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Introduccién

A lo largo del proceso evolutivo los organismos superiores han sido
sometidos de forma constante al ataque de los microorganismos patogenos
presentes en el medio ambiente. Este hecho llevo al desarrollo de un complejo y
sofisticado mecanismo de defensa inmunoldgica, divido en dos grandes ramas: la

inmunidad innata y la inmunidad adquirida.

Ambas ramas del sistema inmune conforman una red interactiva de 6rganos
linfoides, células, factores humorales y citoquinas, que establecen barreras fisico—
quimicas dentro del organismo y cuya funcién principal es la deteccion y
erradicacion de los agentes patdgenos que pudieran poner en peligro la salud y
supervivencia del hospedador (Parkin y Cohen, 2001). Sin embargo, para poder
llevar a cabo esta funcién vital dentro del organismo, el sistema inmune debe ser
capaz de reconocer de manera pronta y eficaz cualquier microorganismo que
suponga una amenaza, evitando su diseminacién excesiva y por consiguiente el

desarrollo del proceso patoldgico.

1 DESCUBRIMIENTO DE LOS RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE
PATRONES.

Fue a partir de la década de 1990, cuando las investigaciones desarrolladas
por Charles Janeway en Drosophila melanogaster cambiaron radicalmente la forma de
interpretar el sistema inmune, principalmente en lo referido al sistema inmune

innato, que hasta esa fecha era considerado inespecifico.

Janeway observd que una proteina transmembranaria de nombre Toll,
implicada en el correcto desarrollo del eje dorso-ventral embrionario de Drosophila
melanogaster, desempefaba funciones inmunoldgicas frente a infecciones micoticas
en la etapa adulta de la mosca, al activar la ruta de sefializacion del factor
transcripcional Dorsal (similar al NFkB en mamiferos), e inducir la transcripcion del

gen Drosomicina que codifica para el péptido anti fungico del mismo nombre
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(Janeway y Medzhitov, 2002). Este descubrimiento, sumado a la posterior
identificacion de un receptor homologo en mamiferos, implicado en la respuesta
inmune frente a bacterias, denominado Receptor Tipo Toll (TLR) por su similitud
con Toll de Drosophila (Medzhitov et al., 1997), fue el punto de partida en el estudio
de los llamados Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR), despertando un
enorme interés cientifico por el estudio de los receptores del sistema inmune innato
y los mecanismos mediante los cuales son capaces de discriminar entre lo propio y
lo ajeno. La consecuencia fue el descubrimiento de un gran numero de moléculas
receptoras cuya caracteristica principal radica en su capacidad para detectar una
amplia gama de patrones estructurales especificos altamente conservados en

microorganismos, pero ausentes en el organismo hospedador (Figura 1).

NFxB '

Figura 1. Via de seializacion intracelular de la proteina Toll (Derecha) y su homélogo mamifero TLR
(Izquierda). Toll genera una respuesta antifiingica mediante la induccién del gen Drosomicina a través
del complejo Toll/Spaetzle. Por su parte, TLR forma un complejo receptor con CD14 y LBP,
activando un gran niimero de mediadores de la inflamacién, como mecanismo de respuesta anti

microbiano (Montaiio y Vargas, 2002).
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2 CARACTERISTICAS DE LOS PRR.

A diferencia de los receptores antigénicos generados por las células
linfocitarias del sistema inmune adaptativo, los PRR son receptores no clonales,
codificados en la linea germinal, e independientes de la memoria inmunolégica
(Akira et al., 2006, Kumar et al., 2013). A pesar de la limitacién que supone el
hecho de que su especificidad est¢ determinada genéticamente, los PRR
contrarrestan esta deficiencia gracias a su capacidad para identificar componentes de
origen exclusivamente microbiano, denominados Patrones Moleculares Asociados a
Patogenos (PAMP), favoreciendo la generacion de una respuesta inmunoldgica
rdpida y oportuna. Ademds de su capacidad para reconocer moléculas asociadas a
patdgenos, se ha demostrado que los PRR son capaces de reconocer componentes

moleculares derivados del dafio tisular originado por la infeccién, denominados

Patrones Moleculares Asociados al Dafio (DAMP) (Fadeel, 2012).

Los PRR son expresados de forma constitutiva, lo cual les permite detectar
microorganismos invasores independientemente del ciclo de vida del organismo
(Akira et al., 2006). La expresién de los PRR tiene lugar fundamentalmente en la
membrana externa, vesiculas endociticas y el citoplasma de una amplia variedad de
células presentadoras de antigenos, particularmente monocitos, macrofagos, células
dendriticas, células B, células T y células “Natural killers” (Hornung et al., 2002). No
obstante, también se ha comprobado su expresion en algunas células no
profesionales como fibroblastos y células de la superficie epitelial (Akira et al., 2006,
Barbalat et al., 2011) e incluso se ha descrito que pueden estar presentes en el
torrente circulatorio y fluidos tisulares (Moreno y Sanchez-Ibarrola, 2003). Por otro
lado, se ha observado que el panel de PRR puede variar entre las diferentes células
inmunes, resultando en una amplia variedad de posibilidades para cada tipo de
celular. A pesar de que los diferentes PRR unicamente reaccionan con PAMP

concretos, muestran patrones de expresion diferenciados, activan vias de
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sefializacion especificas y desencadenan distintas respuestas frente a los patdgenos,
se ha demostrado que pueden interactuar formando redes multimoleculares

complejas que potencian su funcion de reconocimiento (Werling y Coffey, 2007).

3 PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS A PATOGENOS (PAMP).

Debido a su implicacién en funciones esenciales para la supervivencia y
capacidad patogénica de los microorganismos (Kumar et al., 2013), la invariabilidad
es una de las principales caracteristicas de los PAMP vy ello facilita la deteccion de

cualquier agente patégeno mediante un limitado niumero de PRR.

Entre los principales PAMP conocidos, se encuentran los acidos nucléicos
microbianos, incluyendo motivos CpG no metilados, ARN de doble cadena, ARN
de cadena simple, y ARN 5’-trifosfato, asi como lipoproteinas, glicoproteinas de
superficie, flagelina y algunos componentes de la membrana como peptidoglicanos,
acido lipoteicoico, lipopolisacarido, manano y glicosilfosfatidilinositol (Hornung et

al., 2002, Kruithof et al., 2007, Werling y Coffey, 2007, Tang et al., 2012).

Cuando un PRR detecta su correspondiente PAMP, se desencadena una
cascada de senalizacién intracelular que desemboca en una respuesta inflamatoria
caracterizada por procesos tales como la fagocitosis, opsonizacion y produccion de
mediadores de la inflamacién, entre los que se encuentran algunos péptidos
antimicrobianos, citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas, e interferones del
tipo I (IFN) (Trinchieri y Sher, 2007). Ademas de lo anterior, la respuesta mediada
por PRR establece una conexién entre la inmunidad innata y adquirida, pues se ha
demostrado su participacion en la activacion de mecanismos implicados en el inicio

y desarrollo de la respuesta inmune adaptativa (Nemazee et al., 2006).
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4 PRINCIPALES FAMILIAS DE PRR.

Entre las principales familias de PRR descubiertas hasta la fecha, se
encuentran los Receptores Lectina Tipo C (CLR), encargados del reconocimiento,
captacion e internalizacion por via endocitica de carbohidratos complejos presentes
en bacterias, virus y hongos (Hernandez L y Urcuqui I, 2012); los Receptores Tipo
AIM-2 (Absent In Melanoma 2) cuya funcién radica en la identificacion de ADN
viral (Rathinam et al., 2010); los Receptores Tipo RIG-I (RLR), implicados
bésicamente en el reconocimiento de acidos nucléicos virales (Chang et al., 2011);
los Receptores Tipo NOD (NLR), algunos de los cuales se encargan del
reconocimiento de componentes microbianos intracelulares, y los Receptores Tipo
Toll (TLR), siendo esta tltima familia la primera en ser descubierta y la mas

estudiada en la actualidad (Figura 2).

5 RECEPTORES TIPO TOLL (TLR).

Los TLR son glicoproteinas transmembranarias de tipo 1, localizadas tanto
a nivel extracelular (TLR1, 2, 3, 4-6, 10-13) como intracelular (TLR3, 7-9),
principalmente a nivel de reticulo endoplismico y en compartimentos
endosomales-lisosomales (Manavalan et al., 2011). Estructuralmente, los TLR se
caracterizan por la presencia de un dominio extracelular (DEC), seguido por una
hélice transmembranaria simple y un dominio intracelular TIR, similar al dominio
intracelular de los receptores de IL-1 (Bowie y O'Neill, 2000). El dominio DEC,
esencial para el reconocimiento de patrones moleculares, contiene multiples
bloques de Repeticiones Ricas en Leucina (LRR: “LxxLxLxxNxL”) plegados en
forma de herradura y protegidos por regiones ricas en cisteina que forman una
capucha en los extremos N y C-terminales (Kruithof et al., 2007). La conformacion
de los motivos LRR es muy divergente entre los TLR, lo que explicaria en parte su

capacidad para unirse a diferentes ligandos (Anderson, 2000).
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Figura 2. Familias de PRR presentes en células de mamifero. En la imagen se muestran algunos
miembros de las familias TLR, NLR, RLR y CLR, su localizacién celular y la redes de sefializacion

generadas por cada receptor (Muller et al., 2011)

Una de las caracteristicas mas sobresalientes del reconocimiento mediado
por TLR, es la capacidad que tienen algunos de ellos, principalmente TLR2, para
detectar una gran variedad de ligandos microbianos que no presentan nada en
comun en términos de estructura, (Medzhitov et al., 1997). Exceptuando TLR12 y
TLR13, en los once TLR restantes se han logrado identificar sus ligandos naturales

especificos (Tabla 1).

Anilisis transcripcionales han confirmado la expresién de TLR en una gran
variedad de tipos celulares, tanto inmunitarios: monocitos, macréfagos, células
dendriticas, linfocitos B y linfocitos T gamma/delta, como no inmunitarios:
fibroblastos, miocitos cardiacos, células del endotelio vascular y células epiteliales
(Takeuchi y Akira, 2001, Kumar et al., 2013, Muneta et al., 2003). Sin embargo, los
patrones de expresion de TLR varian dependiendo del tipo celular, la especie y el

patégeno involucrado (Uddin et al., 2012).
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Tabla 1. Principales PAMP reconocidos por los TLR. (Adaptado de: Lee y Kim, 2007,
Mogensen, 2009).

Receptor Localizacion PAMP Origen
TLR1/TLR2  Superficie celular Triacil lipopéptidos Bacterias /
Mycobacteria
TLR2/TLR6  Superficie celular Diacil lipopéptidos Mycoplasma
Acido lipoteicoico Bacterias Gram+
TLR2 Superficie celular Lipoproteinas Varios patogenos
Peptidoglicano Bacterias
Gram+/-
Lipoarabinomanano Mycobacteria
Acido lipoteicoico Bacterias Gram+
Porinas Neisseria
Glicoproteinas de envoltura Virus
GPI-Mucina Protozoarios
Fosfolipomanano Candida
Zymosan Hongos
B-Glicano Hongos
TLR3 Superficie celular/Endosoma  ARN de doble cadena Virus
TLR4 Superficie celular Lipopolisacarido Bacterias Gram-
Glicoproteinas de envoltura Virus
Glicoinositolfosfolipidos Protozoarios
Manano Candida
TLR5 Superficie celular Flagelina Bacterias
TLR7/TLR8 Endosoma ARN de cadena simple Virus ARN
TLRO Endosoma ADN CpG Virus, bacterias,
protozoarios
Hemozoina Plasmodium
TLR10/TLR2  Superficie celular Lipopéptidos Bacterias
TLR11 Superficie celular Molécula tipo profilina Toxoplasma

Finalmente, se ha demostrado que los macréfagos y las células dendriticas

utilizan los receptores TLR para clasificar a los patdgenos invasores y generar una

respuesta especializada (Moreno y Sanchez-Ibarrola, 2003).
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5.1 Receptor TLR2.

Bajo condiciones normales, TLR2 es reconocido como el mayor PRR
involucrado en la deteccion de componentes de la pared celular bacteriana. Aunque
reconoce principalmente diacil y triacil lipopéptidos bacterianos, su capacidad de
deteccion de PAMP no se limita solamente a estos componentes, ya que se ha
demostrado que TLR2 utiliza una amplia gama de estructuras microbianas como
ligandos (Lee y Kim, 2007) (Tabla 1). Esta capacidad se ha justificado por la
capacidad de TLR2 de formar heterodimeros con otros TLR, principalmente TLR1,
TLR6 y TLR10, ampliando su espectro de reconocimiento de ligandos de la
superficie de bacterias Gram- y Gram+, asi como de micobacterias y hongos (Farhat

et al., 2008, Kawai y Akira, 2010).

TLR2 se expresa en células del sistema inmune innato, sin embargo,
también ha sido observado en linfocitos T y B (Farhat et al., 2008). Cuando TLR2
se une a un ligando, induce la maduracion de células dendriticas con la regulacion
positiva de moléculas MHC de clase 1I, CD80 y CD86, asi como la secrecion de 1L-
12 por parte de monocitos y células dendriticas (Hertz et al., 2001, Michelsen et al.,
2001), ademas de la induccién de otras citoquinas como TNFa, IL-2 e IL-6 que
resultan esenciales para el desarrollo de la respuesta inmune tanto innata como

adquirida (Tohno et al., 2005).
5.2 Receptor TLR4.

