unico huésped natural conocido de PRRSV, donde el macréfago alveolar
porcino completamente diferenciado es su principal diana celular. En el modelo clasico para
la infeccion por PRRSV de macrdfagos, el primer paso es la interaccion entre la proteina M
del virus y el sulfato de heparina (HS) de la superficie de los macréfagos. El siguiente paso
es la unidn de los residuos glicosilicos de GP5 a la sialoadhesina de macréfagos, CD169. El
heterodimero GP5-M es el complejo proteico predominante en la superficie del virién. Sin
embargo, la internalizacion del virus se produce a través de la interaccion entre el heterotri-
mero de la envoltura formado por GP2a, GP3 y GP4 y una proteina receptora del macréfago,
CD163. Cerdos knock-out que carecen de CD169, siguen siendo permisivos para la infeccion
con el virus PRRSV tipo 2, mientras que los cerdos knock-out que carecen de CD163 son

completamente resistentes a la infeccion con ambos genotipos (Popescu et al., 2017). PRRSV


https://razasporcinas.com/pigmarket/producto/guia-del-prrs-sindrome-respiratorio-y-reproductivo-porcino
https://razasporcinas.com/pigmarket/producto/guia-del-prrs-sindrome-respiratorio-y-reproductivo-porcino

entra en las células hospedadoras a través de endocitosis estandar mediada por clatrina. El
endosoma se acidifica, las membranas se fusionan y el genoma viral se libera en el citosol
(Popescu et al., 2017). EI ARN sirve como el ARNm para la traduccion inmediata de las
poliproteinas replicasa, ppla-nsp2TF, ppla-nsp2N, pplay pplab (Figura 2). Estas polipro-
teinas se escinden mediante proteinasas internas virales para generar 16 proteinas no estruc-
turales (Montaner-Tarbes et al.,2019), que se ensamblan en un complejo de replicacion y
transcripcion (RTC por sus siglas en inglés). EI RTC primero se involucra en la sintesis de
ARN de cadena negativa para producir ARN de cadena Unica tanto de longitud completa
como de cadena subgendémica (sg). Posteriormente, los ARN mensajero subgenomicos
(ARNmM sg) sirven como moldes para la sintesis de los ARNm sg de cadena positiva necesa-
rios para expresar los genes de proteinas estructurales. Los genomas de ARN recién genera-
dos se empaquetan en nucleocapsides que se envuelven al brotar de membranas intracelulares
lisas. Los nuevos viriones se liberan de la célula utilizando la via exocitica. El sitio de en-
samblaje y sintesis de ARN viral ocurre en vesiculas de membrana doble (DM, por sus siglas
en ingles), derivadas del reticulo endoplasmico (Kappes y Faaberg, 2015).
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Figura 2.Genoma, transcripcion y traduccion de PRRSV. El genoma de PRRSV se traduce inmediatamente en 4 polipro-
teinas (ppla, ppla-nsp2N, ppla-nsp2TF y pplab), las cuales se procesan dando como resultado al menos 16 proteinas no
estructurales (nsps) con actividad replicasa. Las proteinas estructurales se expresan a través de un conjunto de ARN subge-
nomicos (ARNsg; 2-7) a través de un intermedio de ARN de polaridad negativa. Recuperado de Kappes y Faaberg. 2015.



3.7. Replicacion de PRRSV in vitro
Como se ha revisado hasta ahora, el virus de PRRSV infecta a células totalmente diferencia-
das del linaje monocito/macréfago, donde el receptor celular CD163 es determinante para la
infeccion. Se ha demostrado que CD163 es capaz de mediar infeccidn de lineas celulares no
permisivas.
In vitro, PRRSV se aislé por primera vez en cultivos primarios de macrofagos alveolares
porcinos (PAM, porcine alveolar macrophage) y hasta ahora, estas células, asi como mono-
citos sanguineos recién aislados y células dendriticas derivadas de monocitos, siguen siendo
las Unicas células porcinas no modificadas genéticamente que pueden ser utilizadas para la
propagacion viral ya que pueden ser infectados por el virus y permitir su replicacion (Welch
y Calvert. 2010). Por otro lado, el uso de lineas celulares primarias presenta desventajas como
el bajo nimero de células, la heterogeneidad de la poblacién y, lo que es mas importante, la
corta vida util de las células. Las lineas celulares inmortalizadas, utilizadas in vitro presentan
algunos beneficios en comparacion con las lineas celulares primarias. Hay dos lineas celula-
res inmortalizadas permisivas no porcinas que permiten el ciclo de replicacion completo de
PRRSV, las células MARC-145 y CL262, ambas subclones de la linea celular de rifién de
mono MA104, que se usan rutinariamente para la propagacion in vitro de PRRSV vy para la
produccion a gran escala de cepas de vacuna de PRRSV. Nuevas lineas celulares se han
modificado genéticamente para que sean permisivas para el PRRSV, como células PAM in-
mortalizadas que expresan la proteina CD163, células PK-15 que expresan la proteina sia-
loadhesina (CD169) y células de rifidn de cerdo, felino y hdmster recién nacido que expresan
la proteina CD163 (Provost, et al., 2012).
En la basqueda de nuevos receptores para PRRSV en macréfagos porcinos Xie, J. y colabo-
radores, identificaron nuevos receptores de la familia de la sialoadhesina, los cuales fueron
clonados y caracterizados como Siglec-3, Siglec-5 y Siglec-10. Solo la expresion de Siglec-
10 pudo potenciar significativamente la infeccion de PRRSV en la linea celular transfectada
con CD163. En comparacion con sialoadhesina CD169, Siglec-10 fue igual de eficaz como
receptor para PRRSV tipo 2, pero fue menos capaz de soportar la infeccion con PRRSV tipo
1 (Xie, Jetal., 2017).



3.8. Principales mecanismos de evasion de la respuesta inmune por PRRSV

3.8.1. Inmunidad Innata.
PRRSYV inhibe la produccion y funcion de IFN: Los interferones del tipo I (a/B) son uno
de los mecanismos antivirales mas potentes en las primeras etapas de la infeccion (Mon-
taner-Tarbes et al.,2019). Estudios demuestran que durante la replicacion activa de
PRRSV en los pulmones, la produccion de IFNs se ve comprometida tanto in vivo como
in vitro. Esto sugiere que PRRSV posee diversas estrategias para inhibir la induccion y
funcion de IFNs o / B. Al menos seis proteinas virales (nspla, nsp1p, nsp2, nsp4, nspll
y N) se han identificado como antagonistas de IFNs; sin embargo, sus mecanismos de
accion solo estan parcialmente caracterizados (Ke y Yoo, 2017).
PRRSV modula la produccion de TNF-a e IL-1: Durante la infeccion aguda por el virus
de la influenza porcina en cerdos, tanto las células infectadas como las activadas, secretan
altas concentraciones de factor de necrosis tumoral-o. (TNFa) e interleucina-1 (IL-1p),
coincidiendo con los sintomas clinicos y la eliminacién efectiva del virus. En contraste,
en la infeccion por PRRSV la cantidad de estas citocinas es significativamente menor
(dependiendo de la cepa), lo que ocasiona que la activacion de la inmunidad adaptativa
se retrase y atentie (Lunney et al.,2016). Se ha sugerido que la proteina nsp2 podria estar
implicada en la supresion de estas citocinas, ya que cuando se usaron mutantes de esta
proteina, hubo una fuerte activacién de componentes involucrados en la sefializacién de
TNF-a e IL-1p (Montaner-Tarbes et al.,2019).
PRRSV regula positivamente citocinas como IL-10 y/o TGF-B: Los virus evaden la res-
puesta inmune del huésped al promover la secrecion de citocinas inmunosupresoras como
son IL-10 y el factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B). Estas citocinas causan
supresion de la respuesta inmune innata y adaptativa en cerdos (Lunney et al.,2016).
PRRSV aumenta los niveles de estas citocinas. La proteina N ha sido identificada como
la responsable de la regulacion positiva al menos de I1L-10 in vitro. Se ha sugerido que la
proteina N activa NF-kB, via de sefializacion que regula la produccion de 1L-10 y otras
proteinas proinflamatorias (Ke y Yoo, 2017).
PRRSV inhibe receptores tipo toll (TLRs): Cuando un virus de ARN ingresa a la célula,
se activan una serie de mecanismos de reconocimiento, mediante receptores de recono-

cimiento de patrones (PRR) entre los que se encuentran, los receptores tipo toll (TLR)



que residen en la membrana endosémica. Este tipo de receptor es capaz de detectar ma-
terial extrafio en la célula, activando diferentes vias de sefializacion que culminan en la
activacion de factores de transcripcion necesarios para la produccion de IFN o/p (Ke y
Y00, 2017). PRRSV inhibe TRIF, una molécula adaptadora del TLR3, interfiriendo prin-
cipalmente con la via de sefializacion implicada en la produccion de IFN-B y la posterior
respuesta inmune innata (Zhu et al., 2012).

e PRRSV puede inhibir la funcion de las células NK: Las células naturales asesinas (NK,
por sus siglas en ingles), son parte importante de la respuesta inmune innata antiviral.
Estas células son capaces de identificar células infectadas por virus al reconocer al anti-
geno alterado a través del MHC-1, produciendo perforinas y granzimas que inducen
apoptosis en las células infectadas (Montaner-Tarbes et al.,2019). En particular, en cer-
dos infectados por PRRSV, la funcion citotoxica de las células NK se reduce a partir de
los dos dias después de la infeccion y dura de tres a cuatro semanas; adicionalmente los
cerdos muestran niveles bajos de IFN-a. Esto sugiere que hay una relacion entre los ni-
veles bajos de IFN y la actividad citotdxica reducida de las células NK, ya que la funcién
de las células NK esta regulada por los IFN tipo | y otras citocinas (Ke y Yoo, 2017).

e PRRSV interfiere con la presentacion de antigeno y la activacion de células T: los IFNs
de tipo | pueden mejorar la presentacién de antigenos en células dendriticas (DC) y su
migracion a los ganglios linfaticos. La presentacion de antigeno mejorada facilita la ma-
duracion, proliferacion y activacion de células T. Sin embargo, debido a que PRRSV ha
adquirido diversas estrategias para inhibir la induccion y funcion de IFNs, puede entonces
interferir con la presentacion correcta del antigeno y, en consecuencia, con la activacion
de linfocitos T (Mateu y Diaz, 2008).

3.8.2. Inmunidad Adaptativa.

3.8.2.1. Respuesta celular
PRRSV induce una activacion lenta, erratica y de baja frecuencia de linfocitos T, que son
células secretoras de INF-y. Los linfocitos T cooperadores Thl (CD4") pueden convertirse
en células T de memoria, ademas, pueden mejorar la eficacia de destruccion de los macrofa-
gos e inducir la proliferacion de linfocitos T CD8" al secretar IL-2 e IFN-y. Por otra parte,
los linfocitos T cooperadores Th2 (CD4*) pueden promover la maduracion de linfocitos B a
células plasmaticas, mejorando su capacidad de secretar Abs especificos anti-PRRSV;
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igualmente pueden inducir la conversion de linfocitos B a linfocitos B de memoria. Los lin-
focitos T citotoxicos (CD8™) causan la muerte de células infectadas especificay directamente,
mediante apoptosis. Durante la infeccién por PRRSV, el nimero de células T CD4" dismi-
nuye rapidamente entre los 3—7 dias post infeccidn, luego aumentan ligeramente entre los 7—
14 dias, alcanzando su pico maximo a las 4 semanas post- infeccion. Se sabe muy poco acerca
del papel de las células T CD8" en la eliminacion virus. Tales respuestas anormales de células
T sugieren que la infeccién con PRRSV interfiere con la funcion normal de las células T a

través de mecanismos indirectos que aun no estan bien descritos (Ke y Yoo, 2017).

3.8.2.2. Respuesta Humoral.
PRRSV induce una respuesta temprana y fuerte de anticuerpos no neutralizantes: La res-
puesta de Abs mediada por linfocitos B es uno de los mecanismos antivirales mas importantes
del huésped. Aungue los Abs especificos para PRRSV aparecen en los primeros 5-7 dias
después de la infeccion, la eficacia de estos anticuerpos no esté clara; de hecho, se ha sugerido
que estos Abs pueden llegar a ser perjudiciales para el huésped, ya que al opsonizar la parti-
cula viral para su fagocitosis, facilitan la entrada del virus a macréfagos. Los mecanismos
moleculares por los cuales se producen estos Abs no neutralizantes se discuten a detalle méas

adelante.

3.9. Respuesta inmune y mecanismos de defensa contra el PRRSV

3.9.1. Respuesta inmune adaptativa
Los cerdos infectados por PRRSV desarrollan una respuesta de linfocitos T cooperadores
CD4" lenta, tardia e irregular, donde la proteina de la matriz M y glicoproteina GP5 poseen
los epitopos de reconocimiento para estas células T CD4™ A partir de las cuatro semanas se
observa un incremento importante, posteriormente esta respuesta vuelve a disminuir, este
comportamiento retardado es similar a lo observado con los NAbs. A las 14 semanas, se
desarrolla una hipersensibilidad contra el virus, que indica nuevamente una respuesta por
parte de linfocitos T CD4"; sin embargo, semanas después se vuelve a observar un decre-
mento. La respuesta por parte de células T es importante ya que son una de las principales
células secretoras de IFN-y. Por otra parte, ocurre una activacion policlonal de células B que

a su vez induce una respuesta temprana, no protectora y vigorosa de anticuerpos homdélogos
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(Lopez y Osorio, 2004). Los aspectos moleculares de esta respuesta se discuten a continua-
cion.
3.9.2. Respuesta inmune humoral

Los linfocitos B o células B, se originan en la medula 6sea a partir de células madre he-
matopoyéticas, donde a través de estimulos inducidos por diversas citoquinas, se diferen-
cian primero a celulas pro-B y finalmente a células B maduras. Son responsables de la
inmunidad humoral, su funcion principal es la produccion de Abs que seran secretados
proporcionando inmunidad contra antigenos de patégenos y dirigiendo contra ellos una se-
rie de mecanismos efectores destinados a destruirlos. Las funciones de los anticuerpos, co-
nocidos también como inmunoglobulinas, son determinadas por la cadena pesada y, por ello,
los distintos isotipos de las inmunoglobulinas tienen distintas funciones. (Owen, 2014). La
IgM es el primer isotipo expresado por las células B en desarrollo y las células B maduras,

siendo por ello el isotipo que domina en la respuesta humoral primaria. La IgM funciona

como receptor celular de las células B maduras en su forma monomérica y en su forma se-
cretada, forma homopentameros que circulan en la sangre donde activa el complemento con
eficacia. La IgD fundamentalmente se encuentra asociada a la membrana de los linfocitos B
maduros y en muy bajas concentraciones circulante en sangre. Los restantes isotipos IgG,
IgA e IgE son secretados y expresados en la membrana de las células B memoria (Martin et
al., 2014). La IgG es el isotipo méas abundante en sangre y en el compartimento extravascular.
Los cuatro genes para la cadena pesada corresponden con las cuatro subclases de 1gG: 1gG1,
1gG2, 1gG3 e IgG4. Las cuatro subclases de 1gG reciben su numeracion por el orden de sus
concentraciones sanguineas siendo la IgG1 la méas abundante y la IgG4 la méas escasa. La
IgG1, la 1gG2 y la 1gG4 tienen unas vidas medias en suero de 25 dias aproximadamente,
superiores a las de los otros isotipos (Abbas, 2015). En la tabla 1 se resumen las principales
caracteristicas de los diferentes tipos de inmunoglobulinas.}
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Tabla 1. Funciones efectoras mediadas por cada isotipo de anticuerpos. Modificada de Abbas, 2015.