El receptor TLR4 fue el primer miembro de la familia de los TLR
identificado y el mejor caracterizado hasta la fecha. Su principal funcién es el
reconocimiento del lipopolisacarido (LPS), un factor de virulencia y PAMP
inmunopotenciador presente en la pared celular de las bacterias Gram- (Guha y
Mackman, 2001). Ha sido sugerido que la participacion de TLR4 en el

reconocimiento y respuesta frente a las infecciones sistémicas bacterianas,
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principalmente las originadas por bacterias Gram-, es crucial para el desenlace de la
enfermedad (Gerold et al., 2007). Por otro lado, también se ha descrito que TLR4 es
capaz de reconocer otros componentes microbianos como proteinas de fusion y de

la capsula en algunos tipos de virus (Werling y Jungi, 2003).

A diferencia de otros TLR, TLR4 es incapaz de reconocer por si solo a su
ligando, requiriendo la formaciéon de un complejo de reconocimiento para poder
llevar a cabo su funcién (Poltorak et al., 1998). Este complejo incluye dos proteinas
accesorias: CD14 (cluster de diferenciacion 14) y LBP (proteina de union al
lipopolisacarido), ademas de la proteina de sefalizacion MD-2 (proteina de
diferenciacion mieloide 2). CD14 y LBP se encuentran ancladas a la membrana
celular pero carecen de dominio citoplasmatico, por lo que son incapaces de
transducir sefial alguna al interior celular tras el reconocimiento del ligando. La
funcién de estas moléculas consiste en presentar el LPS bacteriano a MD-2, que a
su vez se une a TLR4. Los mecanismos moleculares bajo los cuales el LPS es
transferido desde CD14 a MD-2 no han sido completamente esclarecidos,
habiéndose sugerido incluso que la participacion de CD14 no es necesariamente
requerida para que tenga lugar la interaccion de MD-2 con el LPS y la posterior
sefializacion de TLR4 (Miyake, 2004). Lo contrario sucederia con MD-2, una
molécula necesaria en la respuesta frente al LPS bacteriano ya que su ausencia
dentro del complejo tiene como consecuencia el no reconocimiento de este ligando

por parte de TLR4 (Shimazu et al., 1999).
5.3 Receptor TLRS5.

TLR5 es el receptor de la proteina flagelina, la subunidad molecular del
flagelo bacteriano, presente tanto en bacterias Gram- como Gram+. Por esta razén,
se ha sugerido que TLR5 ha evolucionado para servir Unicamente como sensor
especifico de microorganismos patdgenos flagelados (Hayashi et al., 2001, Gewirtz et

al., 2006).

11
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TLR5 desempefa una funcién fundamental en aquellos tejidos que tienen
una capacidad reducida para reconocer al LPS, como es el caso de las lineas
celulares del epitelio pulmonar (Hawn et al., 2003), o las células del epitelio
intestinal, que debido a su contacto permanente con microorganismos comensales,

requieren de un receptor que no sea activado de manera excesiva (Yu et al., 2006).

La razon por la cual TLR5 evita la activacion excesiva de la respuesta
inflamatoria frente a microorganismos comensales a nivel de epitelio intestinal, es
que TLRS5 solo se expresa en la superficie basolateral y no en la apical de las células,
por lo que su activacion Unicamente se lleva a cabo si la flagelina logra atravesar el

epitelio intestinal y hacer contacto con la membrana basolateral (Akira, 2003).

El papel de TLR5 en las infecciones bacterianas no ha quedado
completamente esclarecido, ya que se ha observado que su actividad en infecciones
por Salmonella puede ser contraproducente para el organismo hospedador, debido a
que facilita la migracion de la bacteria desde el tracto intestinal hacia los nédulos

linfaticos mesentéricos (Gerold et al., 2007).
5.4 Otros miembros de la familia TLR.

En total, han sido identificados 13 miembros en la familia TLR (Manavalan
et al., 2011), 10 de ellos caracterizados a nivel molecular en la especie porcina
(Uddin et al., 2012). TLR1, TLR6 y TLR10 presentan la misma localizacion
cromosdmica que TLR2, formando una subfamilia teéricamente generada a partir
de la duplicacion de un mismo gen ancestral (Shinkai et al., 2006). Esta
circunstancia podria ser la razén por la cual TLR1, TLR6 y TLR10 pueden
interactuar y formar heterodimeros de reconocimiento de PAMP con TLR2

(Bergman et al., 2010).
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Por otro lado, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9Y estan estrechamente
relacionados debido a su ubicacién intracelular y a su capacidad para reconocer
dcidos nucléicos de origen microbiano. TLR7 y TLR8 reconocen los mismos
ligandos, se localizan en compartimentos del reticulo endopliasmico y requieren de
igual manera de la maduraciéon endosomal/lisosomal para su activacién (Zhu et al.,
2008, Toka et al., 2009). Sin embargo, la diferencia entre TLR7 y TLR8 radica en
que TLR7 se presenta en forma de dimero preformado mientras que TLR8 forma

dimeros en el momento de la unién al ligando (Govindaraj et al., 2011).

6 VIAS DE SENALIZACION DE LOS TLR.

Gracias a la caracterizacion genética y bioquimica de las vias de sefalizacion
mediadas por TLR, se han logrado identificar la mayoria de los componentes que
las conforman, asi como sus interacciones (Figura 3). De todos los componentes
identificados, la molécula adaptadora MyD88 (Factor de Diferenciacion Mieloide
88) representa un factor esencial en la activacién de la respuesta inflamatoria
mediada por TLR. MyD88 acttia como punto de inicio de una ruta de sefializacién
comun a todos los TLR. Sin embargo, se ha demostrado que en algunos casos es

posible desencadenar una via de sefalizaciéon alternativa e independiente del

MyD88 representada por la molécula adaptadora TRIF (Takeda y Akira, 2004).

La consecuencia final de la induccién de cualquiera de estas dos rutas de
sefializacion, es la expresion de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas efectoras
antimicrobianas y antivirales, asi como de moléculas co-estimuladoras de
macréfagos, células dendriticas vy células “Natural killer” con la subsecuente

influencia sobre la organizacién de la respuesta inmune adaptativa (Toka et al.,

2009).
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Figura 3. Vias de sefalizacién intracelular dependientes de TLR. A) Via de sedalizacion dependiente

de MyD88. B) Via de seializacién independiente de MyD88, regulada por la molécula adaptadora
TRIF (Patel et al., 2012).

6.1 Senalizacion dependiente de MyD88.

Cuando la activacion de la via es dependiente de MyD88, esta proteina se
recluta y asocia con los TLR a través de los dominios TIR de ambas moléculas
(Govindaraj et al., 2011). Este evento permite que MyD88 se una a IRAK-4
(Quinasa 4 asociada al receptor de IL-1) a través de su dominio intermedio y a
IRAK-1 mediante su dominio de muerte (Takeda y Akira, 2004). La proximidad
entre ambas quinasas provoca que IRAK-4 fosforile a IRAK-1. IRAK-1 fosforilado
se une a la proteina TRAF-6 (Factor asociado al receptor de TNF), ambos se

disocian del complejo del receptor e interactian con otro grupo proteico formado
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por TAK1 (Quinasa activada de TGF) y TAB1 y 2 (Proteinas de union a TAK1)
(Philpott y Girardin, 2004, Takeda y Akira, 2004).

Una vez formado este complejo proteico surgen dos vias independientes de
sefializacion: una que lleva a la activacion de las MAP quinasas y otra que conduce a
la activacién del sistema NFxB. En la primera ruta, la activacién de TAK1 induce la
fosforilacion de las MAPK quinasas (ERK, JNK y p38) promoviendo Ia
translocacion nuclear del factor AP1. En la segunda ruta, TAK 1 fosforila el
complejo de quinasas de IkB (IKK) marcandolo para su ubiquitinacion vy
subsecuente destruccion por el proteasoma. El dimero NFxB (p50, p65) se transloca

al nucleo y se une a sus elementos de respuesta en los promotores de sus genes

diana (Foster y Medzhitov, 2009).
6.2 Sefializacion independiente de MyD88.

La via independiente de MyD88 sélo es empleada por TLR3 y TLR4.
Ambos receptores sefializan a través de la proteina TRIF (Adaptador que contiene el
dominio TIR e induce IFN-) y solo TLR4 ocupa a la proteina TRAM (Molécula
adaptadora asociada a TRIF). La sefalizacion de la via independiente a MyD88

abarca la siguiente secuencia: la proteina acopladora TRIF recluta al complejo

proteico TRAF6-TAK1-TAB2 que activa a las IKK permitiendo la liberacion de
NFkB. A través de otra ruta, la molécula TRIF interactiia con el dimero TBK1/IKK
ocasionando la translocacion del factor nuclear IRF-3 (Factor regulador de IFN-3),

provocando la sintesis de interferon tipo I (IFNa,/B) (Patel et al., 2012).

7 RECEPTORES TIPO NOD (NLR).

La familia de Receptores Tipo NOD (NLR) estd conformada por una serie
de proteinas intracelulares, ortélogas de los genes R encargados de la respuesta

antimicrobiana en plantas (Shaw et al., 2008). Dentro de esta familia se incluyen las
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proteinas: CIITA (Transactivador de MHC clase 1I), NAIP (Proteina inhibidora de
la apoptosis neuronal), NALP (NLR conteniendo un dominio pirina), IPAF (Factor
de activacién de las proteasas tipo ICE) y NOD (Dominio de oligomerizacion de

nucledtidos) (Philpott y Girardin, 2004, Martinon et al., 2007).

Los NLR son considerados como una segunda linea de defensa frente a los
microorganismos invasores, debido a su localizacién intracelular. Ademis, su
intervencion es critica en aquellos tejidos donde los TLR requieren ser

subexpresados, como en el caso del epitelio intestinal.

Estructuralmente, los NLR comparten una base similar compuesta por tres
dominios: un dominio central de union a nucleétidos NOD 6 NACHT, un
dominio C-terminal con repeticiones ricas en leucina, presente en todos los
miembros de la familia y responsable del reconocimientos de los PAMP, y un
dominio N-terminal de reclutamiento de moléculas efectoras que determina la
clasificacion de los distintos NLR, y que puede ser de tipo PYD (Dominio pirina),
DEATH (Dominio de muerte), CARD (Dominio de reclutamiento de caspasas) 6
BIR (repeticion del dominio IAP de baculovirus) (Lange et al., 2011).

En los vertebrados, los receptores NLR pueden encontrarse formando dos
tipos de complejos multiprotéicos (Figura 4). El primero de ellos, denominado
genéricamente “inflamasoma”, puede estar constituido por diferentes NALP, o
IPAF que se encargan de mediar la maduracion de citoquinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-18 y posiblemente IL-33 mediante el control de la activacion de las
caspasas inflamatorias 1 y 5 (Martinon et al., 2007, Rathinam et al., 2010, Lange et
al., 2011). Por otra parte, el segundo complejo, denominado “NODosoma”, estd
constituido por grupos de proteinas NOD1 y NOD2, encargadas de la activacion de
moléculas proinflamatorias a través de la ruta canonica RIP2/IKK/NF«kB (Lange et

al., 2011). De todos los miembros que componen la familia de los NLR, son las
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proteinas NOD1 y NOD2 las que han despertado un mayor interés en la

actualidad.
7.1 Receptor NOD1.

NODI1 también conocido como CARD4 (Dominio de reclutamiento de
caspasas 4) se expresa de forma ubicua en tejidos adultos. NOD1 detecta la
estructura minima del PGN, el dipéptido D-Glu-meso-DAP o iE-DAP (Acido
diaminopimélico), presente normalmente en bacterias Gram-, por lo que la
capacidad de NOD1 para detectar este compuesto representa una ventaja en casos
donde los patégenos Gram- simbolizan la principal amenaza, como ocurre en la

mucosa intestinal (Girardin et al., 2003, Philpott y Girardin, 2004).
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Figura 4. Complejos multiproteicos formados por los NLR. En la parte superior de cada complejo se
observa la conformacion plegada de los receptores NLR en estado inactivado, con la posterior

oligomerizacién con otro NLR al reconocer su agonista, generando una respuesta frente al estimulo (Le

y Harton, 2013).
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NODI1 reconoce al dcido diaminopimélico al ser liberado en el citosol, ya
sea durante la division celular de bacterias intracelulares en el interior de la célula
infectada, o bien como producto de degradacién de bacterias fagocitadas (Shaw et
al., 2010). NOD1 detecta también patégenos extracelulares como Escherichia coli y
Salmonella spp, gracias a que estas bacterias cuentan con un sistema de secrecion tipo
IV que les permite transferir proteinas efectoras al interior de la célula, transfiriendo

ademas PGN, que al ser reconocido por NOD1 genera una respuesta inflamatoria

(Philpott y Girardin, 2004).

Estudios a nivel transcripcional han permitido identificar los principales
sitios de expresién de NOD1 en porcinos, detectindose principalmente en tejidos
del tracto digestivo como el esofago, duodeno, yeyuno, ileon, placas de Peyer, colon,

bazo y nodulos linfiticos mesentéricos (Tohno et al., 2008a).
7.2 Receptor NOD2.