Isotipo de Subtipos Concentracion Forma secretada Funciones
Anticuerpo (CadenaH)  sérica en huma-
nos (mg/ml)
1gA IgAl 2 (alo 3.5 Sobre todo, Inmunidad de mucosas
a2) dimero; también
mondmero,
trimero
IgD Ninguno Minima Mondmero Receptor para el antigeno del linfocito B
virgen
IgE Ninguno 0.05 Mondmero Defensa contra parasitos helmintos, hi-

persensibilidad inmediata

19G IgG1-4 135 Monoémero Opsonizacion, activacion del comple-
mento, citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos, inmunidad neonatal, in-
hibicion por retroalimentacion de linfoci-
tos B

IgM Ninguno 15 Pentamero Receptor para el antigeno del linfocito B
virgen (forma monomeérica), activacion
del complemento

Los anticuerpos, son también BCR (receptor de célula B o en inglés, B cell receptor). Por
medio de los BCR, las células B reconocen un antigeno, y generan sefiales intracelulares que
determinaran el destino funcional de la célula B. Las sefiales generadas por el BCR deciden
que las células B inmaduras autorreactivas inicien procesos de suicidio celular, o bien, que
las células B maduras se activen e inicien su proliferacion y diferenciacion en células plas-
maticas y células B memoria. Cuando las células B se transforman en células plasméticas
secretan Abs especificos solubles que dirigen a otras células del sistema inmune contra el
antigeno (Martin et al., 2014). Tanto los Abs secretados como los BCR poseen la misma
estructura (Figura 3). En la estructura de los anticuerpos deben destacarse tres aspectos. En
primer lugar, cada molécula monomerica de anticuerpo esta formada por dos cadenas pesadas
y otras dos ligeras, unidas covalentemente por puentes disulfuro (Figura 3). En segundo lu-
gar, estas cadenas estan a su vez formadas, cada una, por una serie de dominios de inmuno-
globulina de estructura globular. En tercer lugar, estos dominios son de dos tipos. Los domi-

nios variables son los responsables del reconocimiento de antigenos y son los que sufriran
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hipermutacién somatica. Los dominios constantes son lo que se someteran a un cambio de
isotipo, que determinard su isotipo y en el caso de las cadenas pesadas las correspondientes
funciones bioldgicas de dicha inmunoglobulina (Owen, 2014). Practicamente toda la varia-
cion en los anticuerpos se concentra en la region variable de los mismos. Esta es la region
responsable de que los anticuerpos puedan formar uniones quimicas con diferentes antigenos
y establezcan interacciones con ellos. La funcion de las regiones variables del anticuerpo es
unirse al antigeno, mientras que la de las regiones constantes es desencadenar funciones efec-
toras especificas contra el patdgeno portador del antigeno (Abbas, 2015). Entre las regiones
variable y constante de la cadena pesada hay una region bisagra, que condiciona como una
molécula de anticuerpo podré interaccionar con distintas moléculas de antigeno, pero, segun
se ha observado, su composicion esta también relacionada con el tiempo de permanencia de
estos anticuerpos en la circulacion sanguinea. Los anticuerpos se unen a antigenos especifi-
cos por medio de interacciones quimicas débiles de varios tipos: puentes de hidrégeno, fuer-
zas de Van der Vaals, e interacciones hidrofdbicas. La suma de multiples interacciones débi-
les genera una unién con alta afinidad global. Sin embargo, no se generan enlaces covalentes,

lo que implica que la unién antigeno-anticuerpo sera reversible (Martin et al., 2014).

A 1gM de membrana  Zona de union al B 19G secretada
antigeno
Y- &y

Zona de unién al antigeno

Region Fab
Cadena

ligera

Receptor para el Fc/Zonas

de uni6n al complemento Bisagra

Region Fc

Membrana plasmatica de
Iinfocito_§ BR - B

Enlace

*C_"\"_-:\ disulfuro Fi-

gura
3. Estructura general de una molécula de anticuerpo. A. Diagrama esquematico de una molécula de IgM unida a la membrana
en la superficie de un linfocito B. La molécula de IgM tiene un dominio CH mas que la 1gG, y la forma membrana del
anticuerpo tiene porciones transmembrana y citoplasmica C terminales que anclan la molécula en la membrana plasmatica.
B. Diagrama esquematico de una molécula de 1gG secretada. CDR, region hipervariable. CH, dominio constante de la
cadena pesada. CL, dominio constante de la cadena ligera. Fab, fragmento de reconocimiento al antigeno. Fc, fragmento
cristalizable. VH, dominio variable de la cadena pesada. VL, dominio variable de la cadena ligera. Modificado de Abbas,

2015; Creada con BioRender.com.
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Si se trata una 1gG de conejo con la enzima papaina en condiciones de protedlisis limitada,
la enzima actla sobre la regidn bisagra y escinde la IgG en tres piezas separadas. Dos de las
piezas son idénticas entre si y consisten en la cadena ligera completa (VL y CL) asociada a
un fragmento V H-CH1 de cadena pesada. Estos fragmentos conservan la capacidad de unirse
al antigeno, porque cada uno contiene los dominios VL y VH y se llaman Fab (fragmento de
unién al antigeno, en inglés antigen binding) (Figura 3). La tercera pieza estd compuesta de
dos péptidos idénticos unidos por enlaces disulfuro que contienen los dominios de cadena
pesada CH2 y CH3. Esta pieza de IgG tiene tendencia a asociarse a si misma y a cristalizar
en un enrejado, y se llama, por tanto, Fc (fragmento cristalizable) (Figura 3). Cuando se usa
pepsina (en lugar de la papaina) para escindir la IgG de conejo en condiciones limitantes, la
protedlisis se produce distal a la region bisagra, o que genera un fragmento F(ab) de 1gG
con la bisagra y los enlaces disulfuro intercatenarios intactos y dos sitios idénticos de unién

al antigeno.

Distintos genes codifican las cadenas pesadas y ligeras. El proceso por el cual se producen
una amplia variedad de anticuerpos se conoce como recombinacion somatica, la cual es
independiente de la estimulacion antigénica y es la base principal que permite al sistema
inmune producir anticuerpos con gran diversidad. La célula B reorganiza aleatoriamente

tres loci distintos (Sanchez, 2010) como se muestra en la figura 4:

1. Locus H: codifica las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. Esta formado por tres
grupos de genes:
e Genes V: denominados asi porque codifican variabilidad
e Genes D: codifican la diversidad
e Genes J: union
2. Locus Kappa (x): codifican cadenas ligeras «. Esta formado por dos genes diferentes:
e Genes V: variabilidad
e Genes J: unién
3. Locus Lambda (): codifican cadenas ligeras A. Esta formado por dos genes diferentes:
e Genes V: variabilidad

e Genes J: unién
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En la especie porcina hay aproximadamente 30 genes VH, de los cuales solo 7 se usan co-
muanmente para formar més del 90% del repertorio de VDJ de cadena pesada; hay cinco genes
DH, solo dos funcionales y, finalmente, cinco genes JH, siendo solo uno funcional (Young,
2020).

La parte constante de las cadenas pesadas en humanos, esta codificada por los genes Ceg, Cy,
Ca, Cy, y Cd, que codifican las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas IgE, IgM, IgA, 1gG
e IgD, respectivamente (Abbas, 2008). En el cerdo solo se han encontrado los genes Cg, Cy,
Ca y Cy. Aunado a esto se han descrito ocho copias correspondientes al gen Cy en el cerdo.
El estudio de estos genes ha puesto de manifiesto, que en el cerdo existen al menos cinco
subclases de 1gG, que estarian codificadas por los genes Cy1, Cy2a, Cy2b, Cy3 y Cy4 (San-
chez, 2010).

La variedad de genes que codifican la cadena pesada porcina parece no ser suficiente para
dar lugar a la enorme diversidad de inmunoglobulinas que se producen en la respuesta in-
mune. Para resolver esta aparente limitacion se lleva a cabo un proceso de hipermutacion
somatica en la region variable de la cadena ligera. El sistema inmune del cerdo crea la cadena
ligera de los anticuerpos, que contiene una regién variable de unién al antigeno, a partir de
uno de los dos loci, lambda y kappa. El locus lambda contiene 12-13 regiones variables fun-
cionalesy 4 regiones de union y el locus kappa contiene 14-50 regiones variables y 5 regiones
de union (Young, 2020).
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Figura 4. Recombinacion y expresion del gen de las cadenas pesada y ligera de lg. Se muestra la secuencia de recombina-
cion del ADN y su expresion génica en el caso de la cadena pesada de 1g (A) y la cadena ligera « de Ig (B). En el ejemplo
mostrado en A, la region V de la cadena pesada p esta codificada por los exones V1, D2 y J1. En el ejemplo mostrado en
B, laregion V de la cadena « esté codificada por los exones V2 y J1. Recuperado de Abbas, 2015.

Una vez que se reorganizan los segmentos de la cadena pesada y ligera en la regién variable,
se expresan como un BCR que contiene dos copias de la cadena pesada, unidas a dos copias
de la cadena ligera. Después la célula B sale de la medula 6sea y es enviada a 6rganos linfoi-
des secundarios, como los ganglios linfaticos, el tejido mamario, las amigdalas y tejidos lin-

foides asociados al intestino (Owen, 2014).

Las células B se mueven a través de los foliculos de los érganos linfoides secundarios en
busca de antigenos especificos para sus BCRs. Los antigenos y quimiocinas de <70 kDa de
peso molecular pueden alcanzar la zona de linfocitos B a través de conductos que se extien-

den entre el seno subcapsular y el foliculo, e interactuar directamente con linfocitos B
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especificos. Antigenos >70 kDa de peso molecular que entran en el ganglio a través de los
vasos linfaticos aferentes no son capturados por los macréfagos del seno subcapsular ya que
son demasiado grandes para entrar en los conductos. Estos antigenos pueden capturarlos cé-
lulas dendriticas residentes presentes en la regién medular y transportarlos a los foliculos,
donde pueden activar los linfocitos B. Los antigenos polisacaridos pueden ser capturados por
los macrofagos en la zona marginal de los foliculos linfaticos esplénicos y mostrarse o trans-
ferirse a los linfocitos B en esta zona (Abbas, 2015). Estos conductos estan formados por
células reticulares foliculares (frc) envueltas alrededor de fibras de colageno, y las células B
son capaces de tener acceso a su contenido por medio de poros en los lados de los conductos
(Owen, 2014).

La interaccion con el antigeno, el cual seré especifico para cada célula B, puede ocurrir de

dos maneras diferentes (Owen, 2014):

1. Con mayor frecuencia, las células B interactlan con el antigeno presentado a través
de células presentadoras de antigeno (APC, Antigen presenting cell), como los ma-
crofagos o las células dendriticas

2. Reconocimiento directo del antigeno a través del BCR. El antigeno se endocita, se
procesay luego se presenta en la superficie de la célula a través del complejo mayor
de histocompatibilidad 11 (MHC-II).

El reconocimiento del antigeno puede activar a la célula B; sin embargo, una activacion
optima implica interacciones con células T CD4" o linfocitos T cooperadores. Los linfo-
citos T cooperadores, interactuan con los linfocitos B, activandolos, a través de la libera-
cion de citocinas y el contacto con moléculas coestimuladoras que se encuentran en la
superficie de las células T, como es el CD40L. La interaccion con células T, mejora y
amplifica la respuesta de las células B al antigeno, estimulando la proliferacion, expansion

clonal y cambio de isotipo (Young, 2020).

Tras la activacion, la célula B tiene dos rutas, convertirse en célula B de memoria de larga
duracion o en una célula plasmatica secretora de anticuerpos de corta duracién. Ambos re-
sultados son esenciales para el desarrollo de una inmunidad humoral adecuada y protectora.
Cuando se estimula inicialmente, por el antigeno y por citocinas provenientes de células T

auxiliares CD4", la célula B inmadura tiene una IgM como su BCR. Después de la activacion
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y estimulacion pasa por una mitosis rapida, creando numerosos clones de si misma. Algunos
de estos clones se convierten en células plasmaticas, secretando IgM especifica de antigeno,
disefiada para unir maltiples antigenos. Otras células B IgM™*, con la correcta estimulacion
por parte de células Th, se convertiran en celulas B de memoria de larga duracion, lo que a
menudo implica el cambio de clase a inmunoglobulina, IgD, IgG, IgE o IgA, cada una de las
cuales tiene propiedades Unicas y areas especificas de circulacion (Owen, 2014). Estas célu-
las B de memoria mantienen las cadenas ligeras originales especificas de antigeno, pero cam-
bian la region constante de la cadena pesada. Cuando estas células B de memoria se reactivan,
por reestimulacion durante infecciones repetidas posteriores, las células se convierten en ce-
lulas plasmaéticas especificas de antigeno, con un nuevo isotipo, de una manera mucho més
eficiente. Durante este proceso, los genes de las cadenas pesada y ligera de cada célula B
pasan por una hipermutacion somatica casi constante, donde, a través de la actividad enzi-
matica por la desaminasa inducida por activacion (AID) y la replicacién de ADN propensa a
errores, los pares de bases se cambian y mutan. Esta mutacion aleatoria puede, en raras oca-
siones, conducir a la maduracion por afinidad del BCR y el anticuerpo secretado, mejorando
la respuesta, la unién y el reconocimiento al antigeno. Estas células B de memoria de larga
duracion persisten en sangre y organos linfoides, a menudo durante toda la vida de un cerdo,

y son importantes para la proteccion a largo plazo (Young, 2020).

En el caso de la infeccion por PRRSV se desarrolla una respuesta humoral inicial, rapida y
fuerte, donde los anticuerpos no confieren proteccion e incluso pueden ser dafiinos, debido a
un mecanismo conocido como “mejora dependiente de anticuerpos” (ADE por sus siglas en
ingles), en el cual, los anticuerpos especificos de PRRSV no neutralizantes pueden aumentar
las tasas de infeccion, uniéndose al virus y dejando la fraccion Fc libre. Los macréfagos se
uniran al fragmento Fc de la inmunoglobulina e induciran la entrada del virus a la célula. En
sueros de cerdos infectados se han encontrado diferentes clases de anticuerpos (Hipra, SA,
2019):

o Ab IgM anti-PRRSV a los cinco dias post-infeccion, sin embargo, resultan inde-

tectables a partir de la segunda semana.
o Ab IgG anti-PRRSV entre los 7 -10 dias post-infeccion con incremento en las

segunda y cuarta semanas.
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o Ab IgA anti-PRRSV son detectados a partir de los 14 dias post-infeccion con

maximos a los 25 dias hasta que desaparecen al mes aproximadamente.