NOD?2 también llamado CARDI15, presenta dos dominios CARD en su
region N-Terminal, frente a un tnico dominio CARD presente en NOD1. Al igual
que este ultimo, NOD2 presenta una mayor expresion a lo largo del tracto digestivo,
encontrandose la presencia de transcritos de este gen en eséfago, duodeno, yeyuno,

ileon, placas de Peyer, colon, bazo y nédulos linfaticos mesentéricos (Tohno et al.,

2008b).

Analisis bioquimicos y funcionales han identificado al componente
MurNAc-L-Ala-D-isoGln (Muramil Dipéptido), derivado del PGN, como la
estructura minima reconocida por NOD2. Este compuesto estd presente en
bacterias tanto Gram+ como Gram-, lo que otorga a NOD2 un mayor rango en la

deteccion de agentes bacterianos con respecto a NOD1 (Philpott y Girardin, 2004).
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NOD?2 es capaz de detectar al muramil dipéptido (MDP) en el citosol una
vez que los fagolisosomas de los macrofagos producen la degradacion del PGN
(Martinon et al., 2007), aunque como se menciond previamente, al igual que con el
acido diaminopimélico, pueden existir otros mecanismos que provoquen la
liberacion del MDP al interior de la célula (Hugot et al., 2001). En células epiteliales
intestinales se ha observado que NOD2 esta involucrado en la destruccion de

Salmonella a nivel intracelular (Athman y Philpott, 2004).

8 VIA DE SENALIZACION DE NOD1 Y NOD2.

Tras la deteccion e interaccién con sus respectivos ligandos, tanto NOD1
como NOD?2 oligomerizan para llevar a cabo el reclutamiento de la serina/treonina
quinasa RIP2 mediante interaccion homotipica de dominios CARD, en un
mecanismo de reclutamiento conocido como “proximidad inducida” (Inohara et al.,
2000, Kobayashi et al., 2002). Después de su activacion, RIP2 recluta a IRAK2,
TRAF6, TAB2 y TAKI1 para la activacion del complejo IKK, produciendo la
subsiguiente fosforilacion de IkBa (Quinasa IkB subunidad alfa) y en consecuencia,

focaliza esta proteina para su degradacion por el proteosoma (Shaw et al., 2010).

La degradacion de IkBa produce la liberacion del factor de transcripcion
NFkB, que puede dirigirse al nticleo y mediar la transcripcion de una gran variedad
de genes pro-inflamatorios (Figura 5). Ademas de NFkB, también se ha observado
la activaciéon de JNK (Quinasas C-Jun-N-terminal) por NOD en respuesta a

bacterias invasivas (Girardin et al., 2001, Martinon et al., 2007).

Investigaciones realizadas en ratones RIP2 deficientes, enfrentados a PGN,
LPS y ARN de doble cadena, sugieren que RIP2 participa también en la ruta de
sefializacion de los TLR (TLR2, TLR4 y TLR3), al observarse una disminucion en

los niveles de produccién de citoquinas pro-inflamatorias tras la infeccion. Este
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descubrimiento sugiere la existencia de una posible comunicacién entre los TLR

intracelulares y los NOD a través de RIP2 (Philpott y Girardin, 2004).
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Figura 5. Ruta de seializacién de los NOD. En la imagen se muestra la cascada de seiializacion
activada por NOD?2 frente al muramil dipéptido. NOD1 desencadena similar cascada de sefializacion

en respuesta al dcido diaminopimélico (Zhong et al., 2013).

9 VARIABILIDAD GENETICA EN LA RESPUESTA INMUNE INNATA.

El proceso adaptativo al que han sido sometidos los organismos superiores a
lo largo de la evolucién, ha traido consigo cambios a nivel genémico, que han dado
origen a una extensa coleccion de variaciones genéticas con consecuencias
beneficiosas en algunos casos y perjudiciales en otros sobre el fenotipo de cada

individuo.
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La variacion en el genoma puede presentarse de diferentes formas, ya sea
como polimorfismos de un solo nucledtido, inserciones o deleciones de
nucledtidos, reordenamiento de genes o cromosomas enteros, duplicacién de
secuencias, repeticiones en tindem, variaciones en el numero de copias y presencia
o ausencia de elementos transponibles. Los SNP constituyen el tipo de variacion

polimérfica més frecuente dentro del genoma (Ibeagha-Awemu et al., 2008, Wu y

Zeng, 2012).

Cuando estas variaciones se presentan en genes con una funcion relevante
en la respuesta inmune innata, pueden estar en la base de la existencia de patrones
de resistencia o susceptibilidad a las enfermedades producidas por microorganismos

patogenos.

10 POLIMORFISMO DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNP).

Como lo indica su acrénimo, un SNP es el cambio de una sola base en una
secuencia de ADN. En general los SNP pueden clasificarse en dos tipos: SNP no
funcionales, que no presentan ninguna relacion con la regulacién de la expresion de
proteinas y los SNP funcionales, capaces de alterar una secuencia de aminodcidos o

un elemento ligado a un factor de transcripcion (Gray et al., 2000).

Los SNP funcionales pueden modificar la funcién o expresién de los genes
y por lo tanto ser los causantes de situaciones indeseables para el organismo
(Ibeagha-Awemu et al.,, 2008). Sin embargo, es imprescindible determinar su
funcionalidad para poder llevar a cabo estudios de asociacién con alteraciones

patologicas y evitar de esta forma los problemas relacionados con el uso de SNP no

funcionales (Wu y Zeng, 2012).

Por este motivo, la identificacién y andlisis funcional del polimorfismo en

secuencias reguladoras y codificantes de los genes que intervienen en la respuesta a

21



Miguel Angel Dominguez Martinez Tesis Doctoral

los patégenos es indispensable para explicar la base molecular de Ia
resistencia/susceptibilidad a las enfermedades de origen infeccioso, ya que la mas
minima variacion en las secuencias que regulan y codifican estas proteinas, puede
llegar a tener un impacto desmedido en la respuesta final a las enfermedades,

pudiendo en algunos casos ser decisiva para la supervivencia del organismo.

11 POLIMORFISMOS EN LOS GENES PRR.

La observacion de que la presencia de una mutacién en el gen TLR4 en
ratones ocasionaba una alteracién en la respuesta al lipopolisacarido (Takeda y
Akira, 2004), despert6 el interés por el estudio de los receptores de reconocimiento

de patrones, su variacion gendmica y su interaccion con los agentes patdgenos.

En la actualidad, se han desarrollado un gran numero de investigaciones,
principalmente en humanos, enfocadas al estudio de variaciones polimérficas en
genes que codifican para receptores inmunes innatos y su relacién con los procesos
patoldgicos, como la sepsis, enfermedades autoinmunes, desordenes de tipo
alérgico y diferentes tipos de cincer (Athman y Philpott, 2004, Krasznai et al., 2011,
Theodoropoulos et al., 2012).

En este sentido, se ha observado que la presencia de dos polimorfismos no
sinonimos ubicados en la regién codificante del gen TLR4 humano (D299G vy
T399]) alteran la funcién de reconocimiento de este receptor hacia el LPS por via
aerogena, afectando la ruta de sefalizacion del factor NFkB con el subsecuente

descenso en la expresion de citoquinas inflamatorias (Arbour et al., 2000).

La presencia de estos polimorfismos se ha asociado al desarrollo de procesos
patologicos como el asma y las enfermedades atépicas (Kang et al., 2010), asi como
al desarrollo de sintomas clinicos severos en pacientes con rinitis alérgica estacional,

cuando se presentan en compafiia de polimorfismos en la region promotora del gen
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TNFa (-238A, -308G) (Krasznai et al., 2011), o bien a desarrollar susceptibilidad a
la enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa en presencia de polimorfismos en la
secuencia codificante del gen NOD2 (R702W/, G908R y L1007fsinsC) y la region
promotora del gen CD14 (-159T—C) (Gazouli et al., 2005). La mutacién D299G
del gen TLR4 humano también se ha asociado al incremento en la susceptibilidad a

padecer cancer de mama (Theodoropoulos et al., 2012).

De igual forma, se ha reportado que la presencia de polimorfismos en la
region promotora del gen TLR4 humano puede influir en la respuesta inflamatoria
a nivel de mucosas frente a la infeccién con E. coli uropatogénica (Ragnarsdottir et
al., 2010). En bovinos se ha observado una asociacién entre un SNP en la region
promotora y dos SNP en la secuencia codificante del gen TLR4 con la

susceptibilidad a padecer mastitis infecciosa por persistencia en la lactacion (Sharma

et al., 2000).

También se ha descrito que la presencia de dos polimorfismos no
sinonimos del gen TLR2 humano (R753Q, P631H), en combinaciéon con la
presencia de variaciones en el gen NOD2 ocasionan un incremento en la
susceptibilidad a padecer procesos infecciosos por bacterias oportunistas, como se
observo en pacientes que desarrollaron peritonitis bacteriana espontinea derivada
de un cuadro clinico de cirrosis y ascitis (Nischalke et al., 2011). La presencia de
polimorfismos en el gen TLR2 humano también se ha asociado a las primeras etapas
de desarrollo de problemas de tipo asmdtico en nifios (Eder et al., 2004). De igual
manera, una delecion de 22 nucleétidos de la region promotora del gen TLR2
humano (-196 a -174) provoca una disminucién en la actividad de TLR2, asociada
con la susceptibilidad a padecer cancer, asociado a una falla en el reconocimiento de

la bacteria Helicobacter pylori (Zeng et al., 2011).
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Por otro lado, existen estudios que demuestran una relacién entre la
presencia de polimorfismos en el gen TLR5 con la susceptibilidad a padecer
enfermedades inflamatorias intestinales tanto en humanos como en modelos
animales. En perros, la presencia de tres polimorfismos no sinénimos en la
secuencia codificante del gen TLR5 estd asociada significativamente al desarrollo de

la enfermedad inflamatoria intestinal (Kathrani et al., 2010).

Otros autores han reportado una asociaciéon entre la presencia de
polimorfismos en los receptores intracelulares NOD1 y NOD2 con Ia
susceptibilidad a presentar patologias de tipo cancerigeno, basicamente a nivel
géstrico, debido a alteraciones en el reconocimiento del patdgeno Helicobacter pylori
(Wang et al., 2012). En el caso del gen NOD1 humano en particular, se ha logrado
determinar con exactitud que la presencia de un SNP no sinénimo (E266K) est4
estrechamente relacionado con el desarrollo de cancer gastrico asociado a procesos
de tipo inflamatorio a nivel de mucosa, debido a la infeccion por Helicobater pylori
(Kim et al., 2013). Por otra parte, tres mutaciones en el gen NOD2 (R334Q), R334W
and L469F) se han asociado con un incremento en la susceptibilidad a padecer
sarcoidosis y sindrome de Blau. Finalmente, la insercion de una base en el marco de
lectura del gen NOD2 (23020insC) ha sido muy estudiada debido a que su
presencia desencadena el desarrollo de la enfermedad de Crohn, aunque otras dos
variaciones alélicas en dicho gen (R702W, G908R) también se han asociado con el

desarrollo de dicha enfermedad en humanos (Vignal et al., 2002).

12 EL POLIMORFISMO COMO HERRAMIENTA EN EL CONTROL DE LAS
ENFERMEDADES.

Las investigaciones previamente descritas, demuestran la importancia de la

identificacion y caracterizacion de los polimorfismos presentes en genes que
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codifican para receptores de patégenos, como una herramienta potencial para el

control de las enfermedades infecciosas.

La opcién de explotar la resistencia genética como herramienta para el
control de las enfermedades, se ha convertido en una alternativa importante, debido
a los inconvenientes generados por los métodos tradicionales de control y
erradicacion de patdgenos, como las vacunaciones, el uso de agentes quimicos para
el control de patégenos en el medio ambiente y el empleo desmedido de
antibidticos. Estas acciones han ocasionado un incremento de la resistencia de los
microorganismos a las drogas quimioterapéuticas y profilacticas, sin olvidar la
contaminacién generada en el medio ambiente y los productos derivados de

animales por los residuos quimicos.

El estudio funcional de los polimorfismos en genes de la respuesta inmune
innata, como son los TLR y NLR, representa la base para el establecimiento de
futuras estrategias para el control, prevencién y tratamiento de las enfermedades de
forma segura y respetable con el medio ambiente. Es por esta razéon que resulta
indispensable generar mas informaciéon que nos permita comprender el complejo
proceso hospedador-patégeno y determinar los factores que intervienen en los
procesos de resistencia o susceptibilidad a las enfermedades, teniendo en cuenta que
la efectiva eliminacién de las enfermedades en los sistemas de produccion debe estar
respaldada por el conocimiento de los genes, las mutaciones causales y Ias
interacciones con otros factores que pueden otorgar resistencia frente a los

patdgenos (Ibeagha-Awemu et al., 2008).
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Objetivos

La cascada de sefalizacion intracelular generada por la interaccion de los
receptores del sistema inmune innato con los agentes patdgenos invasores, es crucial
para que tenga lugar una respuesta inmune rapida y eficaz frente a los
microorganismos, evitando su diseminacion excesiva y promoviendo una adecuada

respuesta inmune adaptativa.

Estudios previos, principalmente en humanos, han demostrado que la
presencia de polimorfismo en genes que codifican para PRR pueden alterar la
funcién desempenada por estas moléculas en el organismo, favoreciendo o

afectando la respuesta frente a los procesos infecciosos.

Es por esta razén que en el presente trabajo se plantearon los siguientes

objetivos:

L. Identificar variaciones genéticas en las regiones promotoras y secuencias

codificantes de los genes TLR2, TLR4, TLR5, NOD1 y NOD2.

I1. Analizar poblacionalmente los polimorfismos identificados a nivel de
regiones promotoras, al igual que aquellos SNP no sinénimos identificados en las

secuencias codificantes.

I1. Evaluar la funcionalidad de los polimorfismos de las regiones promotoras,
localizados en sitios de unién a factores de transcripcion relevantes en la regulaciéon

de la expresion génica.

V. Evaluar la funcionalidad de mutaciones no sinénimas presentes en las
secuencias codificantes de los genes PRR, principalmente de aquellas que afecten

dominios funcionales de las proteinas receptoras.
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Materiales y métodos

1 ANIMALES, CELULAS Y ESTIRPES BACTERIANAS.
1.1 Animales.

El material bioldgico empleado en el presente trabajo incluyd muestras de
sangre y pelo porcino, asi como muestras de ADNg y ADNc pertenecientes a
diferentes poblaciones porcinas (Landrace, Ibérico, Cruce Comercial Landrace x
Large-White, Pelon Mexicano y Jabali). Dicho material forma parte de los bancos
de muestras tanto del Laboratorio de Gendémica y Mejora Animal como del

Laboratorio de Marcadores Genéticos Moleculares, ambos pertenecientes a la

Universidad de Cérdoba.
1.2 Lineas celulares.

Células CHO (Chinese Hamster Ovary): La linea celular CHO fue utilizada
en los ensayos de transfeccion para el estudio funcional del polimorfismo en las
regiones promotoras de los genes TLR y NOD. Esta linea se mantuvo a 37°Cy 5 %
de CO; en un incubador Forma Direct Heat CO; Incubator (Thermo Scientific), en

medio de cultivo RPMI 1640 (Lonza) suplementado con 10 % de suero fetal bovino

inactivado (PAA Laboratories GmbH) y 5 % de glutamina (Sigma).

Células HEK293T (Human Embryonic Kidney): La linea celular HEK293T se
utilizé en los ensayos de transfeccion para el estudio funcional del polimorfismo en
las secuencias codificantes de los genes TLR. Las células fueron mantenidas a 37°Cy
5 % de CO, en medio de cultivo DMEM (Lonza) suplementado con 10 % de suero

fetal bovino inactivado.

Congelacién: Como primer paso, las células se centrifugaron durante 5
minutos a 400 g; el pellet obtenido se resuspendié en medio de congelacion [90 %
suero fetal bovino inactivado y 10 % Dimetil-sulfoxido, DMSO (Sigma)l.

Posteriormente, se dispuso 1 ml de esta suspensién por criovial, colocindose en
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cajas de congelacion durante un periodo minimo de 2 horas a -80°C, finalmente las

células fueron transferidas a nitrogeno liquido para su almacenamiento.

Descongelacion: Este procedimiento se llevd a cabo mediante agitacion
suave del criovial en un bafio a 37°C. Una vez descongeladas, las células fueron
transferidas a un tubo estéril de 10 ml, al cual le fueron afiadidos previamente 9 ml
de medio de cultivo RPMI 1640 6 DMEM, dependiendo del tipo de linea celular
utilizada. La suspensién se centrifugd durante 5 minutos a 400 g, posteriormente el
pellet celular se resuspendio a la concentracion deseada transfiriéndose a botellas de

cultivo.
1.3 Estirpe bacteriana.

La cepa receptora XL1-Blue MRF’ con el genotipo: A(mcrA)183 A(mcerCB-
hsdSMR-mr1)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB lacl'ZAM15
Tnl10 (Tet')] fue la estirpe bacteriana usada en procesos de transformacién genética

para la amplificacion y aislamiento de ADN plasmidico.

2 ACIDOS NUCLEICOS.
2.1 Extraccion de ADN gendémico.

El ADN empleado durante los experimentos realizados en el presente

trabajo se obtuvo a partir de muestras de sangre o pelo.

Extraccion de ADN a partir de muestras de sangre: El ADN gendmico
procedente de células sanguineas se extrajo utilizando el kit comercial ILUSTRA
(GE Healthcare), a partir de 300 pl de sangre completa de cerdo, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Extraccion de ADN a partir de pelo: La extraccion de ADN a partir de

muestras de pelo se realiz6 mediante la técnica modificada de Dissing (1996), para
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lo cual se cortaron y maceraron 8 foliculos pilosos de cada animal. Posteriormente,
se anadieron 10 pl de NaOH (100 mM) dejandose incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente, la reaccion se detuvo afadiendo 90 pl de Tris HCI (20 mM).

El producto obtenido se almacend a -20°C hasta su utilizacion.

Una vez aislado, el ADN gendmico se cuantific6 mediante
espectrofotometria NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). La integridad del ADN

se verifico mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 %.
2.2 Extraccion de ARN.

Para el aislamiento y manejo del ARN se utilizaron tinicamente materiales
libres de ARNasas. La extraccion del ARN se llevo a cabo usando el kit comercial
RNeasy Mini Kit (Qiagen) siguiendo las recomendaciones establecidas por el
fabricante. El  ARN  obtenido fue resuspendido en agua DEPC,
dietilenopirocarbonato (Sigma) esterilizada. La determinacién de la concentracion
del ARN se realiz6 mediante espectrofotometria, NanoDrop ND-1000. Finalmente,

la calidad del ARN extraido se evaluo en un gel de agarosa al 1%, almacenandose a

-80°C hasta su uso.
2.3 Sintesis de ADN copia (ADNc).

La transcripcion inversa se realizé mediante el empleo del sistema M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen) y el cebador aleatorio pd(N)6-5"-PO3Na+Salt
(Pharmacia Biotech). El método consistié en la incubacién de 1 pg de ARN total
con 100 ng del cebador pd(N)6 durante 3 minutos a 65°C, seguido de una

incubacién en hielo por 5 minutos.

A continuacion, se afiadieron al tubo de reaccion: 0,5 pl de inhibidor de
ARN (50 U/ul) (Roche), 1 ul de la mezcla de los desoxinucleotidos trifosfato
(ANTPs, 20 mM cada uno, Pharmacia Biotech), 4 ul del tampén 5X de Ia
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transcriptasa inversa, 2 ul de 1,4-ditioltreitol (DTT) (0,1 M) y 1 pl de la enzima
(200 U/ul). La reaccion se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente 1 hora a 42°C. Pasado este tiempo se desnaturalizé a 95°C durante
10 minutos y finalmente se llevé a un volumen final de 100 pl con agua DEPC. La
eficiencia de la reaccion de retrotranscripcion se estimé mediante la amplificacion
con los cebadores especificos de un fragmento de 422 pb de la secuencia que
codifica para la subunidad ribosémica 18S (Tabla 1), cuyo ARN mensajero se

sintetiza de forma constitutiva en todos los tejidos.

Tabla 1. Cebadores usados en la estimacién de la eficiencia de la retrotranscripcion.

Cebador Secuencia Producto Tm (°C)

18S-F 5 -GAC TCA ACA CGG GAAACCTCAC-3
18SR 5"-GCT TAT GAC CCG CACTTACTIG G -3

422 pb 57

3 PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA).

Los fragmentos de ADN fueron amplificados empleando tres tipos de ADN
polimerasa: Tth ADN polimerasa (Biotools), utilizada para la amplificacién rutinaria
de fragmentos de ADN. Taq/Pwo ADN polimerasa con actividad correctora capaz
de amplificar grandes fragmentos de ADN (MBLong PCR, Dominion MBL) y el
sistema BD Advantage 2 PCR Enzyme System (BD Biosciences Clontech) que contiene
la ADN polimerasa TITANIUM Taq, compuesta por una mezcla de dos polimerasas
(Tag ADN - Taq ADN plusTaqgStart) que permite amplificar grandes fragmentos

con una elevada precision.

La reaccion rutinaria de laboratorio con la ADN polimerasa Tth de Biotools
se realizé siguiendo la siguiente pauta durante 35 ciclos de amplificacion: ADN 20
ng, Buffer 10X 2.5 ml, CLMg 2.5 mM, dNTPs 2.5 mM, Forward 0.8 uM, Rewerse 0.8

uM, Polimerasa 1U, H,O hasta un volumen final de 25 ml. Las condiciones de
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amplificacion se muestran en la Figura 1. Para la polimerasa Taq/Pwo de MBL las
condiciones variaron en: 40 ciclos de amplificacién, 0.5 uM de cebadores y 2

unidades de ADN polimerasa.

35 Ciclos
I\

1 min/Kb

™
Cebador

Figura 1. Condiciones de la reaccion rutinaria de amplificacion de fragmentos de ADN.

En el caso de la amplificacion de fragmentos mediante el sistema BD
Advantage 2, las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: ADN 100 ng,
Buffer 10X 5 ml, dNTPs 10 mM, Cebadores 10 mM, Polimerasa 1U, H,O hasta 50
ml. La amplificacion se llevo a cabo en 35 ciclos divididos de la siguiente forma; 5
ciclos de 94°C por 30 segundos y 72°C por 3 minutos; 5 ciclos de 94°C por 30
segundos - 70°C por 30 segundos - 72°C por 3 minutos y finalmente 25 ciclos de

94°C por 30 segundos - 68°C por 30 segundos - 72°C por 3 minutos.

4 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN.
4.1 Purificacion en geles de agarosa y reaccion de PCR.

La purificaciéon de los fragmentos de ADN se realizé usando el kit Geneclean
Turbo Kit (MP Biomedicals) siguiendo las instrucciones del fabricante. El sistema se
basa en el empleo de columnas que contienen una membrana de silica-gel que fija
selectivamente el ADN de la muestra en presencia de elevadas concentraciones de

sales caotrépicas, permitiendo el aislamiento de fragmentos de ADN desde 0,1 hasta

300 Kb.
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4.2 Sistema de purificacion de fragmentos EXO-SAP.

El sistema enzimético EXO-SAP se basa en la purificacion de productos de
PCR mediante la accién de dos enzimas hidroliticas: La Exonucleasa I encargada de
la degradacion de los cebadores residuales y cualquier fragmento de ADN extraiio
de pequefio tamafo producido durante la PCR y la Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) cuya accion radica en la desfosforilacion de los ANTPs no empleados durante
la amplificacion. La reaccion de purificacién mediante este sistema se realizod
elaborando una mezcla de Exonucleasa I (Roche) y FASTap (Fermentas) a una
concentracion final de 0,2U/pl de cada una de las enzimas. Se afadieron 0,75 pl de
esta mezcla a 2,5 pl de la reaccion de PCR, incubiandose durante 15 minutos a

37°C. La reaccion se inactivd mediante incubacién a 80°C durante 20 minutos.

Los productos purificados mediante cualquiera de los dos métodos descritos

se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

5 EXTRACCION DE PLASMIDOS.
5.1 Mini-preps.

La extraccion de plasmidos para la comprobacion de los productos clonados
se llevo a cabo mediante el método CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 5
%), el cual consistio en la inoculacién de colonias bacterianas independientes,
sembradas previamente en placas de agar LB (Luria Beltrani) con ampicilina en 2,5
ml de medio LB liquido con antibidtico (Ampicilina). Las colonias se incubaron
una noche a 37°C en agitacién. A la mafiana siguiente se separaron 600 ul del
cultivo bacteriano para su almacenamiento a -80°C en medio de congelacion
(glicerol 40 %) y el resto fue centrifugado a 12000 rpm durante 2 minutos para

obtener el pellet. La lisis celular del pellet bacteriano se realizé anadiendo 200 pl de

tampon STET (Sacarosa 8 %, Triton 0,1 %, EDTA 50 mM, Tris-HCI 50 mM, pH
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8) suplementado con 4ul de lisozima (Roche) a una concentracion de 50 mg/ml,
seguido de una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
colocaron en agua hirviendo durante 45 segundos seguidas de una centrifugacion a
12000 rpm durante 10 minutos. Los restos celulares resultantes se eliminaron y se
afiadieron 8 pl de la solucion CTAB al sobrenadante para favorecer la precipitacion
del ADN. Posteriormente, se realizd una nueva centrifugacion a 12000 rpm durante
10 minutos y se descarto el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 300
ul de NaCl 1,2 M y 750 ul de etanol absoluto frio, mezclando por inversion.
Después de esto, las muestras fueron centrifugadas una vez méas durante 10 minutos
a 12000 rpm, lavandose el pellet resultante en dos ocasiones con etanol al 70 %,
seguido de centrifugaciones a 12000 rpm durante 5 minutos. Los restos de etanol
fueron eliminados con ayuda de un SpeedVac Concentrator Savant SPD111V (Thermo
Scientific). El ADN se resuspendio en 30 pl de agua milli-Q estéril. Finalmente, se
afiadio 1 pl de ARNasa (Roche) a una concentraciéon de 10 ng/ml a cada muestra y
se incubo durante 1 hora a 37°C. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta

su utilizacion.
5.2 Maxi-preps.