3.10. Anticuerpos neutralizantes

Los NAbs son uno de los componentes més importantes en la inmunidad adaptativa natural

y artificial, mediada por vacunas, contra las infecciones virales. La neutralizacion se puede

definir como perdida de infectividad, que se produce cuando la(s) molécula(s) de un anti-

cuerpo se unen a una particula del virus. Como requisito minimo para la neutralizacion, los

paratopos (sitios de union al antigeno) de los Abs deben interactuar con los epitopos de los

antigenos (Ags) virales. Desde una perspectiva estructural, los epitopos y paratopes pueden

definirse como un conjunto de a&tomos en el Ag y el Ab, respectivamente, que estan en con-

tacto formando un complejo (Klasse y Sattentau, 2002).

Los anticuerpos tienen diferentes funciones efectoras, principalmente mediadas por la region

Fc:

Neutralizaciéon: la union especifica de un anticuerpo con su antigeno puede causar la
neutralizacion viral, al bloquear la unién del virus a receptores de la célula y/o al
inhibir cualquier cambio conformacional requerido para la fusion de la membrana
viral o la liberacién de viriones de la progenie (Zheng et al., 2019). Por lo tanto, el
virus no es capaz de infectar a las células blanco.

Toxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC, antibody-dependent cellular cy-
totoxicity): se produce cuando la fraccion Fc de la inmunoglobulina IgG (que a su vez
estd unida a los antigenos virales en la superficie de una célula infectada), se unen al
receptor gamma Illa (FcyRI11a) de las células efectoras innatas como las células NK,
los monocitos y los macrofagos. Esto conduce a la activacion de una via de sefializa-
cion dependiente de Ca2 +, lo que provoca la liberacion de granulos citotoxicos y la
apoptosis de las células blanco infectadas. La unién de la fraccion Fc al receptor
FcyRIlla de las células efectoras, también induce la secrecion de importantes citoci-
nas antivirales (IFNy y TNFa). Juntos, estos procesos pueden promover un entorno
antiviral en el que se puede reducir la replicacion del virus (Vanderven et al., 2017).
Activacion del complemento mediada por anticuerpos (ADC, antibody-mediated

complement activation): EIl sistema del complemento estad compuesto por mas de 50

20



proteinas y receptores plasmaticos. Varias proteinas del complemento que se encuen-
tran en la sangre circulan normalmente como precursores inactivos, que, al ser acti-
vados, inician una cascada proteolitica, lo que resulta en la liberacion de mediadores
de la inflamacion, opsoninas y formacion del complejo de ataque de membrana
(MAC, por sus siglas en ingles) que provoca la lisis de microorganismos y/o células
infectadas. EI mecanismo dependiente de anticuerpos se da mediante la activacion de
la via clasica del complemento que se inicia con la union del componente C1q a los
complejos antigeno-anticuerpo en la superficie de los patdgenos o mediante la union
directa de C1q a la proteina del viriébn mismo, lo que desencadena una serie de pro-
cesos como la deposicion del MAC, causando la lisis de particulas virales envueltas
y de células infectadas (Conde et al., 2017).

Fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP, antibody-dependent cellular
phagocytosis): las células del sistema inmune implicados en la ADCP deben expresar
algun tipo de receptor para la region Fc de la inmunoglobulina. Entre las células que
expresan estos receptores se encuentran monocitos, macréfagos, neutréfilos y eosi-
nofilos (referidos como fagocitos profesionales). El fagocito puede ser activado di-
rectamente a traves del receptor Fc o indirectamente a través de la union del comple-
mento al anticuerpo, facilitando la entrada de una o mas particulas opzonizadas como
patdgenos y células infectadas. La internalizacidn en la mayoria de los casos conduce
a la destruccion de la particula internalizada debido a su degradacién en las fagoliso-
somas, aungue algunos patégenos han desarrollado mecanismos para sobrevivir den-
tro de los fagolisosomas. Dependiendo del tipo de célula, la fagocitosis mediada por
anticuerpos conduce a diferentes resultados. En los macrofagos se potencializa su
activacion y resulta en el aumento de la destruccion de patdgenos y presentacion de
antigenos. En las células dendriticas, conduce a una mayor secrecion de IFNa (Tay
etal., 2019)

Inhibicion de virus mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCVI, anti-
body-dependent cell mediated virus inhibition): es una medida de la actividad antivi-
ral inducida por receptores Fcy (FcyR), ocurre cuando la fraccion Fc del anticuerpo
que esta unido a células infectadas por virus, se une a células efectoras que expresan

FcyR, como las como las NK, los monocitos o los macrofagos. Esto da como
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resultado la inhibicion del virus debido por una parte a la muerte de la célula infectada
y por otra parte debido a la liberacion de diferentes citocinas. La actividad de anti-
cuerpos ADCVI se ha asociado con la proteccidn contra una gran cantidad de infec-
ciones virales (Forthal et al.,2013).

¢ Inhibicion de la transcitosis mediada por anticuerpos (antibody-mediated trancytosis
inhibition): La transcitosis o transporte transcelular es un conjunto de procesos que
permiten el paso de macromoléculas desde un espacio extracelular a otro, es decir,
desde un dominio de membrana a otro distinto, mediante la formacion de vesiculas.
Por ejemplo, en el virus del VIH-1 el anticuerpo se une al virus, bloqueando su adhe-
rencia a las células epiteliales para prevenir la transcitosis o por medio de la neutrali-
zacion del virus dentro de las células epiteliales, redirigiéndolo hacia el comparti-

miento apical (Chomont et al.,2008).

Para PRRS, solo se ha sugerido un tipo de anticuerpo neutralizante, el cual inhibe la entrada
del virus a la célula. Estos Abs, generalmente se encuentran a partir del dia 28, aunque la
respuesta inmune depende de cada individuo, presentandose siempre de manera diferente
(Lopez y Osorio et al., 2004).

Los NAbs dirigidos contra la proteina GP5 son muy importantes para contrarrestar o prevenir
la infeccidén con PRRSV ya que su aparicién en un cerdo infectado coincide con la elimina-

cion del virus en la sangre.

Otras proteinas del PRRSV, en particular la proteina M y GP4 (en el genotipo europeo 1)
también contienen epitopos inductores de anticuerpos neutralizantes. Los NAbs, contra
PRRSV vy otros virus se han reportado por varios autores (Tabla 2), a partir de la cuarta se-

mana post-infeccion en titulos bajos (Lopez y Osorio et al., 2004).
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Tabla 2. Participacion de los anticuerpos neutralizantes (NAb), en la proteccion contra enfermedades virales.

Participacion de NAb

NADb previenen o bloquean la viremia.

Aparicion de NAb contra GP5, se correlaciona claramente con la
desaparicion de la viremia

Inmunizacién con proteinas GP5 y M de PRRSV confieren cierto
grado de proteccion, y esto se correlaciona con la aparicion de NAb

Cerdas expuestas repetidamente al PRRSV tuvieron una alta activi-
dad neutralizante del suero. Los sueros neutralizaron cepas de
PRRSV muy diversas y genotipicamente distintas

En el virus de la arteritis equina (EAV), la aparicion de NAb en suero
coincide con la eliminacién del virus de la circulacién

Para muchos virus que afectan a diferentes especies y que involucran
infecciones por diferentes vias, existe una buena correlacion entre la
actividad neutralizadora de los anticuerpos in vitro e in vivo

Los anticuerpos ampliamente neutralizantes presentan nuevas pers-
pectivas para contrarrestar virus antigénicamente diversos

Anticuerpo monoclonal con una potente capacidad de neutralizacion
cruzada contra diferentes glicoproteinas (GP) de ebolavirus

Anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 y otros coronavi-
rus humanos

PRRSV

PRRSV

PRRSV

PRRSV

EAV

VIH-1, Dengue,
Ebola, Virus sincitial
respiratorio (RSV) y
Virus de la fiebre
amarilla

VIH, influenzay

hepatitis C

Ebola

SARS-CoV, SARS-
CoV-2, MERS-CoV

Yoon et al.,1996; Osorio
et al.,2002

Murtaugh et al., 2003
Bastos et al., 2004; Pir-

zadeh y Dea, 1998

Robinson et al.,2015

Hammond et al., 1997

Burton, 2002

Burton et al.,2012

Fan et al.,2020

Jiang et al.,2020; Wajn-
berg et al.,2020

Los NADbs contra la proteina GP5 estan dirigidos hacia la region del ectodominio, mas espe-

cificamente a dos epitopos, separados por 7 aminoacidos solamente. De estos dos epitopos

uno funciona como un epitopo sefiuelo, induciendo una fuerte respuesta inmune humoral con
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altos titulos de Abs no neutralizantes y disminuye la induccidn de anticuerpos neutralizantes
contra el epitopo cercano (epitopo B). El principal epitopo responsable de la actividad neu-
tralizante ha sido identificado como epitopo B (Figura 5A), el cual es reconocido por un

anticuerpo neutralizante monoclonal (Lopez y Osorio et al., 2004).
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Figura 5.Modelo que ilustra el bloqueo de un epitopo ampliamente neutralizante mediante anticuerpos neutralizantes
y no neutralizantes. Recuperado de Popescu et al., 2017.

El ectodominio de 61 aminoacidos que se encuentra en la proteina GP5 del PRRSV tipo I,
tiene dos regiones hipervariables: (HVR) -1 y HVR-2. HVR-1 contiene una secuencia sefial
que posee dos sitios de escision del péptido. Se ha identificado que el sitio de escision prefe-
rido es en la posicion 31, con un sitio de escision alternativo situado corriente arriba en la
posicion 27. La secuencia polipeptidica creada por la escision en la posicion 27 expone HVR-
1, que contiene al epitopo A (Figura 5B). Probablemente, la hipervariabilidad dentro del epi-
topo A le permite funcionar como un sefiuelo inmunoldgico que estimula continuamente la
activacion de nuevas células B (Ostrowski et al., 2002). La aparicion del anticuerpo dirigido
contra el Epitopo B selecciona las mutaciones en HVR-1, lo que resulta en la seleccion
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preferencial del sitio de division de la sefial del péptido en la posicion 27. La segunda region
hipervariable, HVR 2, estd ubicada justo debajo del epitopo B, contiene un tercer epitopo
denominado como epitopo C. Anticuerpos neutralizantes homologos que se dirigen al epi-
topo C, aparecen varias semanas despues de la infeccion. La interaccion de los anticuerpos
con el epitopo C, bloquea aun mas el reconocimiento del epitopo B, pero es eficaz para re-
ducir la viremia (Figura 5C). Las mutaciones en HVR-2 resultan en el escape de la neutrali-
zacion y la reaparicion de la viremia. La region donde se encuentra el epitopo B es altamente
conservada, ademas contiene dos sitios de N-glicosilacion también conservados, en las posi-
ciones 44 y 51. A través del tiempo, aparecen anticuerpos con actividades heterélogas y am-
pliamente neutralizantes (Figura 5D). El escape final de anticuerpos heterélogos y amplia-
mente neutralizantes se produce a través de cambios conformacionales méas grandes en GP5,

M y otras proteinas virales (Popescu et al., 2017).

La importancia de los anticuerpos neutralizantes en la inmunidad protectora se ha demostrado
con otros arterivirus, por ejemplo, la proteccion contra el virus de la arteritis equina (EAV,
por sus siglas en ingles), el prototipo del grupo de arterivirus, esta mediada principalmente
por NADbs. La aparicion de NAbs en el suero coincide con la eliminacion del virus de la
circulacién. Los anticuerpos neutralizantes en este caso se dirigen principalmente contra la
glucoproteina GL (el homdlogo de EAV para GP5 de PRRSV). GL tiene un ectodominio de
alrededor de 100 aminoéacidos. El principal epitopo neutralizante en esta glicoproteina se
encuentra dentro de la segunda mitad del ectodominio hidréfilo N-terminal entre los aminoéa-
cidos 99-106. La inmunizacién con una vacuna recombinante que comprende los aminoaci-
dos 18-122 de GL indujo la produccién de anticuerpos neutralizantes. Después del desafio,
se encontrd una correlacion entre el nivel de NAbs y el grado de proteccion, confirmando la
importancia tanto de los epitopos neutralizantes como de los anticuerpos neutralizantes en la

proteccion contra EAV (Lépez y Osorio 2014).

3.11. Inmunodominancia
El fendmeno por el cual el sistema inmunitario del huésped responde solo a algunos de los
muchos epitopos posibles en una proteina extrafia se denomina inmunodominancia (ID). Para
comprender mejor este concepto hay que definir primero que es un epitopo. Un epitopo es la

porcion especifica de un antigeno macromolecular al cual se une un anticuerpo (Abbas 2015).
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Las dimensiones de los epitopos pueden variar segin una serie de factores complejos, pero
una guia general considera de 6 a 12 aminodcidos (en las proteinas), y este puede ser presen-
tado para que se generen anticuerpos neutralizantes 0 no neutralizantes (Angeletti et al.,
2017).

En el caso de un antigeno proteico reconocido por un linfocito T, un epitopo es la porcion
peptidica que se une a una molécula del MHC para ser reconocida por el TCR. Por otra parte,
un epitopo inmunodominante se puede definir como el epitopo de un antigeno proteico que
desencadena la mayor parte de la respuesta en un sujeto inmunizado con la proteina natural.
Los epitopos inmunodominantes corresponden a los péptidos de la proteina que se generan
mediante protedlisis dentro de la APC y se unen con mas avidez a las moléculas del MHC II
y tienen mas probabilidades de estimular a los linfocitos T (Abbas 2015).

La ID es un fendmeno complejo de inmunogenicidad que es diferente para cada inmundgeno,
incluso es diferente entre epitopos dentro del mismo inmundgeno. En la actualidad se sabe
poco acerca de la ID de células B y anticuerpos. El desarrollo de vacunas de nueva generacion
para virus antigénicamente variables, se basan en atacar regiones conservadas de proteinas
virales, con el fin de evitar que la respuesta inmune se dirija contra epitopos con alta variacion
genética (Angeletti et al., 2017).

Algunos péptidos inmunogénicos, contienen epitopos dominantes que provocan respuestas
mas fuertes, denominados determinantes "inmunodominantes™ (IDD), estos, son reconocidos
por las poblaciones de células T y B afines mas abundantes. Otros péptidos inmunogénicos
inducen respuestas mas débiles y se denominan determinantes "subdominantes” los cuales
son reconocidos por las poblaciones de células T y B menos abundantes. Las respuestas an-
tivirales a los determinantes inmunodominantes y subdominantes forman una jerarquia (o-,
B-, etc.) que es notablemente reproducible entre individuos (Yewdell, 2006).

Existen varios factores que influyen en el dominio o subdominio de un péptido, incluyendo
la afinidad de union al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), la estabilidad del
complejo MHC-péptido, el procesamiento y la presentacion de antigenos, y el repertorio de
receptores de células T y B. A pesar de estas reglas, la jerarquia de epitopos ha resultado ser
muy dinamica. El concepto de inmunodominacion implica que la inmunodominancia vy el
subdominio son cuestiones contextuales; es decir, el lugar de un epitopo dado en la jerarquia

depende de otros epitopos (Van Der Most et al., 2003).
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De tal manera que la ID se puede definir como una jerarquia de respuestas a diferentes epi-
topos. Sin embargo, una caracteristica clave de la ID, que a menudo se pasa por alto, es que
la eliminacion de una secuencia dominante permite que el huésped responda con mayor
fuerza a los epitopos previamente subdominantes y cualquier explicacion mecanicista de la
ID se debe abordar desde como la presencia de un epitopo dominante limita las respuestas
inducidas por epitopos subdominantes. Los efectos de la ID ocurren no solo durante las in-
fecciones virales sino también durante la vacunacién. Una vacuna que podria inducir res-
puestas a todos los epitopos, dominantes y subdominantes, podria ser méas eficaz que las
vacunas convencionales. Por lo tanto, una comprension completa de los mecanismos que
subyacen a la ID puede permitir el disefio de vacunas que induzcan respuestas inmunes mu-
cho més amplias (Rodriguez et al., 2002). El problema con PRRSV y en particular con la
proteina GP5, es que posee epitopos capaces de inducir anticuerpos neutralizantes y no neu-
tralizantes. Los anticuerpos no neutralizantes incluso pueden llegar a ser perjudiciales para
el hospedero. Ademas, el conocimiento que se tiene de los epitopos inmunodominantes de
GP5 es escaso, de ahi la importancia de estudiar la inmunodominancia de estos epitopos.