El sistema de extraccion de ADN Maxi-prep fue empleado para el
aislamiento de plidsmidos a mayor escala. Para lo cual, se utilizo el kit JETstar 2.0
Plasmid Maxiprep Kit (Genomed, GmbH) con un paso previo que consistié en la
inoculacién de una colonia transformante en 250 ml de medio de cultivo LB
liquido con ampicilina, incubdndose durante toda la noche a 37°C en agitacién. Al
dia siguiente se centrifugd durante 10 minutos a 12000 rpm para obtener el pellet
bacteriano, el cual fue utilizado para continuar con el protocolo de extraccion de
ADN establecido por el fabricante. El plasmido obtenido se resuspendié en 300 pl

de agua milli-Q estéril y fue almacenado hasta su utilizacion a -20°C.
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La determinacion de la concentracion del plasmido extraido bajo cualquiera
de los dos sistemas se efectué mediante espectrofotometria NanoDrop y la
comprobacion de la presencia del inserto dentro del vector mediante digestién con

enzimas de restriccion (el tipo de endonucleasa dependié del vector y del fragmento

de ADN insertado).

6 BUSQUEDA Y ANALISIS DE SECUENCIAS.

Se realizo la busqueda de las secuencias de ARNm de cada uno de los genes
TLR y NLR analizados en el presente trabajo. Las secuencias fueron recogidas de la
informacion contenida en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), selecciondndose las secuencias: TLR2 (AB072190.1), TLR4
(AY753179.1), TLR5 (F]J754217.1), NOD1 (AB187219.1) y NOD2 (AB195466.1)

como referencia para el estudio de las secuencias codificantes.

Para identificar las regiones 5’ flanqueantes de los genes TLR y NLR, Las
secuencias de referencia fueron comparadas mediante la herramienta Blast/Blat
(http://www.ensembl.org/Multi/blastview) con la informacién contenida en la base
de datos Ensembl (http://www.ensembl.org). En el caso del gen NOD2, la region 5’
flanqueante del primer exén fue obtenida a partir de la base de datos UCSC

Genome Browser (http://genome-euro.ucsc.edu/).
6.1 Analisis de regiones promotoras y codificantes de los genes 7TLRy NLR.

El analisis in silico de las regiones 5’ flanqueantes de cada uno de los genes,
para la prediccion de los elementos cis-reguladores presentes en las secuencias
promotoras, se llevo a cabo utilizando las herramientas bio-informaticas Gene
Promoter Miner (http://gpminer.mbc.nctu.edu.tw), DiAlignTF, CommonTF vy
Matlnspector de la plataforma de andlisis Genomatix (http://www.genomatix.de),

HCtata (http://zeus.itb.cnr.it/~ webgene/wwwHC_tata.html) y Alibaba 2.1
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software (Grabe, 2002) de la plataforma de analisis TRANSFAC 4.0
(http://www.generegulation.com). Los posibles sitios de unién a factores de
transcripcion de relevancia en el sistema inmune, se determinaron mediante el
programa Matlnspector. Esta herramienta es capaz de predecir las posibles
secuencias diana para factores de transcripciéon a través de una amplia biblioteca
matrices descriptivas creadas a partir de unas breves secuencias altamente
conservadas. El programa utiliza la informacién de esta biblioteca para analizar las
secuencias de nucleétidos remitidas y crear una descripcion de secuencias consenso

de los posibles factores de transcripciéon identificados en dicha secuencia

(Cartharius et al., 2005).

El andlisis de la estructura de las proteinas codificadas por los genes TLR y
NLR se realiz6 con ayuda de los programas PROSITE de la plataforma Expasy
(www.expasy.org) y TMHMM Server v. 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM). La
herramienta PROSITE fue utilizada para definir los dominios estructurales de las
proteinas, mientras que el programa TMHMM (Transmembrane Hidden Markov
Model) se utilizé para predecir los dominios transmembranarios de las proteinas. La
informacion generada mediante este andlisis fue contrastada con los datos
reportados en las bases de datos Ensembl y NCBI. Para el disefio de la estructura 3D
de las proteinas TLR se empled el software Phyre2 (Kelley y Sternberg, 2009). Los
resultados obtenidos de la prediccion de las estructuras 3D fueron editados

utilizando el programa Chimera 1.8 (Pettersen et al., 2004).

7 IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS.

Como primer paso para la busqueda de variacién genética en las secuencias
promotoras y codificantes, se disen¢ un mapa de cada una de las regiones a estudiar
con ayuda de los programas EditSeq y SeqBuilder del modulo Lasergene y el programa

GeneDoc  (editor) (http://www.psc.edu/biomed/genedoc). La busqueda de
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polimorfismos se realiz6 sobre muestras de ADN gendémico pertenecientes a
ejemplares porcinos del cruce comercial Landrace x Large White. La estrategia
seguida para la identificacién de variaciones de ADN consistio en el método de
PCR-SSCP-Secuenciacion. La comparaciéon de las secuencias obtenidas mediante
este método se llevo a cabo utilizando los programas MegAlign (Lasergene) y MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
7.1 Disefio de cebadores para identificacion de variaciones genéticas.

En el caso de las regiones promotoras, se disefiaron parejas de cebadores
especificos solapantes, cubriendo una secuencia de ~ 1000 pb de la region 5
flanqueante del exén 1 de cada uno de los genes a evaluar, con excepcion del

promotor NOD2 cuya region analizada comprendié tinicamente un fragmento de

“500pb (Tabla 2).

Tabla 2. Cebadores disefiados para la amplificacion de regiones promotoras.

Gen Cebador Secuencia Producto Tm (°C)
TLR2 FP1 5 -GAC CGT TCA ACC AGG AAA GAT ACA - 3'
TLR2 RP1 5’ -CAC GGA AAC CTG TGA GGC ATG - 3’ 555pb 55
TLRZ  TLR2FP2 5 -CTC GGT CTG GGA AGG TCA GAT GT-3'
TLR2RP2 5 -CTC CAT CCT TGG AAG CCG CAAC-3' 548pb 60
TLR4FP1 5 -TTC GTG GCTTGC ATCATT T -3~
TLR4RP1 5 -TGCTTCTCT CCTTGG CTTGT -3' 574pb 60
TLR4 TLR4FP2 5 -CAA GCC AAG GAG AGAAGCAG-3'
TLR4 RP2 5 -AGA AGC AAG GCA AAG CTC AG-3' 750pb 62
TLR5FP1 5 -GTT TCA CCC CAG AGC GCCAATCCA-3
TLR5RP1 5 -CAG CAC CTAGTG TCAAAGTCCCA-3 539pb 61
TLR5 TLR5FP2 5 -GAG GTTTGG CGT GGG GGAAGG -3
TLR5RP2 5 -TCC TCC CCG CCA CCG AAG TAG-3’ 553pb 64
NODI FP1 5" -GAT GAT TGG AAC CGC AGA ACT -3~
NODI1 RP1 5 - CTG GGC ACG CTG GAG AAA CTC-3' 641pb 57
NODI NODI1FP2 5 -CTG CCA AGA ACG GAT TTA AGG ACA AGG -3
NODI RP2 5 - GAG GTG TGC AGA CCT CGC AGA - 3' 656pb 63
NOD2 FP1 5 -CAC TGA GCC ACGACAGGAACTC-3"
NOD2 NOD2RP1 5 -CACAGACTCCACCTCTCTCCTG-3' 507pb 65
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Tabla 3. Cebadores disefiados para amplificar las secuencias codificantes.

Gen Cebador Secuencia Producto  Tm (°C)
TLR2 FW1 5"~ CAC AGT CAC TCA CTT GCA CCT - 3' 6150 5
TLR2 RW1 5" -~ ACC TCT GCA GAT GTG AGG CAC - 3’
TLR2 FW2 5"~ TCA GGC CAA GGA TTT CCA GGG - 3' 6620 5
TLRZ RW2 5"~ AGG CAT GCT CAC AGG CTG AGT - 3'

TLRZ  TLR2 FW3 5 _ CTG GTT CCC TGT TCC CTT TCA - 3' e 5
TLR2 RW3 5 - TGT GGC ACT CAG TGA GCG AGA - 3’ b
TLR2 FW4 5"~ GCC GGA GAA CTA CCT GTG TGA - 3' 203ph s
TLR2 RW4 5~ ACT GGC CTT TCA CGA AGG AAC - 3'
TLR4 FW1 57.CCC AGG CAG TTA GTC ACA CA -3 4550 o
TLR4 RW1 5 _ GGC AGA GAG CAG TTT TTC AGA - 3'
TLR4 FW2 5’ - CCC CTG TGC CTA TAC CAG TG - 3' 400pb 6
TLR4 RW2 5 - TGA ATG AAT GAA TAA GTG AAT GAA GA - 3'

TLR4  TLR4 FW3 5. ATG CCA CGT CTG TGT GAA GA -3 103900 s
TLR4 RW3 5 _ TGG TTG TCC CAA ATT CAT TG - 3' P
TLR4 FW4 5 - TGA GTC TGA ATT TGC GTG GT - 3' 9975 6
TLR4 RW+4 5’ - GOC ACA GAT ACC AGG AGG AA - 3'
TLR4 FW5 5 _ TAA GCG AGG CCG TCA TTA GT- 3' - 6
TLR4 RW5 5 _ TGG CAT GTT GCA GGA TTT AG - 3'
TLR5 FW1 5’ - CTC CAT AGG ATC ATG GGA GAC - 3’ 6340 5
TLR5 RW1 5 _ ATC CAC CGA GAC CCT ACT GTA - 3’
TLR5 FW2 5~ CAG ATA CCC CTT GTG TGC GAG - 3’ 7295 5
TLR5 RW2 5"~ AGC CTG ATG TTT GGC AAA GTC- 3’

TLR5S  TLR5 FW3 5°.GGA CTG CCT AAG CTC GCT TAT -3~ SO0 5
TLR5 RW3 5"~ AAA CGG TGT TGA GGG GAC TCC - 3' P !
TLR5 FW4 5~ CCA ATG TCA CGA TAT TTG GGT - 3' §295b %
TLR5 RW4 5’ - TGA GTT CTC TGT GAC TTG GGA - 3'
NODI EX3Fl  5°-GGT GGT TCT GTT CGT CTC TTC -3 b s
NODI EX3Rl 5 - CCC AAG GTA CTG AAC TCC CAA - 3'
NODI EX5F1 5 - TTG TGT GGT TGC TTC GCC ACT - 3' 8ot o
NODI EX5R1 5 - CAC CTT CTT CCA GAG GAG CTG - 3'

NODI  NODIEX5F2 5 -TGC ACT CGG ACT TCG ACC TGA -3° ot 6
NODI EX5R2 5 - GAA GGC CTG AAG GGT GAG ATG - 3' P
NODI EX5F3 5 - TTC AAC CAG GAG GAG GTG CAG - 3' 8450 60
NODI EX5R3 5 - CAG GAT CAT CCA GGA GAC CCT - 3'
NODZ EXIF1 5 -TCC TGA GAA GCC CTG CAC TGA -3 $960b 6
NODZ EXIR] 5’ - CGG GAC TGC TTA AGG ATG GAG - 3'
NOD2 EX3Fl 5 - CAT ACC ACT GGG CAA CCC ACC - 3' 67200 o
NOD2 EX3Rl 5 - CCT GCA GGA GGT TGA AGA GGA - 3'

NOD2  NOD2EX3F2 5 -GAT CAC GAG CGT CAC TGC TGT -3 5 o
NODZ EX3R2 5" - TGG AAG AGG TGT CTG AGG GAT - 3' P
NOD2 EX3F3 5 - TGC ACG TCA CAT TCC AGT GCT - 3' 2036h o
NOD2 EX3R3 5 - TGC CAT TCC CAC CAT GCC CAA - 3'
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Por su parte, en las secuencias codificantes, los cebadores fueron disefiados
abarcando la totalidad del marco de lectura en los genes TLR2, TLR4 y TLR5 (Tabla
3). En los genes NOD1 y NOD?2 se analizaron tinicamente dos exones codificantes

(NOD1 exones 3y 5/ NOD2 exones 1y 3).

Los cebadores especificos se disefiaron con ayuda del programa Oligo 7
(MBI). Este programa permite elaborar PCRs virtuales con las parejas de cebadores
seleccionadas, asi como predecir la formaciéon de posibles estructuras que podrian
disminuir la eficiencia de la reaccion, como son las horquillas o los dimeros entre

cebadores.

8 PCR-SSCP (POLIMORFISMO DE CONFORMACION DE CADENA
SIMPLE).

Como se mencioné previamente, la técnica de PCR-SSCP fue elegida para
la busqueda de variacion genética en las secuencias promotoras y codificantes de los
genes TLR y NLR (Figura 2). Esta técnica se basa en el supuesto de que el cambio de
un solo nucleodtido en la secuencia de un producto de PCR afecta la conformacion
espacial de las hebras sencillas, repercutiendo en su movilidad electroforética, con lo
cual, al realizar una electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes las hebras
migraran de forma diferente de acuerdo a la presencia o ausencia de cambios en su

secuencia nucleotidica (Hayashi, 1991).

El procedimiento establecido para la ejecucion de la técnica fue el siguiente:
Una vez realizada la amplificacion de los fragmentos de cada uno de los genes
mediante PCR convencional, a partir de muestras de ADN genémico, se procedié a
su analisis electroforético en una unidad GenePhor (Amersham Pharmacia) bajo
condiciones desnaturalizantes, utilizando geles de poliacrilamida precast GeneGel
Excel 12.5/24 (Amersham Pharmacia). Para esto, se mezclaron 2 pl del producto de

PCR con 8 pl de tampén de carga desnaturalizante (99 % formamida, 1 %
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xilencianol, azul de bromofenol), seguido de una incubaciéon a 95°C durante 5
minutos. Posteriormente, las muestras fueron colocadas rdpidamente en hielo para
evitar la renaturalizacion de los fragmentos de ADN. Finalmente, la mezcla fue
sometida a electroforesis a voltaje constante de 600 V, con una intensidad de
corriente de 25 mA y 5°C de temperatura durante 90 minutos. Una vez concluida la
electroforesis, los fragmentos fueron visualizados mediante tincion de plata
empleando el kit DNA Silver Staining Kit (Amersham Pharmacia) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las muestras con un patréon electroforético
diferenciado fueron secuenciadas para identificar el sitio exacto de variaciéon
nucleotidica.

.0 SN o,

PCR
l Desnaturalizacion l
95°C—5 min
AARA AN NAANNAANANA
NAAAPNAAA NAAAPAAA
SNP SNP
Hielo

A C
T t ' g a ;@G
Electroforesis
(600v, 25 mA, 5°C)

T-A C-G
—
——
—
—

Figura 2. Esquematizacion de la técnica PCR-SSCP. En la imagen se representan dos ejemplares
homocigotos para un SNP (A—C). Los fragmentos de ADN desnaturalizados de cada ejemplar
adquieren conformaciones diferentes por lo que son fdcilmente apreciables mediante electroforesis en un

gel de acrilamida.
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9 GENOTIPADO DE POBLACIONES PORCINAS.

El estudio poblacional de las variaciones genéticas detectadas en los genes
PRR se realizd empleando la técnica de minisecuenciacion, con ayuda del kit ABI

PRISM SNaPshot Multiplex System (Applied Biosystems).

Se utilizaron un total de 328 muestras de ADN genémico extraido a partir
muestras de sangre o pelo, o bien pertenecientes al banco de muestras del
Departamento de Genética de la Universidad de Coérdoba. Se utilizaron cinco

poblaciones porcinas (Landrace, Ibérico, Landrace x Large White, Peléon Mexicano y

Jabalies).
9.1 Minisecuenciacion.

El método de genotipado por minisecuenciacion se basa en la extension de
un solo nucledtido en un cebador disefiado para hibridarse especificamente en la
secuencia adyacente al sitio de variacion. La incorporaciéon de un solo nucleotido al

cebador se consigue mediante el empleo de didesoxinucledtidos terminales

(ddNTPs).

Puesto que el cebador esta disenado para hibridarse exactamente en el sitio
adyacente a la base de interés y se trabaja a partir de un producto purificado que no
incluye dNTPs, el dANTP incorporado definird el alelo para cada polimorfismo

(Fiorentino et al., 2003), tal y como se representa en la Figura 3.
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Figura 3. Método de genotipado por minisecuenciacién. La imagen ejemplifica los diferentes
electroferogramas obtenidos para un SNP (A —C) obtenidos mediante la técnica de genotipado por

minisecuenciacion.

Todas las variaciones genéticas detectadas en las secuencias promotoras, asi
como aquellos polimorfismos en las secuencias codificantes que dieron origen a
cambios en la secuencia de aminoacidos de las proteinas TLR y NLR, fueron

analizados poblacionalmente.

El primer paso para la realizacién de la técnica de minisecuenciacion
consistio en la amplificacion de cada uno de los fragmentos por PCR convencional
empleando las parejas de cebadores especificos previamente disefiados para la
busqueda de polimorfismos (Tablas 2 y 3). Los fragmentos amplificados fueron
purificados mediante el sistema enzimatico EXO-SAP (descrito en el apartado de

purificacion de fragmentos de ADN).
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Tabla 4. Cebadores disefiados para el genotipado en secuencias promotoras.

Rx  Locus Secuencia V.N. O.
TLR4SNP 1P 5’ - ACA ACA GAA ATT CAC CTT TAT -3’ 963 T>C R
TLR4SNP 2P  5'-(Ts) TCC CAT TTT ACA GAC CAG AAA -3’ 897 T>C F

M1 TLR4SNP3P 5 -(Ty) TCT TTT CCC AAT ATT CTT GTA - 3’ 781 C>T F
TLR4SNP 4P 5" -(Tis) TGA GAG TGG GTC TTT ACA ACA - 3’ -595 G>A F
TLR4SNP 5P 5" -(T) ATG TAG TGA CCT CCT TTT ACC - 3’ 588 A>G R
TLR4SNP 6P 5’ -(T¢) GAC ACC TTG ACT ACA GAC TTC - 3’ 400 C>T F
TLR5SNP 1P 5" (T3) TCC AGC CAC AGC AGT GAC CA -3’ 834 A>C F

M2 TLR5SNP2P 5’ -(T») AGA AAG TGG TGG AGC ATT CCT - 3’ 806 G>A R
TLR5SNP5P 5’ -(Ty) TGC CCT GCC TTC TCT TTT CTT TTT - 3’ 673 A>G R
TLR5SNP6P 5" -(T)) AGG TTT GGC GTG GGG GAA GG - 3’ 495 C>A F
TLR5SNP3P 5 - CCA AAG GGT TAA AGA GAG GTG - 3’ 1719 T>G R
TLR5SNP 4P 5 -(Ts) CAA TGG AGG AGG TGG GGG G - 3’ 674 G>A F

M3  TLR5SNP7P 5 -(Ti) GGA ACT CGG CCC CTGCTCT-3 431 G>C R
TLR5 INS 1 5" (T3) CAT CCT CGA ACC ACG CTA GCT - 3’ 581 C>T F
TLR5 INS 2 5’ - (T.4) AAG AAA GGG TTAC CTG GGC TG - 3’ 87 T>C F
TLRZSNP 2P 5 -(T’) GAT TGG TGA GTT ATT TTA ATA CAG GAG AAC -3’ -133 A>G F
TLRZSNP3P 5 -(T*") TGG TGA GTT ATT TTA ATA CAG GAG AAC ATA -3’ -130 G>A F

M4 TLRZSNP4P 5 -CGC TGT TCA GGG ATC AAT TGT - 3’ -103 G>A R
TLRZSNP 1P 5'-(T'2) AGA CGG CTG GCG AAG AAT GGT - 3’ 184 C>T F
TLR2SNP5P 5" -(T?) ATC CCT GAA CAG CGT GGA AAA -3’ 14 A>G F
NODISNP 1P 5’ -(T™) AAT ATG GGA GTA AGA GAA TCC TAG AA - 3’ 920 G>A F
NODISNP 2P 5" -(T'®) CTC ATC CTA TCC CAT CAA TTT TAC - 3’ 7196 G>A F

M5 NOD2SNP 1P 5 -(T") TGG GAG GAC AGA GGG CCA AGC - 3’ 1876C>T  F
NOD2 SNP 2P 5’ -(T") ATC TAT ACC GAG AGA AGC CAC - 3’ 1698 G>A R
NOD2 SNP 3P 5'-CTC GGT GGC TTC TCT CGG TAT A - 3’ 1679G>A  F
NODI-SNP 3P 5" -(T%) GGA CAA GGA GAA AAG CTT AGA -3’ 495 C>T F

M6 NODISNP 4P 5’ -TAT GCT CTG CTA TAA AGG TTT -3’ 450 G>A F
NODI-SNP 5P 5" -(T") ACC AAC CCA CCA TCC GCA AC -3’ 366 G>A R
NODISNP 6P 5’ -(T%) GTC TCG GCC TCC ACG CAG CA - 3' 13 CA F

Rx: Reacciéon multiple; V.N: Variacién nucleotidica; O: Orientacion del cebador dentro de la

secuencia.

Posteriormente, se disenaron nuevos cebadores especificos ubicados en las

regiones flanqueantes de cada uno de los polimorfismos de interés, utilizando el
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programa Oligo 7 (Tablas 4 y 5). Para el disefio final de los cebadores se tomo en
cuenta la adicién de una cola de poli T de diferentes longitudes en el extremo 5,

para diferenciarlos electroforéticamente mediante reacciones multiples.

Tabla 5. Cebadores disefiados para el genotipado en secuencias codificantes.

Rx  Locus Secuencia V.N. Aa. 0.
N2E3F1SNP1 5"-GTC CGG ACA GAG GGG GGC ATG -3’ +1452 A>G T239A F
M1 N2E3F1-SNP1 5"-(Ty) CCG CCC AGC ATC TGG GAC CTG-3"  +2269 A>G D511G  F
N2E3F2-SNP2 5" -(T15) CCA CCC TGC TGC ATC TCG GTC-3"  +2311 A>G H525R  F
T2F1-SNP1 5 -TTT CCC CGA GTG TTT TGT AAG -3’ +561C>G  PI136A R
M2 T2F2-SNP1 5"-(T9) AGT ATA TAT TCA CTC ACA GGA -3’ +1167 G>A  A338T F
T2F3-SNP1 5" -(T15) TCC TTT CTA CCC ATG TTG TCA -3’ +1665 G>C  V504L F
T5F2-SNP2 5 - AAG AAG AGA GTA GGT ATG CTC- 3’ +1272 C>T P402L R
M3  T5F2SNP1 5’ -(Ty) TAA CAT CAA AGA TCC TGA CCA -3’ +901 T>G  H278Q F
T5F3-SNP1 5" -(T15) TTG GGC GGC AAT AAACTG GTG -3 +1313 A>T T416S F
M4 NIEF1-SNP1 5 - GCA GTG AGA TGG AAG TAG CCC - ¥’ +372C>T PI3L F
T4F1-SNP1 5 - (Tg) GCA AGT GTT CAT GAT AAA TAT - 3’ +565A>C  NI189H R

Rx: Reaccion multiple; V.N: Variacion nucleotidica; Aa: Cambio de aminoacido; O: Orientaciéon

del cebador.

La mezcla de reaccion consistio en 2 ul de producto de PCR purificado, 1 ul
de Big Dye Terminator 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems), 0,6 pl del reactivo
SNaPshot Ready Reaction Mix (Applied Biosystems), mezcla de cebadores a 1 pM y
agua milli-Q hasta un volumen final de 10 pl. Las condiciones de extension fueron
las siguientes: 40 ciclos de 95°C durante 10 segundos, 50°C durante 5 segundos y
60°C durante 30 segundos. Una vez finalizado el proceso de extension se purificé el
producto obtenido con el fin de eliminar todos aquellos ddNTPs no incorporados,
la purificacion consistio en la incubacion con 1U de SAP a 37°C durante 1 hora,

seguido de una incubacion a 80°C durante 20 minutos para inactivar la enzima.

Finalmente, se preparé la mezcla de carga anadiendo el marcador de peso
molecular GeneScan 120 LIZ (Applied Biosystems) a cada una de las muestras. La

mezcla fue procesada en un secuenciador ABIPrism 377 (Applied Biosystems), el
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andlisis de fragmentos se realizd con el software GeneScan Analysis 2.0.2 (Applied
Biosystems) y la tipificacion alélica mediante el software Genotyper 3.7 (Applied

Biosystems).
10 CLONACION GENICA.
10.1 Disefio de construcciones de ADN recombinante.

Para llevar a cabo el estudio funcional del polimorfismo, se disefaron
construcciones de ADN recombinante utilizando los vectores pGL4.17 (Promega) y
pcDNA3.1+ (Invitrogen). Las variaciones genéticas analizadas funcionalmente
fueron seleccionadas en base a su localizacion, afectando posibles sitios de
regulacion transcripcional, en el caso de las secuencias promotoras, o bien afectando
regiones implicadas en la funcionalidad de las proteinas receptoras, en el caso de las

secuencias codificantes.

Como primer paso para la elaboracion de las construcciones de ADN, todos
aquellos fragmentos a analizar fueron amplificados y clonados en el vector pGEMT
(Promega) para facilitar la obtenciéon de cantidades suficientes de ADN, necesarias

para los procedimientos posteriores.

En el caso del analisis funcional del polimorfismo a nivel de regiones
promotoras, los fragmentos de ADN empleados en la generacion de construcciones
de ADN recombinante, se obtuvieron a partir de parejas de cebadores especificos
disenados para facilitar la insercion del fragmento en el vector pGL4.17, contando
con un sitio de corte para un enzima de restriccion en su extremo 5’, precedido de

una secuencia de tres bases (CCA) para estabilizar la zona de corte (Tabla 6).
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Tabla 6. Cebadores usados para el disefio de construcciones en el vector pGL4.17.

Construccién Secuencia Sentido
5" - CCA GAT ATC (EcoRV) CTC GGT CTG GGA AGG TCA GAT GT -3’ Forward
TLR2-pGL:
pOLA 5'-CCA AAG CTT (HindIII) CTC CAT CCT TGG AAG CCG CAAC -3 Reverse
5" - CCA CTC GAG (Xhol) CAA GCC AAG GAG AGA AGCAG -3’ Forward
TLR4-pGL4
P 5" - CCA CTC GAG (Xhol) CCT GGC ATT TTC CGT GAACAG A -3’ Reverse
5" - CCA GAT ATC (EcoRV) GTT TCA CCC CAG AGC GCC AAT CCA -3’ Forward
TLR5pGL4-P1
P 5" - CCA AAG CTT (HindIII) CAG CAC CTA GTG TCAAAG TCC CA -3’ Reverse
5" - CCA GAT ATC (EcoRV) GAG GTT TGG CGT GGG GGA AGG - 3’ Forward
TLR5-pGL4-P2 ,
5'-CCA AAG CTT (HindIII) TCC TCC CCG CCA CCG AAG TAG -3 Reverse
5" - CCA CTC GAG (Xhol) GAT GAT TGG AAC CGC AGA ACT -3 Forward
NODI1pGL4
P 5" - CCA CTC GAG (Xhol) CTG GGC ACG CTG GAG AAA CTC -3’ Reverse
5’ - CCA GAT ATC (EcoRV) CAC TGA GCC ACG ACA GGAACTC-3 Forward
NOD2-pGL4 ,
5" - CCA AAG CTT (HindIIl) CAC AGA CTC CAC CTC TCTCCT G -3 Reverse

Las bases subrayadas representan los sitios de corte para enzimas de restriccién (escritas entre

paréntesis).