4. JUSTIFICACION

En la ultima década, el sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) ha sido causa
de graves pérdidas econdmicas en la industria porcicola en todo el mundo. EI conocimiento
que se tiene sobre los fendmenos que suceden en la interaccion entre el PRRSV y la respuesta
inmune humoral del cerdo es escaso. El virus es capaz de modular la respuesta inmune del
cerdo para favorecer su persistencia en animales infectados, pero los mecanismos inmunolé-
gicos especificos se desconocen. Las vacunas existentes contra PRRSV han mostrado una
capacidad limitada de proteccion.

La proteina GP5 del virus es altamente inmunogénica, pero se conoce muy poco sobre los
epitopos inmunodominantes y el tipo de anticuerpos que genera. Ante esta problematica, es
necesario realizar nuevos estudios para identificar las subunidades de la proteina GP5 sufi-
cientes para inducir anticuerpos neutralizantes y limitar la replicacion viral. Por ello, en el
presente estudio se evaluo la respuesta adaptativa humoral generada por tres péptidos que
contienen epitopos de reconocimiento para linfocitos B, sintetizados a partir de la secuencia
de la proteina GP5 del PRRSV.
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Este tipo de estudios nos acercan a comprender las bases moleculares de la interaccion de los
epitopos inmunodominantes con los elementos de la respuesta inmune humoral, permitién-
donos comprender la relacion entre la inmunodominancia de péptidos de GP5 de PRRSV y

la respuesta inmune antiviral.

5. HIPOTESIS
Los péptidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3 seran capaces de inducir una respuesta inmune hu-

moral mediada por anticuerpos neutralizantes.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta inmune adaptativa humoral en respuesta a tres péptidos que contengan
epitopos de reconocimiento para linfocitos B, generados a partir de la proteina GP5 del virus
PRRS, denominados GP5B1, GP5B2 y GP5B3.

7. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Evaluar la produccion de anticuerpos totales y especificos contra los antigenos GP5B1,
GP5B2 y GP5B3 en un modelo murino.

2. Evaluar la produccion de anticuerpos neutralizantes a partir de la inmunizacion de ratones
con los péptidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3.

3. Comparar la inmunodominancia entre los péptidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3

8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Ratones:
Se utilizaron ratones Balb/c (Harlan, Indianapolis, IN), de entre 6-9 semanas, con un peso de
entre 22-25 g. IN). Se mantuvieron bajo condiciones de temperatura controlada (22 + 1 ° C)
a una humedad del 50% en un ciclo de luz-oscuridad de 12 h: 12 h y alimento (Purina Certi-

fied Rodent Chow) y agua ad libitum. Todos los procedimientos de manejo y cuidado se
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realizaron de acuerdo con el programa de Cuidado y Uso de Animales (NIH, EEE.UU.) y la
Norma Oficial Mexicana 062-2001999.

8.2. Obtencion de muestras sanguineas
Las muestras sanguineas fueron obtenidas de los ratones a través de puncion de la vena cau-
dal. La puncidn se realiz6 con agujas de 0.80 mm de diametro, los ratones se sujetaron con
un dispositivo de inmovilizacion de fabricacion casera. La sangre fue recolectada por capi-
laridad con pipetas Pasteur humedecidas con EDTA [500 mM] pH 8. Finalmente, por centri-

fugacion se obtuvieron los sueros control y experimental.

8.3. Inmunizaciones
Las inmunizaciones se realizaron por via subcutanea con los péptidos GP5B1, GP5B2 y
GP5B3, realizando un seguimiento de los ratones a través del tiempo, con periodicas tomas

de muestra sanguinea.
Esquema de inmunizaciones:

e Dia 0: se obtuvo el suero preinmune (control) y se realiz6 la 1ra inmunizacion.

e Dia 15: se obtuvo el suero de la 1ra inmunizacion y se hizo una 2da inmunizacion

e Dia 30: se obtuvo el suero de la 2da inmunizacién y se hizo una 3ra inmunizacion.

e Dia45: se obtuvo el suero de la 3ra inmunizacion y se procedio al sacrificio del raton

para recuperar sangre periférica.

Las inmunizaciones se realizaron con un conjugado formado por el péptido y una proteina
acarreadora, albumina sérica bovina activada con maleimida (imject Maleimide Activated
BSA- que se denominard como BSA-maleimida). EI conjugado se generd por medio de una
reaccion de acoplamiento mediada por un grupo —SH en el extremo C-terminal del péptido y
un grupo imida presente en la proteina acarreadora, dando como resultado un acoplamiento

estable, segun especificaciones del proveedor (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de acoplamiento del péptido a la BSA-maleimida. Recuperado de Novo Biotechnology, 2015.

Este conjugado fue mezclado con adyuvante completo de Freund. Se usaron, 30 pl de péptido
[Lmg/ml], 30 ul de BSA-maleimida [1 mg/ml] (imject Maleide Activated BSA de Thermo-
fisher) y 60 pl de adyuvante completo de Freund (Sigma-aldrich), para la primera inmuniza-
cién. Para las inmunizaciones posteriores se sustituyo el adyuvante completo por adyuvante

incompleto de Freund; con un volumen total de 120 ul para cada raton.

8.4. Péptidos
Se disefiaron tres péptidos denominados como GP5B1, GP5B2 y GP5B3. El péptido GP5B3
esta constituido por la mezcla de epitopos neutralizantes de los péptidos GP5B1 y GP5B2.

Los péptidos disefiados presentaron las siguientes caracteristicas:

e Sintéticos

e Generados a partir de la proteina GP5

e Epitopos de reconocimiento para linfocitos B
e Alto grado de homologia entre cepas

e Longitud de 27-32 aminoacidos

8.4.1. Analisis bioinformatico
Actualmente existen varias herramientas computacionales que nos permiten disefiar péptidos
a partir de una proteina, entre estos se encuentra el Inmuno Epitope Data Base (IEDB, por
sus siglas en inglés). Es un recurso disponible gratuitamente financiado por el NIAID (Na-

tional Institute of Allergy and Infectious Diseases), el cual cataloga datos experimentales
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sobre epitopos reconocidos por anticuerpos y células T estudiados en humanos, primates y
otras especies animales. Incluye més del 95% de todas las enfermedades infecciosas, alergias,
autoinmunidad y trasplantes. EI IEDB también posee herramientas para la prediccion y ana-

lisis de epitopos.

El método general usado por el IEDB para el analisis de epitopos a partir de secuencias de
proteinas se basa en parametros tales como la hidrofilicidad, accesibilidad, polaridad y anti-
genicidad de las cadenas de polipéptidos que ademas correlaciona con la ubicacion de epito-
pos continuos. Esto ha llevado a una busqueda de reglas empiricas que permitan predecir la
posicion de los epitopos continuos a partir de ciertas caracteristicas de la secuencia de pro-
teinas. Todos los célculos de prediccion se basan en escalas de propension para cada uno de
los 20 aminoacidos. Cada escala consta de 20 valores asignados a cada uno de los residuos
de aminoéacidos en funcion de su propension relativa a poseer la propiedad descrita por la

escala.

Hidrofilicidad: Proporciona una medida de la afinidad de los distintos aminoacidos a am-
bientes acuosos. Para este método el programa construye una escala hidrofilica basada en los
tiempos de retencion de los péptidos durante la cromatografia liquida de alta resolucién

(HPLC) en una columna de fase inversa.

Antigenicidad: Se define como la capacidad del antigeno de ser reconocido por anticuerpos
y/o receptores de células B. El programa hace uso de un método empirico en el cual se utili-
zan las propiedades fisicoquimicas de los residuos de aminoacidos y su frecuencia de apari-
cion en los epitopos segmentarios conocidos experimentalmente para predecir los determi-
nantes antigénicos en las proteinas. Este método se ha aplicado a una gran cantidad de pro-
teinas por diversos autores, demostrando que el método puede predecir los determinantes
antigénicos con aproximadamente un 75% de precision, lo cual es superior a la mayoria de

los métodos conocidos

Epitopos de reconocimiento para linfocitos B: Porcion del péptido que sera reconocido
principalmente por anticuerpos y BCRs. El programa predice la ubicacion de los epitopos
lineales estimando caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos en la cadena polipepti-
dica. Las caracteristicas que se toman en cuenta son hidrofilicidad, area superficial accesible,
formacion de hojas beta plegadas y flexibilidad. La probabilidad se estima utilizando una

combinacion de un modelo de Markov y un método de escala de propension. Predice si los
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residuos con puntuaciones superiores al umbral (0.35) forman parte de un epitopo y se colo-
rean en amarillo en el grafico (donde los ejes Y representan las puntuaciones de residuos y
las posiciones de residuos de los ejes X en la secuencia).

Es importante destacar que ademas de las herramientas empleadas por el software, se hizo
un analisis exhaustivo en la literatura sobre los epitopos de la proteina GP5 de PRRSV, que
inducen la produccién de anticuerpos neutralizantes, tomando en cuenta ademas si estos es-
taban o no conservados dentro de la secuencia de la proteina, para poder determinar cuéles

serian los mejores candidatos.

8.4.2. Sintesis de péptidos
La sintesis de los péptidos fue realizada por Genscript Biotech Corporation, empresa de bio-
tecnologia global.
La sintesis, caracterizacion y aplicacion adecuada de los péptidos requieren métodos analiti-
cos especificos. En la actualidad se utilizan diversos métodos para aislar, purificar, detectar
y cuantificar todo tipo de péptidos. Sin embargo, algunos son méas especificos dependiendo
de la naturaleza del péptido y sus aplicaciones. En particular para la sintesis de GP5B1,

GP5B2 y GP5B3 se siguid el siguiente esquema:

Deteccion/lde
ntificacion

Sintesis Purificacién Cuantificacion

Sintesis quimica ﬁr%r;&a;t(égerglftl':
* Sintesis de fase qre50|ucic’)n

liquida y solida (HPLC)

*Espectroscopla Espectrometria
*Absorbancia UV de masas (MS)
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8.5. Deteccion de anticuerpos totales y especificos contra los péptidos GP5B1,
GP5B2y GP5B3

Se realiz6 la inmunizacion de ratones Balb/c con los péptidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3.

Posteriormente se obtuvieron las muestras sanguineas, de las cuales, por centrifugacion, se

obtuvieron los sueros control y experimental.

Se utilizo la técnica Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para la cuantificacion

total de inmunoglobulinas del tipo G1 (1gG1) (Figura 7).

La ELISA directa se realizo en placas de 96 pocillos de alta union (EIA/RIA Plate, 96 well)
de la marca COSTAR No. Cat. 3361. En la placa se coloco 1ul los sueros de ratones (para
que los anticuerpos presentes en el suero se unieran a la superficie de cada pozo) y 99 ul de
buffer de carbonatos, se dej6 incubando durante toda la noche, al dia siguiente se realizaron
3 lavados con PBS/Tween 0.05% y se realizé un bloqueo utilizando BSA [10 mg/ml] sus-
pendida en PBS/Tween 0.05% y se dejo incubar 2 horas a temperatura ambiente (TA) en
obscuridad, transcurrido el tiempo se realizaron 3 lavados con PBS/Tween 0.05% seguido de
la adicidn del anticuerpo anti IgG1de ratdn conjugado con peroxidasa de rabano (HRP, por
sus siglas en ingles) y se incubo nuevamente 3 horas a TA en obscuridad. Después se volvie-
ron a realizar 3 lavados con PBS/Tween 0.05% y se adiciono 100 pl de ABTS (sustrato para
la reaccion enzimatica). Finalmente se cuantifico la intensidad colorimétrica catalizada por
la enzima HRP del conjugado que se unié a los anticuerpos 1gG1 en los sueros de los ratones,
realizando lecturas cada 5 minutos a 415 nm en el lector microlector de placas de ELISA
(BIO-RAD iMARK microplate Reader).
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Anticuerpos IgG1 totales Anticuerpos especificos 1gG1 e 1gG2

Figura 7. Esquema de los ensayos de ELISA para la cuantificacion de 1gG totales e IgG1. Creada
con BioRender.com.
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La deteccidn de IgG especificas de antigeno se realizé mediante ELISA indirecta. Primero,
cada péptido se adhiri6 a la superficie de la placa de ELISA utilizando el kit comercial Takara
Peptide Coating Kit, No. Cat. MK 100, segln especificaciones del fabricante. Peptide Coating
Kit permite unir eficientemente proteinas de bajo peso molecular o péptidos sintéticos que
fuesen de dificil adsorcion en placas comunes, por medio de la union de los grupos carboxilo
(-COOH) libres en los péptidos a los grupos amino (-NH2) del fondo de la superficie de la
microplaca (Figura 8), ademas se adicionaron 10 ul de solucion de acoplamiento que incluye
el kit y se incubaron toda la noche en obscuridad. Posteriormente se hicieron 3 lavados con
agua tridestilada, se agregaron 200 pl de la solucion de bloqueo, y se dejo incubando durante
2 horas a TA. Transcurrido el tiempo se hicieron otros 3 lavados con agua tridestilada, se
colocaron 99 ul de PBS/gelatina 0.1% y se adicionaron los sueros pre-inmunes y los sueros
obtenidos 45 dias post-inmunizacion y se incubaron durante toda la noche. Al dia siguiente
se realizaron 3 lavados con PBS/Tween 0.05% seguido de la adicion del anticuerpo (se utilizo
por separado los conjugados anti 1IgG1 e 1gG2 con HRP) y se incubd nuevamente 3 horas a
TA en obscuridad. Después se volvieron a realizar 3 lavados con PBS/Tween 0.05% y se
adicionaron 100 ul de ABTS (sustrato para la reaccion enzimatica). Finalmente se cuantifico
la intensidad colorimétrica catalizada por la enzima HRP del conjugado que se unié a los
anticuerpos 1gG1 o 1gG2 (segun el caso) en los sueros de los ratones, realizando lecturas cada
5 minutos a 415 nm en el lector microlector de placas de ELISA (BIO-RAD iMARK micro-
plate Reader).

Mz
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Figura 8. Esquema del acoplamiento del péptido a la placa de forrado. Tomado de Takara Bio Inc. Manual peptide coating
kit.
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8.6. Andlisis estadistico

8.6.1. Analisis de anticuerpos
Los datos representan la media de tres repeticiones de cada suero (replicas técnicas) de siete

animales (replicas bioldgicas) por grupo, y se expresan como media + S.E.M.