Con respecto al estudio funcional del polimorfismo en las secuencias
codificantes. El disefio de las construcciones recombinantes se realizé mediante la
insercion del marco abierto de lectura de los genes TLR2, TLR4 y TLRS5 en el vector

de expresién pcDNA3.1+.

La amplificacion de las secuencias codificantes se llevd a cabo mediante
cebadores hibridados en las zonas adyacentes a los codones de inicio y fin de
mensaje, a partir de muestras de ADNc obtenido a partir de ARN de macrofagos
alveolares. Como norma general, los cebadores fueron disefiados con el sitio de
corte HindIIl en el extremo 5’ del forward y el sitio de corte BamHI en el extremo 5’
del reverse, con el objetivo de direccionar la insercion del gen dentro del vector. De
igual forma, el cebador forward incluyd la secuencia kozak para facilitar el

reconocimiento del codon de inicio de la traduccion en cada gen (Tabla 7).

51



Miguel Angel Dominguez Martinez Tesis Doctoral

Tabla 7. Cebadores empleados para el diseno de construcciones en el vector pcDNA3.1+.

Construcciéon Secuencia (BamHI - HindIII) Producto Sentido
T2COD- 5’ -CCA AAG CTT ACCATG GCATGT GCTTTGTGG A -3’ 2361pb Fw
pCDNA3.1+ 5’ -CCA GGA TCC CTA GGA CTT GAT CGC AGC TCT - 3’ Rw
T4COD- 5’ - CCA AAG CTT ACC ATG GTT CCT CGC ATC CGC CTG GCT GTG- 3’ 2582pb Fw
pCDNA3.1+ 5’ -CCA GGA TCC AGC TGA CCA AGG GAC ACG TTG GGA GTT TTC- 3’ Rw
T5COD- 5’ - CCA AAG CTT ATC ATG GGA GACTGC CTG GTC- 3’ 2574pb Fw
pCDNA3.1+ 5’ -CCA GGA TCC CTA GGA GAT GGT CACGCT TTG - 3’ Rw
MD-2COD- 5’-CCA AAG CTT GAA CCATGG TTC CAT TTATGC TGT - 3’ 497pb Fw
pCDNA3.1+ 5’ -CCA GGATCC TGA TTT ATT CTA ATT TAA ACT GGA GTA ATG - 3’ Rw

Las bases marcadas en negritas representan el codon de inicio de la traduccion integrado a la
secuencia kozak. Los sitios de corte para las enzimas de restriccion se muestran mediante las bases

subrayadas.

Debido a que TLR4 requiere de la formacién de un complejo receptor con
la molécula MD-2 para poder reconocer al lipopolisacarido, se elaboré también una
construccién recombinate de MD-2 en el vector pcDNA3.1+. Los cebadores
disefados para este fin se incluyen en la Tabla 8. La secuencia codificante del gen

MD-2 se obtuvo a partir de ADNc de células del bazo.
10.2 Endonucleasas de restriccion.

El uso de endonucleasas de restriccion para reacciones de digestion se
realizd con dos finalidades, en primer lugar, para comprobar la correcta insercion de
los fragmentos de ADN en los vectores de clonacién y expresion utilizados en el
presente trabajo (Tabla 8) y en segundo lugar, para extraer los insertos de ADN a
partir del vector de clonacién que posteriormente fueron reinsertados en un vector
de expresion. Las endonucleasas utilizadas en el presente trabajo incluyeron las
siguientes: EcoRI (digestiones en pGEM-T), Xhol, EcoRV, HindIII (digestiones en
pGL4.17), BamHI y HindIII (digestiones en pcDNA3.1+). La reaccion de digestion
para comprobar la insercion de los fragmentos en los vectores pGEMT, pGL4.17 y

pcDNA3.1+, consistié en la incubacién de 500 ng del producto clonado en un
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volumen de reaccién de 10 pl a una temperatura de 37°C durante 1 hora,
empleando 0,5U de enzima de restriccion. En lo referente a las reacciones de
digestion realizadas para la extraccion y reinsercion de los fragmentos de ADN en
los vectores de expresion pGL4.17 y pcDNA3.1+, la reaccion se llevd a cabo en
volumenes mayores, partiendo de una concentracion de 5 pg del producto a digerir,

bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura (37°C/1 hora).

Tabla 8. Vectores utilizados en los ensayos funcionales del polimorfismo.

Vector Ensayo Caracteristicas

pGEM-T - Vector del tipo TA-cloning para la clonacion de productos de PCR.
pGL4.17 Promotor Vector de expresion que carece de region promotora pero contiene el
(Iuc2/Neo) gen reportero de luciferasa

pGL4.74 Promotor Vector empleado como control de normalizacion de la expresion del
(hRluc/TK) Codificante  gen reportero (luc2/Neo) y de la eficiencia de la co-transfeccion. Este

vector posee un promotor constitutivo (TK) que da lugar a una
expresion constante de la luciferasa de Renilla.

pcDNA3.1+ Codificante  Vector de expresion empleado en el andlisis funcional del
polimorfismo en secuencias codificantes. El vector pcDNA3.1+ carece
de secuencia codificante, conteniendo uUnicamente la secuencia
promotora del citomegalovirus humano, que permite un elevado nivel
de expresion estable y transitoria en un amplio rango de células de

mamiferos.
pGL4.17- Codificante  Vector modificado para los estudios funcionales a nivel de secuencias
ELAM/NFxB codificantes de los genes TLR. Esta construccién cuenta con una
dependiente secuencia de cinco sitios de union al factor NFkB (GGGACTTTCC x
(luc2/Neo) 5) seguida de un fragmento del promotor de la molecula de adhesion

a leucocitos de células endoteliales 1 (ELAM-1) mds el gen reportero
luciferasa, que permite obtener una medida de actividad génica por
luminiscencia

10.3 Ligacion.

Los fragmentos de ADN clonados en el vector pGEMT vy extraidos
mediante digestion con enzimas de restriccion, fueron sub-clonados en los vectores
de expresion mediante ligacion con T4 DNA ligasa (Roche). La reaccion de ligacion

se realizd en un bafio Maria a 4°C durante toda la noche.
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Las proporciones vector/inserto fueron calculadas mediante la ecuacion:

(ng vector) (Kb inserto) inserto
nginserto = X Ratio =——
Kb vector vector

Cuando se empled el sistema pGEM-T Vector System (Promega), se
utilizaron 50ng del vector y una relacion inserto/vector de 1/1 ¢ 3/1. Para los
sistemas pGL4 Luciferase Reporter Vectors y pcDNA3. 1+, se emplearon 50 ng de vector

con un ratio inserto/vector de 10/1.
10.4 Desfosforilacion.

La desfosforilacién, necesaria para la eliminacién de grupos fosfato del
extremo 5° en vectores linearizados con enzimas de restriccion, se llevo a cabo
mediante la incubaciéon de la reaccion de digestién con 1U de SAP durante 30
minutos a 37°C. Tras la reaccion de desfosforilacion, la enzima se inactivdo mediante

incubacion durante 15 minutos a 70°C.
10.5 Obtencion de células competentes.

Las células competentes requeridas para los procedimientos de clonacion se
obtuvieron a partir de stocks de bacterias de la estirpe de E. coli XL1 Blue MRF’
almacenadas a -80°C en glicerol. Las bacterias fueron sembradas en placas de medio
PSI-a y se incubaron durante una noche a 37°C. Al dia siguiente se aislo una
colonia y se inocul en 5 ml de medio PSI-b en un matraz de Erlenmeyer estéril de
125 ml, cultivindose durante una noche a 37°C en agitacién. A la mafana siguiente
las bacterias resultantes fueron subcultivadas en 100 ml de medio PSI-b a 37°C
hasta alcanzar una densidad 6ptica (DOss0) de 0,48+0,02. Una vez alcanzada la
DOsso, se colocod el matraz en hielo durante 5 minutos, posteriormente se centrifugd
el cultivo bacteriano a 3000 x g durante 5 minutos a 4°C. El pellet bacteriano se
resuspendio en 40 ml de medio TFb-1 frio y se mantuvo en hielo durante 5

minutos. Se centrifugd nuevamente a 3000 x g durante 5 minutos a 4°C,
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resuspendiendo el pellet resultante en 4 ml de medio TFb-2 frio, incubdndose
posteriormente en hielo por 15 minutos. Finalmente, las bacterias competentes se
distribuyeron en alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta el momento de su

utilizacion.
10.6 Transformacion bacteriana.

Una vez descongeladas en hielo, las células competentes fueron tratadas con
una solucion de B-mercaptoetanol al 1,8 % a una proporcion de 1/10 y se dejaron
reposar durante 10 minutos en hielo. Pasado este tiempo, se tomaron 50 ul de
células competentes y 2-5 pl de la mezcla de ligacion (725 ng de ADN),
incubandose durante 30 minutos en hielo. La transformacién tuvo lugar mediante
choque térmico a 37°C durante 3 minutos y enfriando rapidamente en hielo.
Inmediatamente, se afiadieron 500 pl de medio LB y la mezcla resultante se incubo
a 37°C durante 1 hora en agitacién. A continuacion, el cultivo transformado se
dispuso en placas de LB-agar con el antibiotico adecuado y se dejaron crecer

durante una noche a 37°C.

Para las células XL1Blue MRF " se afadieron 100 pg/ml de ampicilina
(Roche), IPTG (0.25 M, Sigma) y X-Gal (40 pg/ml, Sigma). Se seleccionaron las
colonias que contenian el plasmido con el inserto (blancas) y se resembraron en
cultivos liquidos de 2,5 ml de LB con ampicilina. Estos cultivos se mantuvieron una

noche a 37°C en agitacion para la posterior extraccion del ADN plasmidico.
10.7 Determinacion de la orientacion de los insertos.

Para confirmar la orientacion del fragmento insertado en los vectores
pGL4.17 y pcDNA3.1+, se realizo una reaccion de PCR sobre las bacterias
transformantes. Para ello, con ayuda de un asa de siembra, se dispuso una porcion

de la colonia en 10 pl de agua milli-Q estéril, se incubd durante 10 minutos a
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100°C y posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 1 minuto. La reaccion
de PCR se realizd empleando parejas de cebadores constituidas por un cebador
(forward) universal del vector y un cebador especifico del gen (reverse). El producto

obtenido de la reaccion de PCR se visualizé en un gel de agarosa.
10.8 Secuenciacion.

Las muestras destinadas para secuenciacion se enviaron al Servicio Central
de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Cérdoba. Las muestras
fueron secuenciadas por el método Sanger en un secuenciador capilar ABI Prism 310
Genetic  Analyzer (Applied Biosystems). Para verificar la calidad de los
electroferogramas obtenidos se utilizo el programa Chromas Lite 2.01

(www.technelysium.com.au).

11 MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Las variantes alélicas de cada uno de los polimorfismos seleccionados para
su estudio funcional, fueron generadas utilizando el sistema QuikChange II XL Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Este sistema permite la obtenciéon de
construcciones recombinantes mutantes a partir de cualquier plasmido de doble
cadena, mediante la insercion dirigida de puntos especificos de mutacion a través de
cebadores especialmente disefiados para este fin (Figura 4). Dichos cebadores se
crean con la base mutante deseada dentro de su secuencia y mediante amplificacion

por PCR se logra la insercion del punto de variacion en el plasmido molde.
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ADN molde Amplificacion Productode PCR
(Genatipo silvestre) {QuickChange Mix ) (Dos genotipos)
Plasmido transformado Cebadorescon mutacidn insertada Mutante - Silvestre

Y

Digestion enzima Dpn |
(Eliminacion de ADN metilado o
hemimetilado)
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Figura 4. Obtencion de variantes alélicas mediante la técnica de mutagénesis dirigida. Las variantes

Plasmido mutante no
digerido producto de PCR.

c"o
"-.'

.l‘l.

mutantes se obtienen a partir de una construccion previamente diseiada sobre un vector de expresion,

conteniendo la variante alélica mayoritaria para cada polimorfismo.

La eliminacion del ADN molde se consigue mediante digestién con la
enzima de restriccion Dpnl (Stratagene), gracias a que dicha enzima actua
Unicamente sobre el ADN metilado o hemimetilado. El plasmido molde aislado a
partir de una cepa E.coli (dam”) es susceptible a la accién de la enzima Dpnl y puede
ser eliminado dejando Unicamente el producto mutado, el cual puede ser

transformado nuevamente para su amplificacion.