Los resultados se analizaron mediante ANOVA de una via para evaluar si habia diferencias
entre las medias de todos los grupos. Después se hizo una prueba de Tukey para determinar
qué medias eran diferentes con respecto de los controles (ratones inmunizados con BSA-

maleimida).

Se hicieron también comparaciones (dentro de los grupos) de los sueros pre-inmunes contra
los sueros del dia 45 post inmunizacion, mediante una prueba de Tukey, para determinar si

eran diferentes.

Finalmente se hizo una comparacién de las medias de los resultados obtenidos de cada epi-

topo mediante una prueba de t de Student.

Las diferencias con P <0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas. Se utilizo el

software GraphPad PRISM V8, para el analisis estadistico y la elaboracién de gréficas.

8.7 Lineas celulares
PK15 SIALOADESINA+/ CD163+: Células epiteliales de rifion de cerdo que expresan, de
forma recombinante, los receptores de PRRSV sialoadhesina (Sn) y CD163 indispensables
para la entrada del virus en macréfagos. Las células expresan de manera constitutiva el plas-
mido pcADN3.1D / V5-HisTOPO que contiene el ADNc de Sn y un plasmido pBUD con
ADNCc de CD163. Por lo tanto, es susceptible a PRRSV.

Estas células fueron donadas por el Dr. Hans Nauwynck de la Universidad de Gante
en Bélgica. Las células se propagaron en cajas para cultivo celular de 100 mm, con
6 ml de medio DMEM alto en glucosa suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10% y antibiotico (penicilina/estreptomicina) al 0.5%. Se incubaron en una estufa
de cultivo en condiciones estandar: 5% de CO2, a 37°C. Los lavados se realizaron
con PBS. Las células se criopreservaron con SFB y dimetilsulfoxido (DMSO) al

10% y se almacenaron a -80°C.
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MARC-145: Linea celular de rifion embrionario de mono verde africano que se propagé a
partir de la subclona MA104. Tienen morfologia epitelioide. Expresan de forma recombi-
nante el receptorCD163 que utiliza PRRSV para la entrada en macrofagos. Las células fueron
sembradas en cajas para cultivo celular de 100 mm, con 6 ml de medio DMEM alto en glu-
cosa suplementado con SFB al 10% y antibiotico (penicilina/estreptomicina) al 0.5%. Se in-
cubaron en una estufa de cultivo en condiciones estandar: 5% de CO2, a 37°C. Los lavados
se realizaron con PBS. Las células se criopreservaron con SFB y DMSO al 10% y se alma-

cenaron a -80°C.

8.8. Clona infecciosa de PRRSV

8.8.1. Preparacion de bacterias competentes

La preparacion de bacterias competentes fue realizada como se describe en Chang
et al.,2017. Se usaron las celulas supercompetentes SURE 2 (Stratagene) que tienen
una alta eficiencia de transformacion y ademas detienen los eventos de reordena-
miento genético no deseados en los plasmidos utilizados para clonacion, especial-
mente de plasmidos mayores a 6 Kb. La cepa SURE 2 carece de ciertos componentes
de las vias que catalizan el reordenamiento y la eliminacion de estructuras secunda-
rias y terciarias no estandar, que ocurren con frecuencia en el ADN eucariota y que
impiden la clonacién del ADN eucariota en cepas convencionales. Las células SURE
2 tienen restriccién de algunos alelos (McrA-, McrCB-, McrF-, Mrr-, HsdR-) y son
deficientes de endonucleasa (endA) y recombinacion (recB recJ). Son resistentes a

kanamicina, tetraciclina y cloranfenicol.

Se utilizé el método de cloruro de calcio para generar bacterias SURE2 competentes
y transformacion por medio de choque térmico (Chang et al.,2017). Tres buffers

fueron preparados para la generacion de bacterias competentes:
1. CaCl2 1M (solucion concentrada 10x)
2. CaCl2 0.1M (solucién de trabajo)

3. CaCl2 0.1M + Glicerol al 15% (solucidn de trabajo).

Todas las soluciones fueron filtradas con membranas de 22pm y guardadas en refri-

geracion.
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Se inoculé 1 ml de medio LB liquido con las bacterias y se incubaron toda la noche
a 37°C a 200rpm. Se agrego el cultivo de toda la noche a 99 ml de medio LB fresco
(sin antibidticos). Se incubo a 37°C a 200 rpm de 3-4 horas hasta una DO= 0.35.
Después el medio de cultivo se coloco en tubos de 50 ml y se incubaron en hielo
durante 20 minutos. Se centrifugaron a 4 °© C a 4000 rpm durante 10 minutos y se
desecho el sobrenadante. Se resuspendi6 cada pastilla de células con 20 ml de CaCl2
0,1 M helado, y se incub6 en hielo durante 30 minutos. Se volvio a centrifugar a 4 °
C a 4000 rpm durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante y se combinaron todas
las pastillas resuspendiendo en 5 ml de CaCl2 0,1 M helado con glicerol al 15%.
Finalmente, las bacterias se dividieron en alicuotas de 200 pl y se almacenaron ra-

pidamente a -80°C.

8.8.2. Propagacion de la clona infecciosa de PRRSV

El plasmido pFL12 que contiene el genoma completo de PRRSV tipo Il (cepa NVSL #97-
7895), clonado en el vector pBR322 con resistencia a ampicilina (Figura 9 y 10), fue donado
por el Dr. Asit K. Pattnaik de la Universidad de Nebraska. El plasmido liofilizado fue recons-

tituido en agua para su posterior utilizacion.
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Figura 9. Plasmido PRRSV NVSL # 97-7895 de ADNCc de longitud completa. (A) Representacion del genoma de PRRSV,
B) Plasmido pFL12-PRRSV y C) Restriccion con la enzima Mfel en la que se observa el patron de bandas de acuerdo con
el mapa del plasmido. Recuperada de Truong et al., 2004.
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Figura 10. Disefio in silico del plasmido pFL12 de ADNc de longitud completa. El genoma de PRRSV (NVSL#97-7895)
fue clonado dentro del plasmido de bajo nimero de copias, pBR322. En rojo se muestra la restriccion con la enzima Mfel,
donde se observa el sitio de cada corte de acuerdo con el mapa del plasmido. En azul se muestra la restriccion con la enzima
Acll, donde se observa un sitio Unico de corte que linealiza el plasmido. Disefiado en SnapGene.

8.8.3. Transformacion bacteriana

La transformacion bacteriana se realizé como lo describe STRATAGENE en la ficha
técnica correspondiente a las células supercompetentes Sure 2, con algunas modifi-
caciones. Se descongelaron las bacterias en hielo. Una vez descongeladas, se mez-
claron suavemente y se puso una alicuota de 100 pl en cada tubo de polipropileno,
los cuales fueron previamente enfriados en hielo. Se agregaron 2 ul de B-mercaptoe-
tanol 1.22 M y se incubaron durante 10 minutos en hielo agitando suavemente cada
2 minutos. Pasado este tiempo se agregd 1ul de ADN plasmidico [S0 pg/ pl] y se
incubaron en hielo 30 minutos. Se aplicé el choque térmico poniendo los tubos en
bafio maria a 42°C durante 30 segundos. Finalmente, los tubos se incubaron en hielo
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durante 2 minutos. Se agregaron 900 pl de medio SOC (pre-calentado a 42° C) y se
incub6 a 37°C 1 hora con agitacion (230 rpm). El cultivo se concentrd en una pastilla
por medio de centrifugacion y se resuspendi6 en 200 ul de medio. Toda la alicuota
se sembro en placas de agar LB con ampicilina [100 pg/ ml]. Las placas se incubaron
a 37 ° C en postura invertida durante 24 horas para el crecimiento de colonias bac-

terianas.

8.8.4. Extraccion del plasmido

Se realiz6 miniprep y maxiprep para la extraccion del ADN plasmidico a pequefia y gran

escala, respectivamente. Para la miniprep se utilizé el kit ZYMO RESEARCH (No. Cat.

D4036) segun especificaciones del proveedor.

Para la extraccion del plasmido a gran escala se utilizaron dos métodos:

1. Kit QIAGEN Plasmid Maxikit 25 (No. Cat. 12163) siguiendo las especificaciones del

proveedor.

Meétodo de lisis alcalina descrito en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2001.
Se cultivaron las bacterias previamente transformadas en 200 ml de LB liquido con
ampicilina [100pg/ml] a 37° C por 24 horas. Se paso el medio a tubos falcén de 50
mly se centrifugaron a 3,500 rpm por 15 minutos a 10°C. Se desechd el sobrenadante
y se adicionaron 18 ml de la solucion I, se dejo reposando 5 minutos a TA. Después
se adicionaron 18 ml de la solucién 11y se dejo reposando 5 minutos a TA. Por tltimo,
se adicionaron 18 ml de la solucion 111y se dejé reposando otros 5 minutos a TA.
Pasado este tiempo se filtr6 con ayuda de un embudo y fibra de vidrio y se recibio el
filtrado en un tubo falcén de 50 ml. Se aford cada tubo a 45 ml con isopropanol y se
dejo reposando toda la noche a 4°C. Al otro dia se centrifugo a 4,000 rpm durante 25
minutos y se desechd el sobrenadante. Se resuspendi6 en 750 ul de etanol al 70% frio
2 veces. Y se recuperé en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Luego se centrifug6 4 minutos
a12,000 rpm y se desecho el sobrenadante. Se suspendié en 650 pl de agua. Después
se centrifugd 4 minutos a 12,000 rpm y se recupero el sobrenadante. Se adicion0 5 pl
de RNAsa y se homogenizo con vortex. Se incubo 1h en bafio maria a 37°C. Se adi-
ciond un volumen de PEG 800 (Polietilenglicol al 13% + NaCl 6M) y se incub6 a TA

5 minutos. Se centrifugd 15 minutos a 12,000 rpm y se desecho el sobrenadante. Se
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lavé el pellet con 1 ml de etanol al 70% frio. Se retird el etanol y se dejaron secar las

paredes del tubo. Finalmente, se resuspendi6 en 30 pl de agua y se cuantifico.

8.8.5. Caracterizacion del ADN plasmidico

Para la caracterizacion del ADN plasmidico extraido se disefiaron cinco pares de oligopri-
mers (Tabla 3) a partir de la secuencia del genoma de la cepa de PRRSV tipo Il (cepa
NVSL #97-7895).

Tabla 3. Secuencias de oligoprimers en direccién 5" a 3", para caracterizacion del plasmido pFL12

ESPECIE ORF SECUENCIA DE PRIMER AMPLICON
(57 3) pb

PRRSV 3 FW: GGATGTACCGCACCATGGAA 187
RV: CCTGTCATGCGCAGATTGTG

PRRSV 4 FW: AAGGCCACTTGACCAGTGTT 368
RV: ATIGCTGCGGTAGTGTTGGTT

PRRSV 5 FW: TGCTCGCGATTGCTTTCTTT 84
RV: ATGAGAGCTGCTGTTGCTGT

PRRSV 6 FW: CCTTGACACAGTCGGTCTGG 140
RV: AGGACATGCAGTTCTTCGCA

PRRSV 7 FW: GTTGGGTGGCAGAAAAGCTG 210

RV: GGGGCTTCTCCGGGTTTTA

Como otro punto de control se realizaron ensayos de restriccion con la enzima Mfel (No.
Cat.R3589). Los tamafios esperados de los productos de digestion son 1525, 1704, 1882,
1906, 2617, 4527 y 5034 pb (Figura 4C). También se utiliz6 la enzima Acll de corte Unico
(No. Cat. R0598S/L) para linealizar el plasmido.

8.9. Transcripcion in vitro

Se utiliz6 el kit TranscriptAid T7 High Yield Thermoscientific (No. Cat.K0441) siguiendo
las especificaciones del proveedor. El primer paso fue la linealizacion del plasmido con la
enzima Acll (No. Cat.RO598S), para posteriormente purificar por fenol-cloroformo. Después

se prepard una reaccion con los componentes de la tabla 4 a TA.
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Tabla 4. Componentes de la reaccion de transcripcion in vitro. Manual Thermo Scientific TranscriptAid T7
High Yield Transcription Kit.

Componente Cantidad

DEPC-H,0 c.b.p 20 pl
5x transcriptAid Buffer 4ul
ATP/CTP/GTP/UTP mix* 8ul

ADN 1pg
TranscriptAid enzyme mix 2l
Volumen total 20 pl

Seguido de mezclar bien e incubar a 37° C durante 2 horas. Finalmente se purifico el ARN

resultante.

8.10. Generacion de virus

Para la transfeccion del ARNm viral, se utiliz6 el método de lipofeccion, con Lipofectamine
LTX & PLUS (Invitrogen,No. Cat. MANO0007822) segun especificaciones del proveedor. Se
utilizaron cultivos de células MARC-145. Después del tratamiento las células fueron sem-
bradas en una placa de cultivo celular de 6 pozos e incubadas durante 12-16 ha 37 ° Cy 5%
de CO.. Después se aspird el medio para eliminar las células muertas y los desechos. Se
agreg61.5 ml de medio de crecimiento fresco y se incubaron hasta la manifestacion de efecto
citopético caracterizado por cambios morfolégicos en la célula (generalmente entre 48 y 72
h después de la transfeccidn). El sobrenadante fue recuperado y las células se tripzinaron y
sometieron a tres ciclos de congelacion y descongelacion (30 minutos a -80°C y 5 minutos a
37°C). Las células junto con el sobrenadante fueron centrifugados para separar de los restos
celulares. El sobrenadante se utilizo para hacer pasajes en cultivos celulares de MARC-145
en cajas de 100mm (5 pases). Finalmente se hicieron alicuotas y se almacenaron a -80 °.
Queda por determinar los titulos de virus, cuantificando la cantidad de virus necesaria para
producir efecto citopatico en el 50% de los cultivos infectados (TCID 50, por sus siglas en
inglés).
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8.11. Deteccion del virus

8.11.1 Inmunofluorescencia

Una de las opciones para la deteccion del virus es la de inmunofluorescencia directa (DIFA
direct immunofluorescence assay, por sus siglas en inglés). La prueba de DIFA es uno de los
métodos de deteccion de antigenos virales mas sensibles y rapidos, permitiéndonos su detec-
cion y cuantificacion rapida. Para ello se utilizé el anticuerpo PRRSV-GP5 Polyclonal Anti-
body, FITC Conjugated (Casa Comercial: CIPQUIM, Catalogo No.bs-4504R-FITC) que se
une de manera especifica a GP5 e indica que el virus esta replicandose y produciendo proge-

nie viral.

Procedimiento: después de la infeccion en las células MARC-145 con el virus, se tomaron 2
x 10° células y se sembraron en cajas de 24 pozos, dejando adherir durante 24 horas en medio
completo. Al dia siguiente se retiré el medio y se lavaron con PBS. Después se fijaron con
700 pl de paraformaldehido al 2%, y se incubaron 20 minutos a TA. Se lavaron 3 veces con
PBS/Triton al 0.03% y se agregd una solucion bloqueadora (PBS-Triton 0.3% con suero de
ternera al 10%), dejandose incubar por 2 horas a TA en cdmara humeda. Después se lavaron
2 veces con PBS-Tritdn. A continuacion, se agrego el anticuerpo policlonal anti-PRRSV-
GP5conjugado con FITC (anti-PRRSV-GP5/FITC) a una concentracion de 1:200 en
PBS/Triton al 0.03%. Se incubaron primero 2 horas a TA y después toda la noche en refri-
geracion y en ausencia de luz. Finalmente se hicieron 3 lavados con PBS/Triton al 0.03% y
uno mas con agua destilada para luego dejarse en glicerol al 40%. Se observaron al micros-
copio de luz en fondo claro, con luz ultravioleta a un objetivo de 10X, zoom de 4X.

8.11.2 Extraccién de ARN y transcripcion inversa (RT-PCR)

Se tomo una alicuota de sobrenadante y de las células MARC-145 infectadas, donde el ARN
se obtuvo mediante tratamiento con Trizol LS (Invitrogen) segun especificaciones del pro-
veedor. EI ARN se resuspendio en 10 pl de agua libre de nucleasas y se cuantifico. La reac-
cion de RT-PCR se establecid usando el kit RevertAid First Strand cDNA Thermoscientific
(No.Cat. K1622) segun especificaciones del proveedor. La reaccion se incub6 a 55 ° C du-
rante 1 h para la sintesis del ADNc. Después de la sintesis de ADNc, el ADN diana se am-
plificé mediante PCR utilizando los cinco pares de primers correspondientes a cinco diferen-
tes orfs de PRRSV.
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8.12. Deteccidn de anticuerpos neutralizantes contra los péptidos GP5B1, GP5B2 y
GP5B3.

Para el objetivo nimero dos se realizaran ensayos de microneutralizacion. Esta técnica se

basa en el hecho de que cuando un virus se une a anticuerpos especificos, pierde su capacidad

de infectar porque no se puede unir al receptor en la célula blanco, es decir se neutraliza. La

técnica se llama microneutralizacion debido a que solo se requiere una pequefia cantidad de

suero y se realiza en microplacas.

Tabla 5. Grupos experimentales y de control para la microneutralizacion.

PK15 sialoadhesina+/CD163+ PRRSV  SUERO

Control negativo v
Control positivo v v
Experimental v v v

La prueba emplea una dosis constante de virus mezclado con diferentes diluciones del suero
que en teoria contendrian los anticuerpos especificos. El titulo de anticuerpo sera la méxima

dilucion capaz de neutralizar al virus, por lo menos en el 50% de las placas.

Se utilizaran cultivos de células epiteliales de rifion de cerdo (PK15 SIALOADESINA+/
CD163+) que expresan de forma recombinante los receptores de PRRSV, los cuales se trata-
ran con los sueros de los ratones inmunizados y PRRSV (marcado con un anticuerpo fluo-

rescente).

Se mediréa la fluorescencia en el fluorometro varioskan LUX que medira de manera cuanti-

tativa las unidades relativas fluorescentes.
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8.13. Inmunodominancia
Con los datos obtenidos del objetivo numero 1y 2, se determiné que péptido fue capaz de
inducir de manera mas temprana y exacerbada anticuerpos especificos del tipo IgG1 e 1gG2.

9. RESULTADOS
9.1 Péptidos

El analisis de las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos sintéticos de GP5 se realiz
con el software Inmuno Epitope Data Base (IEDB), en donde se evaluaron pardmetros tales
como la hidrofilicidad, antigenicidad, linealidad y capacidad de ser reconocidos por linfoci-
tos B.

Como se puede ver en la tabla 6, tanto las secuencias coloreadas en azul como las secuencias
coloreadas en verde corresponden a epitopos neutralizantes, los cuales han sido experimen-
talmente probados por otros autores, mientras que la secuencia en negro corresponde a un
epitopo altamente antigénico que de igual manera ha sido reportado por varios autores. La
cisteina en rojo fue adicionada para formar el conjugado con la BSA-maleimida (ABS) por
medio de una reaccion de acoplamiento mediada por un grupo —SH de la cisteina. La BSA
se utilizé6 como proteina acarreadora para hacer mas inmunogeénicos a los péptidos y para

evitar su rapida excrecion a través de rifion.
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Tabla 6. Secuencia y analisis de los péptidos sintetizados por GenScript. En azul se muestra la secuencia del
epitopo neutralizante 1(PNEUL), en verde se muestra la secuencia del epitopo neutralizante 2 (PNEU2) y en
negro se muestra la secuencia del epitopo antigénico (PANT).

Péptido Secuencia Tamafio MW  Solubilidad  Pureza

GP5B1  SSSNLQLIYNLTGKVEVEGHLI- 30 aa 336493 DMSOy  95.6%
DLKRVVLC H20

GP5B2 TPVTRVSAEQWGRPGKVEVEGHLI- 32 aa 3573.15 DMSOy  96.1%
DLKRVVLC H20

GP5B3 SSSNLQLIYNLTTPVTRVSAEQWGRPC 27 aa 304442 DMSO 96.3%

EL software IEDB nos proporciona solo valores estimados de antigenicidad ya que no hay
un parametro establecido que nos indique si el péptido sera antigénico o no, o si sera capaz
de ser reconocido por células B. Debido a esto, no solo se tomaron en cuenta los valores
obtenidos por el software, sino también se considerd informacion previa generada en nuestro
grupo de trabajo para otros péptidos. A partir de esto, se consider6 que un valor de antigeni-
cidad por encima de 1.0 es suficiente para inducir la produccion de anticuerpos especificos.
Por otra parte, para evaluar los epitopos de células B, se toman en consideracion parametros
tales como hidrofilicidad, flexibilidad, area superficial accesible, formacion de hojas beta
plegadas, polaridad y propension antigénica de las cadenas polipeptidicas para poder predecir
la posicion de los epitopos. Las predicciones se basan en escalas de propension para cada uno
de los 20 aminoacidos, donde valores por encima de 0.5 son predictivos del reconocimiento

por parte de los linfocitos B.

Ademas, se mandaron sintetizar los epitopos por separado para la determinacion de anticuer-

pos especificos (tabla 7).
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Tabla 7.Secuencia y andlisis de los epitopos sintetizados por GenScript.

Epitopo Secuencia Tamafio Solubilidad Pureza Referencias

PNEU1  SSSNLQLIYNLT 12 aa 1375.53 DMSOy H.O  97.9% Pifieyro et al.,2016

PNEU2 TPVTRVSAEQWGRP 14 aa 1583.75 DMSOyH.0 96.8% Bo-Kyoung etal., 2020

PANT GKVEVEGHLI- 18 aa 2007.41 DMSO 95.2% Zhou et al., 2009
DLKRVVL
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GP5B1

Los resultados obtenidos para el péptido GP5B1, fueron satisfactorios. Se puede observar
que solo una region entre los aminoacidos 23-30 tiene valores de antigenicidad por encima
de 1.20; se espera que este fragmento del péptido sea suficiente para generar una respuesta
inmune especifica (Figura 11A). En la figura 11B podemos ver como una parte del péptido
es hidrofilico entre los aminoacidos 10-21 y el resto es hidrofobico. Lo cual nos indica que
su reconstitucion puede ser tanto en agua como en solventes organicos. La probabilidad de
que el péptido sea reconocido por linfocitos B es muy baja, apenas alcanzando el limite de
0.5, esto se debe a que los valores estan influenciados por los epitopos adyacentes, a pesar de
ello se espera, que sea capaz de inducir una respuesta inmune. (Figura 11C).
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Figura 11. Andlisis en IEDB del péptido GP5B1, generado a partir de la secuencia de la proteina GP5 de PRRSV. A. Andlisis de
hidrofilicidad, B. Analisis de antigenicidad y C. analisis de reconocimiento por parte de linfocitos B. Se colorean de amarillo en el
grafico las mejores puntuaciones para cada una de las gréficas.
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GP5B2

En el caso del péptido GP5B2 los resultados obtenidos difieren mucho del péptido anterior.
Se puede observar en la figura 12A que la region mas antigénica se encuentra entre los ami-
noécidos 18-32, alcanzando puntajes de antigenicidad por encima de 1.20 por lo cual se es-
pera que sea capaz de inducir una respuesta inmune especifica. Por otra parte, se puede ver
como gran parte del péptido es hidrofilico, comprendiendo los aminoacidos 1-21, y el resto
es hidrofdbico, lo cual nos indica que se puede reconstituir tanto en agua como en solventes
organicos (Figura 12B). Finalmente, en la imagen 12C se puede apreciar una gran zona del
péptido entre los aminoécidos 19-32, con puntajes superiores a 0.5, lo cual predice que esta
region en particular podria ser reconocida por linfocitos B. Todas estas caracteristicas hacen

de este péptido un excelente candidato para el desarrollo de este trabajo.
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Figura 12. Analisis en IEDB del péptido GP5B2, generado a partir de la secuencia de la proteina GP5 de PRRSV. A.
Andlisis de hidrofilicidad, B. Analisis de antigenicidad y C. analisis de reconocimiento por parte de linfocitos B. Se colorean
de amarillo en el grafico las mejores puntuaciones para cada una de las graficas.
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GP5B3

Para el péptido GP5B3 se combinaron los dos epitopos neutralizantes dando como resultado
caracteristicas interesantes. Se puede observar como casi todo el péptido es antigénico, com-
prendido entre los aminoacidos 1-28, alcanzando valores de antigenicidad superiores a 1.10,
lo que en teoria induciria una respuesta inmune especifica (Figura 13A). En la figura 13B
podemos ver como la region del péptido entre los aminoacidos 13-27, es hidrofilica y solo
una pequefa porcion del péptido es hidrofobica lo que indica que su reconstitucion debe ser
preferentemente en solventes organicos. Finalmente, en la Figura 13C, podemos ver que hay
un fragmento considerable del péptido que puede ser reconocido por linfocitos B, entre los
aminoacidos 15-30, alcanzando valores cercanos a 1.0. Por lo anterior el péptido GP5B3

también es un excelente candidato para el desarrollo del presente proyecto.
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Figura 13. Analisis en IEDB del péptido GP5B3, generado a partir de la secuencia de la proteina GP5 de PRRSV. A.

Analisis de hidrofilicidad, B. Analisis de antigenicidad y C. andlisis de reconocimiento por parte de linfocitos B. Se colorean
de amarillo en el grafico las mejores puntuaciones para cada una de las gréficas.
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9.2. Evaluacion de la produccién de anticuerpos
9.2.1 Evaluacion de anticuerpos totales contra los péptidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3

\ j ——

, e s
"

Figura 14. Esquema de la distribucion de los diferentes grupos experimentales. Creada con BioRender.com.

En laevaluacién de los titulos de anticuerpos totales 1gG1 contra los péptidos GP5B1, GP5B2
y GP5B3, se siguio el esquema de inmunizaciones anteriormente mencionado, donde se ob-
tuvo el suero pre-inmune al dia 0, seguido de una primera inmunizacion. Posteriormente se
hizo el seguimiento del ratén a través del tiempo, con tomas de muestra sanguinea cada 15
dias hasta el dia 45, utilizando siete ratones por grupo. Con los sueros obtenidos se realizaron
los ensayos de ELISA directa. En la figura 14 se observa cémo fueron distribuidos los dife-

rentes grupos experimentales.

Se determin0 que los tres péptidos fueron capaces de inducir anticuerpos especificos, con
resultados estadisticamente significativos 45 dias después de la inmunizacién, por lo cual
solo se presentan los titulos de anticuerpos pre-inmunizacién (control) y a los 45 dias (sueros

de la tercera inmunizacion) (Figura 15).

50



150+

100+ . &_é %
A . -

1gG1 [ng/ml]

I I I I I I I I
Odias 45dias,, Odias 45dias,,0dias 45dias ,,0dias 45 dias

BSA GP5BI GP5B2 GP5B3

Figura 15. Titulos de anticuerpos 1gG1 totales detectados en los grupos inmunizados con BSA, GP5B1, GP5B2 y GP5B3
evaluados mediante ELISA. Analisis estadistico en grupos (n=7). Las medidas en cada barra seguidas de una letra mintscula
diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05). ANOVA de una via, prueba post hoc Tukey, los datos presentan +S.E.M.

Los sueros pre-inmunes de todos los grupos de tratamiento mostraron una concentracién ba-
sal de 1gG1. El grupo tratado Unicamente con BSA mostr6 un aumento significativo de 1gG1
a los 45 dias. Sin embargo, se considerdé como un titulo de anticuerpos basal ya que el titulo

de anticuerpos registrado fue igual que en el grupo pre-inmune de GP5B1 (Figura 15).

Todos los grupos tratados con los péptidos mostraron un aumento significativo comparado
con los titulos de sueros pre-inmunes. GP5B1 mostré una media de 98+12.2 ng/ul, GP5B2
media de 98+12.2 ng/pl y GP5B3 media de 127+9.5 ng/pul.
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9.2.2 Evaluacion de anticuerpos especificos contra los péptidos GP5B1, GP5B2 y
GP5B3

Para determinar la especificidad y el isotipo de los anticuerpos generados por los ratones
inmunizados se realizo una prueba de ELISA utilizando los péptidos sintéticos, correspon-
dientes los epitopos neutralizantes y al epitopo antigénico (Tabla 7), como antigenos de cap-
tura. Cada epitopo se unio, de manera independiente, a la superficie de la microplaca como
se describio anteriormente (Figura 8), y se trataron con los sueros pre-inmune y los sueros
del dia 45 post-inmunizacion de cada grupo experimental, seguida de la deteccion indepen-
diente, por una parte, con el conjugado anti IgG1 y por otra parte con el conjugado anti 19G2,
ambos con HRP (figura 16).

anti-lgG) anti-IgG) anti-gG)
AN A | A
| /2 \ /2 \N /g 'g{

Figura 16. Simulacion de la unién de cada epitopo a la microplaca, su posterior tratamiento con los anticuerpos especificos
y la deteccion con los conjugados anti IgG1 e IgG2 con HRP A. Union del epitopo neutralizante 1 (PNEU1). B. Unién del
epitopo neutralizante 2 (PNEU2). C. Union del epitopo antigénico (PANT). Creada con BioRender.com.

Los resultados demostraron la union especifica de los anticuerpos generados por los ratones
inmunizados a los epitopos adheridos a las microplacas de ELISA, lo que implica que los
péptidos sintéticos son inmunogénicos e indujeron la produccién de anticuerpos especificos
contra PNEU1, PNEU2 y PANT (Figuras 17 a 19).
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Figura 17. Titulos de anticuerpos IgG1 especificos contra el epitopo neutralizante 1 (PNEUL) y el epitopo antigénico
(PANT) evaluados a través del kit comercial Takara Peptide Coating. Andlisis estadistico en grupos (n=7). Las medidas en
cada barra seguidas de una letra mintscula diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05). ANOVA de una via, prueba
post hoc Tukey, los datos presentan £S.E.M.
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Figura 18. Titulos de anticuerpos IgG1 especificos contra el epitopo neutralizante 2 (PNEU2) y el epitopo antigénico
(PANT) evaluados a través del kit comercial Takara Peptide Coating. Andlisis estadistico en grupos (n=7). Las medidas en
cada barra seguidas de una letra minGscula diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05). ANOVA de una via, prueba
post hoc Tukey, los datos presentan £S.E.M.
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Figura 19. Titulos de anticuerpos 1gG1 especificos contra el epitopo neutralizante 1 (PNEU1) y el epitopo neutralizante 2
(PNEU2) evaluados a través del kit comercial Takara Peptide Coating. Anélisis estadistico en grupos (n=7). Las medidas
en cada barra seguidas de una letra minuscula diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05). ANOVA de una via,
prueba post hoc Tukey, los datos presentan +S.E.M.

En el caso de GP5B1(Figura 17) la concentracion de anticuerpos IgG1 dirigidos contra el
epitopo neutralizante 1(PNEUL) al dia 45, no fue estadisticamente diferente con respecto al
epitopo antigénico (PANT), este ultimo, cabe destacar, se unié a los epitopos neutralizantes
con el proposito hacerlos més antigénicos. En GP5B2 (Figura 18) ocurri6 algo similar, la
concentracion de anticuerpos dirigidos contra el epitopo neutralizante 2 (PNEU2) al dia 45,
no fue diferente con respecto al péptido antigénico (PANT). Finalmente, la evaluacion de
anticuerpos producidos contra cada uno de los epitopos neutralizantes en GP5B3 (PNEUL1 y

PNEUZ2) fueron muy similares sin diferencia significativa (Figura 19).

Se realizaron comparaciones de las medias obtenidas de los anticuerpos especificos (IgG1 e
1gG2) inducidos contra los epitopos contenidos en los diferentes péptidos (Tabla 8 y 9), para
poder evaluar asi su comportamiento y determinar si la presencia de un epitopo en particular

limita o amplifica la respuesta de otro.

La tabla 8 resume la concentracion de anticuerpos 1gG1 inducida contra cada epitopo.
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Tabla 8. Analisis estadistico descriptivo de los titulos de anticuerpos IgG1 producidos contra cada epitopo al

dia 45 post-inmunizacion. Las medias con una letra minudscula diferente son estadisticamente diferentes (Ané-

PEPTIDO |EPITOPO | MEAN .

lisis descriptivo).

GP5B1 PNEU1 91 6 77.03
PANT 111.3b 11.3 82.13

GP5B2
78.1° 7.7 59.19
PANT 65.8° 7.7 46.91
GP5B3 PNEU1 69.7¢ 54 56.34
66.4 5.0 54.10

Con base en los resultados obtenidos de la tabla 8, la concentracion de anticuerpos IgG1l
generados contra PNEU1 a partir de la inmunizacion con GP5B1 (union de péptidos PNEU1-
PANT) y GP5B3 (union de péptidos PNEU1-PNEU?2) fue estadisticamente diferente (p=
0.0196), induciendo una mayor cantidad de anticuerpos al estar unido a PANT. Para PNEU2
no hubo diferencia significativa al estar unido tanto a PANT (GP5B1) como a PNEU1
(GP5B2) (p= 0.2285). Finalmente, para PANT se encontrd diferencia significativa al estar
unido a los diferentes epitopos neutralizantes (p=0.0060), induciendo una mayor cantidad de

anticuerpos al estar unido a PNEUL.

En el caso de los anticuerpos 1gG2 especificos de antigeno, al igual que para los 1gG1, se
encontrd que hay una induccién de anticuerpos contra el epitopo antigénico y contra los epi-
topos neutralizantes con diferencia estadisticamente significativa a partir del dia 45 post-

inmunizacién (Figuras 20 a 22).
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Figura 20. Titulos de anticuerpos 1gG2 especificos contra el epitopo neutralizante 1 (PNEU1) y el epitopo antigénico
(PANT) evaluados a través del kit comercial Takara Peptide Coating. Andlisis estadistico en grupos (n=7). Las medidas en
cada barra seguidas de una letra minuscula diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05). ANOVA de una via, prueba
post hoc Tukey, los datos presentan +S.E.M.
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Figura 21. Titulos de anticuerpos 1gG2 especificos contra el epitopo neutralizante 2 (PNEU2) y el epitopo antigénico
(PANT) evaluados a través del kit comercial Takara Peptide Coating. Analisis estadistico en grupos (n=7). Las medidas en
cada barra seguidas de una letra minGscula diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05). ANOVA de una via, prueba
post hoc Tukey, los datos presentan £S.E.M.
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Figura 22. Titulos de anticuerpos 1gG2 especificos contra el epitopo neutralizante 1 (PNEU1) y el epitopo neutralizante 2
(PNEU2) evaluados a través del kit comercial Takara Peptide Coating. Anélisis estadistico en grupos (n=7). Las medidas
en cada barra seguidas de una letra minGscula diferente son estadisticamente diferentes (P<0.05). ANOVA de una via,
prueba post hoc Tukey, los datos presentan £S.E.M.

En GP5B1(Figura 20) la concentracion de anticuerpos IgG2 dirigidos contra PNEU1, no fue
estadisticamente diferente con respecto a PANT. En GP5B2 paso exactamente lo mismo, la
concentracion de anticuerpos dirigidos contra PNEUZ2, no fue diferente con respecto al
PANT, lo que indica que se producen anticuerpos en las mismas concentraciones tanto para
el epitopo antigénico como para los epitopos neutralizantes (Figura 21). Para el péptido
GP5B3 el cual esta conformado por los dos epitopos neutralizantes (PNEUL1 Y PNEU2),
tampoco se encontrd diferencia significativa en la induccién de anticuerpos especificos con-
tra cada epitopo (Figura 22). En la tabla 9 se resume la concentracion de anticuerpos 19gG2

inducida contra cada epitopo.
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Tabla 9. Analisis estadistico descriptivo de los titulos de anticuerpos 1gG2 producidos contra cada epitopo al
dia 45 post-inmunizacion. Las medias con una letra mindscula diferente son estadisticamente diferentes (Ané-

lisis descriptivo).
PEPTIDO | EPITOPO | MEAN
802 2.3

74.28
PANT 90.9P 39 8126
GPsB2 77.7° 13 7456
PANT 79.2¢ 07 77.39
GP5B3

GP5B1

82.22 1.9 77.58

89.3P 3.0 81.95

Con base en los obtenidos de la tabla 9, la concentracion de anticuerpos 1gG2 generados
contra PNEUL1 a partir de la inmunizacion con GP5B1 (union de péptidos PNEU1-PANT) y
GP5B3 (unién de péptidos PNEU1-PNEU2) no fue estadisticamente diferente (p= 0.4814),
ya que se generaron las mismas concentraciones de anticuerpos al estar unido tanto a PANT
como a PNEU2.

Para PNEU2, la concentracion de anticuerpos generados a partir de la inmunizacion con
GP5B2 (union de péptidos PNEU2-PANT) y GP5B3 (unién de péptidos PNEU1-PNEU2)
fue estadisticamente diferente (p=0.0046), donde GP5B3 indujo un mayor titulo de anticuer-

pos IgG2 que GP5B2. induciendo una mayor cantidad de anticuerpos al estar unido a PNEU1.

Para PANT se encontro diferencia significativa al estar unido a los diferentes epitopos neu-
tralizantes (p= 0.0134), induciendo una mayor cantidad de anticuerpos al estar unido a
PNEUL.

9.3. Evaluacion de la capacidad Neutralizante.
Para evaluar la capacidad neutralizante de los anticuerpos generados por los péptidos de GP5

se generd un stock de virus PRRS a partir de la clona infecciosa contenida en el pFL12.
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Este resultado en particular es muy importante ya que el virus es material indispensable para
los experimentos de microneutralizacion con los sueros de ratones inmunizados con los tres
péptidos de manera independiente. En la figura 23 se puede observar la deteccion del virus
por inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo PRRSV-GP5 Polyclonal Antibody, FITC
Conjugated. En el anexo 2 se incluye la informacion completa de la preparacion de la clona

infecciosa de PRRSV. Se encuentran en curso los ensayos de microneutralizacion.

DAPI FITC DAPI+FITC

Figura 23. Co-localizacion de células MARC-145 tratadas con DAPI e inmunofluorescencia usando el anticuerpo PRRSV-
GP5 Polyclonal Antibody, FITC Conjugated. Células transfectadas con 2 pg de ARNm-pFL12. A. Células vistas con el
canal para DAPI, se muestran los nucleos celulares en color azul. B. Canal FITC, las células positivas marcadas en verde.
C. Co-localizacion de Iméagenes A'y B. Microscopio de luz, objetivo 10X y enfoque 4X.

10. Discusion

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es la enfermedad infecciosa que
causa mas pérdidas econémicas en la industria porcicola en todo el mundo. Una de las razo-
nes es que la vacunacién ha tenido un impacto limitado en la prevencion y el control del
PRRSV (Montaner-Trarbes et al.,2019). EI método mas utilizado para el control de PRRSV
es la vacunacion con bioldgicos tradicionales, que constan de virus atenuados o inactivados,
pero estos no han logrado inducir una proteccion total frente al patégeno, incluso se han
reportado un sin nimero de casos en que los virus atenuados causan enfermedad debido a
una reversion en la virulencia (Cajero-Juarez et al.,2017). El uso de subunidades virales,
como los peptidos, eliminaria la problematica de reversion a la virulencia y, ademas, evitaria
la interferencia generada por epitopos no neutralizantes (como los epitopos sefiuelo que se
encuentran en la proteina GP5). La proteina GP5 de PRRSV tiene gran relevancia inmuno-
I6gica, ya que no solo es una de las proteinas mas abundantes en la envoltura del virus, sino

que ademas es la mas variable (esto explica por que las vacunas disponibles actualmente
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protegen contra una infecciébn homdloga, pero no heter6loga). Aunado a esto, en la region
del ectodominio de GP5, se ha propuesto la presencia de un epitopo neutralizante “epitopo
B", capaz de inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes, considerado como un com-
ponente importante de la inmunidad protectora frente a PRRSV y un epitopo sefiuelo "epi-
topo A"(Thaa et al. 2013). Ademas, se ha reportado que GP5 esta implicada en la entrada del
virus en las células diana (Xie, J et al., 2017). Todas estas caracteristicas le han permitido a
GP5 convertirse en una de las proteinas mas estudiadas de PRRSV. Por ello, conocer las
interacciones entre el sistema inmune humoral y los epitopos inmunodominantes en GP5
suficientes para limitar la replicacion viral es de vital importancia. En este estudio, se utili-
zaron tres péptidos que contienen epitopos de reconocimiento para linfocitos B, generados a
partir de regiones conservadas del ectodominio de la proteina GP5 del virus del PRRS
(GP5B1, GP5B2 y GP5B3).

Tanto los linfocitos T cooperadores como los linfocitos B, requieren de una activacion inicial
por las APC para que se lleve a cabo la reaccion del centro germinal. Esta reaccion consiste
en la interaccion entre linfocitos T cooperadores y linfocitos B, previamente activados y es-
timulados por las APCs, que ocurre en el borde del foliculo del ganglio linfatico. Como se
ha revisado, la maduracién por afinidad, cambio de isotipo y generacion de células B plas-
maticas de larga vida y de memoria, depende de esta interaccion entre linfocitos (Abbas,
2015). Si bien, los epitopos que conforman GP5B1, GP5B2 y GP5B3, son epitopos de reco-
nocimiento para linfocitos B, una vez procesados y presentados a través del MHC-II de la
APC, existe una alta probabilidad de que sean reconocidos también por células T. Con ello,

se favoreceria la respuesta inmune adaptativa humoral contra PRRSV.

Los resultados indican que los péptidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3 son inmunogénicos e in-
ducen la produccién de anticuerpos especificos en ratones partir del dia 45 post-inmuniza-
cién. Esto concuerda con estudios previos que han evaluado la induccion de anticuerpos con-
tra los epitopos que conforman estos péptidos, como el estudio realizado por Pifieyro y cola-
boradores en 2016, en el cual, se insert6 el epitopo SSSNLQLIYNLT (PNEUL), en el ex-
tremo C-terminal del gen de la capside PCV1, demostrando la produccidn de anticuerpos
especificos contra el epitopo PNEUL, sin embargo, estas inmunizaciones las hicieron en cer-
dos y no presentaron los valores de anticuerpos. En otro articulo publicado por Bo-Kyoung
y colaboradores en 2020, probaron el epitopo TPVTRVSAEQWGRP (PNEU2). Sustituyeron
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el epitopo sefiuelo de la capside de PCV2 por el epitopo PNEU2 de PRRSV y encontraron
anticuerpos especificos contra este epitopo, con titulos elevados al dia 42 post-inmunizacion
en ratones. Para el péptido antigénico (PANT) no se encontraron datos sobre inmunizaciones
realizadas en condiciones experimentales, sin embargo, se ha reportado que este péptido es
altamente antigénico ya que es capaz de ser reconocido por sueros de cerdos infectados con
diferentes cepas de PRRSV (Zhou et al., 2009).

Ademas, esto coincide con resultados previos obtenidos en nuestro equipo de trabajo con
otros péptidos de la proteina GP5, en donde se observé una respuesta de anticuerpos especi-

fica a partir del dia 30 y 45 post inmunizacion.

Con base en los datos obtenidos podemos sugerir que la inmunidad humoral que estimulan
los péptidos GP5B1 y GP5B2 es muy similar, mientras que la respuesta contra el péptido
GP5B3 tuvo un mejor resultado después de la inmunizacion y reinmunizacion en ratones con
respecto a los otros dos péptidos, ya que se indujeron anticuerpos en mayores concentracio-
nes, lo que concuerda con lo encontrado en la literatura, ya que al estar conformado por la

unién de dos epitopos neutralizantes, se esperaba que fuera mas inmunogeénico.

Se evaluaron principalmente las inmunoglobulinas del tipo IgG1 ya que se ha sugerido para
varios virus como el VIH (Kadelka et al.,2018), influenza (Huber et al.,2006), virus de la
fiebre amarilla (Burton, 2002), por mencionar algunos, que este isotipo esta asociado con
neutralizacion viral. Ademas, para tener un panorama mas amplio de la respuesta humoral
generada contra estos péptidos, se evalu6 también la produccion de inmunoglobulinas del
tipo 1gG2. Chen y colaboradores en 1998, estudiaron los anticuerpos neutralizantes produci-
dos contra la proteina VVP3 codificada en el orf 5 del virus elevador de lactato deshidrogenasa
(LDV), un arterivirus murino, que tiene mas del 60% de similitud a nivel de aminoéacidos con
la proteina GP5 de PRRSV, y encontraron que los principales anticuerpos producidos contra

esta proteina eran del tipo 1gG1 e IgG2.

IgG1 e IgG2 tienen diferentes funciones efectoras segun la literatura, debido a factores que
producen cambios en su estructura. Estas subclases de anticuerpos producidas contra un an-
tigeno en particular poseen los mismos dominios variables, por lo cual se unen al mismo

epitopo sin embargo tendrian diferencias en su funcion (Irani et al.,2015).
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Por ejemplo, se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales IgG1 e IgG3 humanos es-
pecificos contra gp120 del VIH, estan relacionados con la neutralizacion del virus. Sin em-

bargo, 1gG3 tiene una mayor capacidad neutralizante (Cavacini et al., 2003).

Por el contrario, en un estudio de la respuesta inmune humoral contra el enterovirus humano,
en el cual se utilizaron inmunoglobulinas purificadas del tipo 1gG, se encontro que las sub-
clases 1gG1 e IgG2 eran las mas efectivas en la neutralizacién, y que 1gG3 inducia una mayor
infeccion (Cao et al., 2013).

En cerdos, la IgG1 tiene una vida media méas larga que las otras subclases de 1gG y juega un
papel importante en la inmunidad protectora del cerdo contra infecciones virales (Butler, J.
(2012). Con base en estos antecedentes y en nuestros resultados, se puede proponer que, IgG1
es la subclase predominante y, por lo tanto, la mas importante para la neutralizacion viral.
Sin embargo, la IgG2 podria tener actividad neutralizante, aunque menor que 1gG1 debido al
menor titulo de estos anticuerpos. En consecuencia, estas dos subclases de 1gG podrian actuar

de manera sinérgica.

Para determinar contra que epitopo en particular se estaban generando estos anticuerpos se
realizd la deteccion de anticuerpos IgG1 e IgG2 especificos de antigeno mediante ELISA
indirecto, utilizando los epitopos (Tabla 7) como antigenos de captura. Los resultados obte-
nidos indican que los anticuerpos producidos contra los péptidos son especificos y reconocen
en grado similar, tanto a los epitopos neutralizantes como al epitopo antigénico.

Los niveles més altos de anticuerpos se produjeron contra el epitopo PANT, sin embargo,
hay que recordar que este epitopo se unio a los epitopos neutralizantes con el Unico propésito
de hacerlos mas inmunogénicos, lo cual concuerda con los resultados. En cuanto a los epito-
pos neutralizantes, PNEU1 no solo indujo mayores titulos de anticuerpos, sino que ademas
parece ser, que esta potenciando la respuesta de anticuerpos contra los otros epitopos. Estos
resultados apoyan la hipotesis de que el contexto determina la inmunodominancia de ciertos
epitopos. Como se ha descrito en la literatura, la induccion de anticuerpos es diferente para
cada epitopo incluso si se encuentra dentro del mismo antigeno, debido a que la ausencia o
presencia de una secuencia dominante permite que el huésped responda con mayor o menor

fuerza a otros epitopos presentes (Abbott y Crotty, 2020).
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Hasta el momento no hay estudios donde se haya evaluado la inmunodominancia de estos

mismos péptidos.

Por otra parte, como se comento anteriormente se generd un stock de virus PRRS a partir de
la clona infecciosa contenida en el pFL12, el cual, junto con los sueros de los ratones inmu-
nizados, son indispensables para los ensayos de microneutralizacion. El uso de una clona
infecciosa es una herramienta de gran utilidad para caracterizar la funcion de los componen-
tes virales, ademas de proporcionar un modo de inoculacion simple y estandarizado que me-
jora la reproducibilidad y facilita los estudios de interaccion virus-huésped (Pasin et
al.,2019), lo cual es complicado de lograr con un virus del tipo salvaje, debido a las variacio-
nes que se pueden encontrar del mismo y a su dificil aislamiento. A pesar de que no se con-
cluyeron los ensayos de microneutralizacion, para corroborar la capacidad neutralizante de
los sueros de los ratones inmunizados con los péptidos, los hallazgos en la literatura nos
pueden ayudar a sugerir que, tanto PNEU1 como PNEU2 pueden estar induciendo anticuer-
pos del tipo neutralizante. En un estudio en el que se inmunizaron ratones Balb/c con una
proteina de fusion que contenia la secuencia completa de la proteina GP5 de PRRSV, encon-
traron anticuerpos del tipo IgG1 que reconocian especificamente ciertas regiones de la pro-
teina, donde ademés determinaron que los Abs inducidos, tenian actividad neutralizante (Pir-
zadeh y Dea, 1997).

En contraste, en otro estudio en el cual midieron mediante ensayos de ELISA indirecto la
unién de anticuerpos policlonales y monoclonales del tipo IgG1 e 1gG2 a péptidos sintéticos,
de la glicoproteina de la envoltura VP-3 (proteina muy similar en tamafio, estructura y se-
cuencia de aminoacido a GP5 de PRRSV) codificada por orf 5 del LDV, los investigadores
lograron identificar un epitopo de neutralizacion ubicado en el ectodominio entre los ami-
noacidos 30-60. Asimismo, se encontrd que los anticuerpos con actividad neutralizantes eran
del tipo 1gG2 (Chen et al.,1998).

Ademas de los datos anteriores, se ha sugerido que el principal epitopo neutralizante de
PRRSV, se encuentra dentro del ectodominio de GP5, entre los aminoacidos 37-45 (Popescu
et al., 2017; Lépez y Osorio, 2004; Montaner-Trarbes et al.,2019); PNEU1
(SSSNLQLIYNLT) se encuentra en esta misma region del ectodominio (residuos de aminoa-
cidos 35-46).
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Por su parte, PNEU2 (TPVTRVSAEQWGRP) se localiza en la parte del endodominio de la
proteina GP5 de PRRSV (residuos de aminoacidos 186-200) (Bo-Kyoung et al., 2020). Aun-
que no se encuentra en la region del ectodominio se ha reportado que tiene actividad neutra-
lizante. En el mismo estudio hecho por Bo-Kyoung y colaboradores en 2020, ademas de
evaluar la produccion de anticuerpos especificos evaluaron su capacidad de neutralizacion,

encontrando que se producian anticuerpos del tipo neutralizante contra este epitopo.

Juntos estos datos, apoyan la idea de que tanto PNEU1 y PNEUZ2 son epitopos que inducen

la produccion de anticuerpos neutralizadores contra PRRSV.

Estos resultados proporcionan evidencias para sugerir que se estd montando una respuesta
inmune humoral favorable para le hospedero, contra los péptidos GP5B1, GP5B2 y GP5B3,

y en especifico contra los epitopos neutralizantes que los conforman.

11. Conclusiones

Los ratones inmunizados con GP5B1, GP5B2 y GP5B3, generaron anticuerpos especificos
contra estos péptidos alcanzando titulos significativos a los 45 dias post-inmunizacion. Los
anticuerpos se indujeron de manera mas exacerbada contra el péptido GP5B3, lo cual sugiere

que este podria ser el péptido inmunodominante.

En la evaluacién de anticuerpos especificos de epitopo, el epitopo PANT indujo la mayor
concentracion de anticuerpos, lo cual concuerda con las predicciones de antigenicidad. De
los epitopos neutralizantes, objeto de interés en este trabajo, PNEU1 no solo indujo mayores
titulos de anticuerpos, sino que ademas parece ser, que esta potenciando la respuesta de an-
ticuerpos contra los otros epitopos, tanto en el péptido GP5B1 como en el péptido GP5B3.
De tal manera que podemos sugerir que este epitopo en particular tendria el rol inmunodo-

minante dentro de los epitopos neutralizantes.

Los experimentos para determinar el potencial neutralizante de los anticuerpos se encuentran
en curso. Sin embargo, hay evidencia solida, que indica que efectivamente podrian estar tra-
tandose de epitopos neutralizantes, generando asi una inmunidad humoral protectora para el

huésped. Estos resultados nos proporcionan informacion valiosa sobre la relacion entre la
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inmunodominancia de péptidos de GP5 de PRRSV vy la respuesta inmune antiviral para guiar

el desarrollo de una vacuna contra el PRRS.
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12. ANEXOS
12.1 ANEXO 1

SOC: medio de crecimiento

o Bactotriptona 2 %

o Bacto extracto de levadura 0.5 %
o NaCl10 mM

o KClI25mM

o MgCl,y MgSO4 20 mM

o Glucosa 20 mM

Solucién |

o 50 mM de D-glucosa

o 25 mM de Tris-HCI (pH 8)
o 10mM de EDTA (pH 8)

Solucién 11
o 0.2 N deNaOH
o 1% de SDS

Solucion 111
o 58.8g de acetato de potasio
o 23 ml de acido acético

o Aforar a 200 ml con agua
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12.2 ANEXO 2: Preparacion de la Clona infecciosa PRRSV

12.2.1. Transformacion bacteriana
Se obtuvieron cerca de 53 colonias transformantes, de las cuales se guardaron alicuotas de

cada una en glicerol 20%, para su posterior evaluacion.

12.2.2. Extraccion del ADN plasmidico
Se realizo la extraccion del ADN plasmidico de las primeras 10 colonias seleccionadas (Ta-

bla 7).

Cuantificacion de ADN plasmidico de 10 colonias transformantes con el plasmido PFL12-PRRSV.

Concentracion

Colonia 260/280
ADN (ng/u)
o1 | 282 194
2 31.7 2.07
3 25.1 0.54
4 233 1.97
5 23 1.97
6 252 2.00
7 21.3 2.00
8 20.3 211
9 335 2.01
10 19.2 1.89




Se realizd PCR de cada una de las muestras usando los 5 pares de oligoprimers disefiados.

lona 6 Clona7  _Clonas
1000 =———
500 m—
400 =———
pofm |l P .
100 —— W LR -
e /

Electroforesis en gel de agarosa 1%. Primers utilizados orfs 3-7 de PRRSV, amplicones esperados 187, 368, 84, 140, 210
respectivamente. Para cada clona se utilizaron los 5 pares de primers. A. clonas 1-5y B. clonas 6-10.

De las 10 colonias analizadas solo el ADN plasmidico extraido de la colonia nimero dos,
amplifico con los 5 pares de primers, correspondiendo ademas con los tamarios de amplico-
nes esperados. Por otra parte, se realizo el ensayo de restriccion usando la enzima Mfel, sin
embargo, no se obtuvo ningun patrén de bandeo. Aun asi, se realiz6 la maxiprep de la clona
2 usando el kit QIAGEN, donde nuevamente se realizd PCR para corroborar los resultados
de la miniprep, dando como resultado la amplificacidn de los 5 amplicones esperados. Sin
embargo, al realizar el ensayo de restriccién usando la enzima Mfel, no se obtuvo ningln
patron de bandeo, por lo cual se siguen evaluando el resto de las colonias transformantes

obtenidas.

Cuantificacién de ADN plasmidico de la clona 2, transformante con el pldsmido PFL12-PRRSV.

Concentracion
Clona 260/280

ADN ng/ul

2 100 1.89

o))



——— -

ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7
(183) (368) (84) (140) (210).
f 1 10 ."," '.. lu 3

Electroforesis en gel de agarosa 1%. Primers utilizados orfs 3-7 de PRRSV, amplicones esperados 187, 368, 84, 140, 210
respectivamente.

12.2.3 Transcripcion in vitro

La transcripcion in vitro (IVT por sus siglas en inglés) es el siguiente paso en la generacion
del virus. Para ello, primero, se realizo6 la linealizacion del plasmido pFL12 con la enzima
Acll, corroborando que se haya llevado a cabo una linealizacién completa. Posteriormente se

realizd la IVT.

pFL12
pFL12-
Acll

M

Electroforesis en gel de agarosa 0.6%. Perfil de restriccion observado tras la digestion del plasmido pFL12 con la enzima
Acll. M: marcador de peso molecular; Pfl12: control; Pfl12-Acll: Digestién completa de pFL12 con la enzima Acll.



De la transcripcion in vitro de obtuvieron concentraciones elevadas de transcrito:
Cuantificacion del ARN transcrito a partir del plasmido PFL12-PRRSV.

Concentracion

Clona 260/280
ARN ng/ul

2 ‘ 12 747 19

12.2.4 Generacion del virus

Para la generacion del stock de virus PRRS a partir de la clona infecciosa contenida en el
pFL12, se transfectaron por duplicado cultivos de células MARC-145 en placas de 6 pozos
con el ARN obtenido del plasmido pFL12, mediante el método de lipofeccion (Figura 24).
Se utilizaron 2, 4 y 6 g del transcrito.

12.2.5 Deteccion del virus
12.2.5.1 Inmunofluorescencia
Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para determinar la eficacia de transfeccion

obteniendo los siguientes resultados.

70



Ang 2ug CONTROL

6ug

DAPI FITC DAPI+FITC

Co-localizacidn de células Marc-145 tratadas con DAPI e inmunofluorescencia usando el anticuerpo PRRSV-GP5 Polyclo-
nal Antibody, FITC Conjugated. Primer panel, células control; segundo panel células transfectadas con 2 pg de ARNm-
pFL12; tercer panel células transfectadas con 4 ug de ARNm-pFL12; cuarto panel células transfectadas con 6 pg de ARNm-
pFL12. A. Células vistas con el canal para DAPI, se muestran los nicleos celulares en color azul. B. Canal FITC, las células
positivas marcadas en verde. C. Colocalizacion de Imagenes A y B. Microscopio de luz, objetivo 10X y enfoque 4X.
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Una vez detectado el virus, se seleccionaron las dos mejores condiciones (2 y 4 ug), se tomo
el sobrenadante y se paso a cultivo de células MARC-145 frescas en cajas de 100mm, des-
pués de 3 dias se recolectd el sobrenadante y se realizaron dos pases mas. El cuarto pase del
sobrenadante se realizo en botellas de cultivo celular de 75 cm?. En la figura 24 se muestra

el esquema general para la obtencion del virus.

1 ciclo de
congelacién/descongelacién

Incubacién Medio fresco @ Incubocion

16-18h Incubacién 72h 72h
RNAm  Lipofectomina 3
pFLI2 @ (¢ B ¢ oo
AN 1)) —-> ) e e~ e — - - —> —>
| Nt/ . @ § GO C
v MARC-145
MARC-145
i
v
[ La8%
{ &
. N ‘.
SEa0 )
mEn ¢ - -
e B e Incubacién Extrocelén
Alrcu(?lu) Incubu.cxb:\ 72h RNA Incubacién \
-70°C 72h Incubacion
72h
24h
RT ¢ Inmwnofluorescencia
SNAANCDNA ‘

.

Esquema general para la obtencidn del virus PRRS. Disefiado en BioRender.com.

Se tomo todo el sobrenadante del ultimo pase y se guardo6 en alicuotas de 1ml con SFB al

20%, ademas, se tomo una alicuota mas para la extraccién del genoma viral.

Cuantificacion del ARN extraido de los sobrenadantes del cultivo en MARC-154.

Concentracion

Condicidon 260/280
ARN ng/ul
2ug 3324 1.95
4ug 330.3 1.97
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Posteriormente se realizd una retrotranscripcion obteniendo concentraciones elevadas de
ADNCc. Finalmente, el ADN obtenido se amplifico mediante PCR utilizando los 5 pares de
primers correspondientes a 5 diferentes orfs de PRRSV, donde, a pesar de que hubo uniones
inespecificas, en la condicion donde se usaron 2ug de ARNm para la transfeccion, se encon-
traron los 5 amplicones esperados, mientras que, donde se usaron 4pug solo se encontraron 2

de los 5 amplicones.

Cuantificacion del ADNc obtenido a partir del ARN extraido.

Concentracion

Condicion 260/280
ADNC ng/ul
2ug ‘ 3985.4 1.75
4ug ‘ 4092.0 1.72
2ug 4pg
[ | [ |
1000 -
- ' s
500 e .
400 - o ’ - - !
00 —— = - - =
200 —— 9 ==
ol S
100 - - -~

Electroforesis en gel de agarosa 1.2%. Primers utilizados orfs 3-7 de PRRSV, amplicones esperados 187, 368, 84, 140, 210.
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Adicional a esto, se midio la intensidad de fluorescencia en el varioskan LUX, donde en la

condicion de 2pg, se encontré mayor intensidad de fluorescencia con respecto al control

0.10-

0.08-

0.06-

RFU

0.04-

0.02

./\,

0.00

1 1 I
Control 2ug 4ug

Tratamientos

Evaluacidn de la fluorescencia emitida por el anticuerpo anti-PRRSV-GP5/FITC
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