Para el diseio de los cebadores utilizados en la creacion de las variantes
alélicas especificas de cada polimorfismo, se empleo el software QuikChange Primer
Design (http://labtools.stratagene.com/QC), tomando en cuenta los requerimientos
bésicos establecidos por el fabricante (Tm >75°C, longitud 25 - 45 nucleotidos, GC

40%). La lista de cebadores utilizados se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9. Cebadores diseniados para generar las variantes alélicas mediante mutagénesis dirigida.

Region Gen  Cebador Secuencia Variacion
Nt Aa
T2-Mut-Pro Sen 5'- GTG GAG GTG GAC CCC AGA AACAATTGATCCCT-3'
TLR2 -103 G>A
T2-Mut-Pro Ant 5'- AGG GAT CAATTG TTT CTG GGG TCC ACC TCCAC - 3'
T4-MutPro Sen 5’ - CCT TGA CTA CAG ACT TCT AGC CTC TGG AACTTT GT - 3’
TLR4 400 C>T
T4-MutPro Ant 5’ - ACA AAG TTC CAG AGG CTA GAA GTC TGT AGT CAA GG - 3’
T5-Mut-Pro Sen 5'- CGC TGC TGC GGG AGT CAG AGA GCA GGG - 3'
Promotor TLR5 -495 A>G
T5-Mut-Pro Ant 5'- CCCTGC TCT CTG ACT CCC GCA GCA GCG - 3'
N1-Mut-Pro Sen 5 - AAA ATA TGG GAG TAA GAG AAT CCT AGA AAA AAA GAA AAA ATT CAT AATTTT TCTACCA -3’
NODI1 920 G>A
N1MutPro Ant 5 -TGG TAG AAA AAT TAT GAATTT TTT CTT TTT TTC TAG GAT TCT CTT ACT CCCATATTTT-3’
N2-Mut-Pro Sen 5 -TGG CTT CTC TCG GTA TAA ATA ATG GAG GCA GAA GG - 3’
NOD2 -1679 G>A
N2-Mut-Pro Ant 5’ - CCT TCT GCC TCC ATT ATT TAT ACC GAG AGAAGCCA -3’
T2Cod-Mut Sen 5" - CTT AAA CTT ACT GGG AAA TGC TTA CAA AAC ACT CGG GG - 3’
TLR2 +561 C>G P136A
T2Cod-Mut Ant 5’ - CCC CGA GTG TTT TGT AAG CAT TTC CCA GTA AGT TTAAG - 3’
Secuencia T4Cod-Mut Sen 5’ - GAT CTT TCT AAG AAC AAA ATC GAA CAT ATT TAT CAT GAACACTTGCAG G - 3’
codificante  TLR4 +565 A>C N189H
T4Cod-Mut Ant 5’ - CCT GCA AGT GTT CAT GAT AAA TAT GTT CGA TTT TGT TCT TAG AAA GATC- 3’
T5Cod-Mut Sen 5’ - TCT TAA AAC AAT TCA GTT TAT TCT GAG CAT ACCTACTCT CTTCTT GG - 3’
TLR5 +1272 C>T  P402L
T5Cod-Mut Ant 5’ - CCA AGA AGA GAG TAG GTA TGC TCA GAATAA ACT GAATTG TTT TAAGA -3’

Nt= nucledtido; Aa= aminoacido. “Sen” y "Ant” representan la orientacion de los cebadores en la hebra molde (Sentido y Antisentido). Las bases mutadas se muestran

en negritas y subrayadas.
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12 CO-TRANSFECCION CELULAR.

Las lineas celulares CHO y HEK293T fueron co-transfectadas mediante el
sistema de lipofeccidn, esto es, la incorporacion de liposomas a la membrana celular
generados mediante el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Como norma
general, las células CHO y HEK293T fueron cultivadas hasta el pase 3 en placas de
24 pocillos (200 000 cel/pocillo), hasta observar una confluencia del 85% en el caso
de las células CHO y del 60% para las células HEK293T.

En el momento de la co-transfeccion, el medio de cultivo fue sustituido por
Opti-MEM I sin suero (Gibco-Invitrogen) con la finalidad de aumentar la eficiencia
de la co-transfecciéon. Siguiendo las instrucciones del fabricante, se realizd una
mezcla de ADN (construcciones recombinantes) con lipofectamina (2 pl) en medio
Opti-MEM I en un volumen final de 100 pl por pocillo. La mezcla se incubo
durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion de los
complejos lipido-ADN. Las concentraciones de ADN y plasmidos utilizados
dependieron del tipo de ensayo a realizar, empleando en ambos casos dos vectores
reporteros optimizados para la expresion del gen reportero de luciferasa, ya sea luc2

(Photinus pyralis) o hRluc (Renilla reniformis) en células de mamifero.

Regiones promotoras: La mezcla de ADN control consistié en 600 ng (ratio
1:1) de los vectores pGL4.74 y pGL4.17. En el caso de las variaciones alélicas a
evaluar, la mezcla de ADN consistié en 600 ng del vector pGL4.74 y 600 ng del
vector pGL4.17 conteniendo cada una de las variantes alélicas de la region

promotora a analizar.

Secuencias codificantes: En este caso, la mezcla de ADN control consistio
en 60 ng del vector pGL4.74, 600 ng del vector pGL4.17-ELAM, y 600 ng del
vector de expresion pcDNA3.1+ (ratio 1:10:10). En el caso de los polimorfismos a

evaluar, la mezcla de ADN consistié en 60 ng del vector pGL4.74 y 600 ng del
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vector pGL4.17-ELAM y 600 ng de la construccion pcDNA3.1+/TLR conteniendo

cada una de las variantes alélicas.

Una vez formados los complejos lipido-ADN, se afiadieron 100 ul de
reaccion a las células, dispuestas en la placa de 24 pocillos y se incubaron durante 6
horas a 37°C en atmosfera del 5% de CO,. Una vez transcurridas las 6 horas, se
retird el medio transfectante y se sustituyd por medio de cultivo RPMI 1640 6
DMEM, segtin fuera el caso, dejandose incubar por 18 horas mas a 37°C en
atmosfera del 5% de CO,. En el caso de los ensayos funcionales del polimorfismo
en secuencias codificantes, las células transfectadas fueron estimuladas empleando la
cepa bacteriana Salmonella typhimurium DT 104 inactivada y ligandos especificos para
cada uno de los TLR. Cada co-transfeccion fue realizada por cuadriplicado dentro
del mismo ensayo y cada ensayo individual fue realizado por triplicado y en 3 dias

diferentes para confirmas su reproducibilidad.

Debido a la variabilidad inherente a la técnica, el vector pGL4.74 fue
empleado como control interno de transfeccion y de esta manera los datos
obtenidos en los diferentes ensayos pudieron ser comparados entre si. La expresion

normalizada se calculd mediante la formula:

RLU fuc2
Expresion normalizada = =————
RLU hRluc

13 ESTIMULACION CELULAR.
13.1 Estimulacién con LPS, PAM3CSK4 y Flagelina.

Estimulacion con lipopolisacarido  (LPS): Las células HEK293T
transfectadas con las construcciones TLR4-pcDNA3.1+ conteniendo cada una de
las variantes alélicas, fueron estimuladas con LPS procedente de Salmonella enterica

subesp. enterica serovar Typhimurium (Alexis Biochemicals). Para ello, fueron

60



Materiales y métodos

incubadas durante 24 horas en presencia de 100 ng/ml de LPS a una temperatura

de 37°C.

Estimulacion con Pam3CSK4: El lipopéptido sintético Pam3CSK4
(InvivoGen) contiene un grupo cisteina tri-acilo que simula las propiedades pro-
inflamatorias de las lipoproteinas de bacterias Gram+. Las células HEK293T
transfectadas con la construcciéon TLR2-pcDNA3.1+ y su variante alélica, fueron

estimuladas con 300 ng/ml de Pam3CSK4 durante 24 horas a 37°C.

Estimulacion con Flagelina: En el caso de las células HEK293T
transfectadas con la construccién TLR5-pcDNA3.1+ y su variante alélica, estas
fueron estimuladas con el ligando flagelina (FLA-ST) de S. typhimurium (InvivoGen)

a una concentracién de 200 ng/ml, incubandose a 37°C durante 24 horas.
13.2 Estimulacién con Sa/monella typhimurium inactivada.

La cepa bacteriana de Salmonella typhimurium DT 104 se utiliz6 para la
estimulacion de las células HEK293T transfectadas con las construcciones de ADN
recombinantes conteniendo las secuencias codificantes de los genes TLR y sus
variantes alélicas. Para esto, la bacteria almacenada a -80°C en medio de
congelacién (glicerol 40%) fue descongelada y estriada en una placa de medio TSA,
dejiandose en incubacion durante una noche a 37°C. Al dia siguiente, se aislo una
colonia y se incubé durante una noche en 10 ml de medio LB a 37°C en un
incubador Orbital Incubator SI500 (Stuart). A la mafana siguiente, se hizo una
dilucion 1:50 del cultivo bacteriano obtenido en medio LB y se monitored su
crecimiento con ayuda de un espectrofotometro SmartSpec 3000 (Bio-Rad) hasta
lograr una densidad optica (DOgq) igual a 0.8-1, equivalente a una concentraciéon
bacteriana de 10° UFC/ml. Una vez alcanzada la DOgy deseada, se tomaron 20 ml

del cultivo y se centrifugaron a 12000 x g por 10 minutos, utilizando para esto una
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centrifuga J2-21 Centrifuge (Beckman Coulter). El pellet obtenido se resuspendié en

20 ml de PBS (10°* UFC/ml), manteniéndolo en hielo hasta su inactivacion.

Inactivacion bacteriana: Al pellet lavado y resuspendié en PBS (10°
UFC/ml), se le anadié formaldehido a una concentracion del 1% del volumen final
y se dejo en incubacién durante 2 horas a 37°C. Una vez terminado el proceso de
incubacion se realizaron lavados con PBS y se hicieron alicuotas de 1 ml,
almacenadas a 4°C. Finalmente se estrio una alicuota en una placa de cultivo TSA

que se mantuvo a 37°C durante una noche para verificar la inactivacion bacteriana.

El procedimiento de estimulacion fue llevado a cabo de la siguiente manera:
En primer lugar se realizé el conteo celular de los pocillos a infectar, para esto, se
contaron las células de una columna de la placa de 24 pocillos, utilizando una
camara de neubauer y se estimé el promedio de células por pocillo. Una vez
conocida la cantidad de células a infectar, se determiné la cantidad necesaria de
Salmonella typhimurium DT 104 inactivada resuspendida en PBS, teniendo como base
un MOI (Multiplicity of infection) 1:10. Las alicuotas necesarias para el ensayo se
centrifugaron por 2 minutos a 12 000 rpm, resuspendiendo el pellet resultante en
medio Opti-MEM I. Finalmente, se inoculo la suspensién bacteriana a cada pocillo
y se incubd durante 24 horas a 37°Cy 5% de CQO,. Pasado el periodo de incubacion

se continué con el ensayo luciferasa.

14 ENSAYO LUCIFERASA.

Las células fueron despegadas y contadas con ayuda de una cidmara de
neubauer utilizando una solucion de eosina 1:10 (0.25% de eosina, 0,02 NaNj; en
tampoén fosfato salino PBS) como colorante vital. Se colocaron un total de 50 000
cel/pocillo sobre una placa de lectura para luminiscencia. El ensayo luciferasa
consistié en la adicion de 75 pl del reactivo Dual-Glo Luciferase reagent (Promega) a

cada uno de los pocillos, incubindose durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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Este reactivo induce la lisis celular y actia como sustrato de la luciferasa de P. pyralis.
A continuacion se midi6 la sefial luminiscente emitida por el gen reportero luc2 del
vector pGL4.17. Para medir la sefial luminiscente del gen hRluc contenido en el
vector reportero pGL4.74 se afiadieron 75 pl de Dual-Glo Stop & Glo reagent
(Promega), incubindose 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
midié la sefal luminosa emitida (Figura 5). El reactivo Dual-GloTM Stop & Glo
reagent inhibe la luminiscencia de la luciferasa de P. pyralis y sirve a su vez como

sustrato para la luciferasa de R. reniformis.

o o Incubacion Incubacion
Licgfrengl:é?n:glflg%N A Cej-lulas CHO 6 horas Cambio medio AB 18 horas
P B Células HEK293T  37°C 5%C02 OptiMEM 37°C 5%C02
AR BRI AB ¢
PaL4.74 RPMI DMEM
2 A B
B Estimulacion
2
Luciferasa = =
8§ - i -
Incubacién -
o i Dual-Glo : Incubacion
24 horas
AB Pase a placa de lectura Conteo celular

_ 37°C 5%C02
\ 50 000 celfpocillo AB o
& g AB
Renila € -

Incubacion Stop & Glo
10 min

Figura 5. Ensayo luciferasa. En la figura se muestra la metodologia seguida para llevar a cabo los
ensayos funcionales con el gen reportero luciferasa, tanto para el andlisis de los polimorfismos en las
regiones promotoras (A), como para el andlisis funcional de los polimorfismos no sinénimos en las

secuencias codificantes (B). Los pasos comunes del ensayo se indican con las letras AB.
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14.1 Medida de luminiscencia.

La medida de la luminiscencia realizé en un SynergyTM HT Multi-Detection
Microplate Reader (Bio-Tek) con Ia sensibilidad ajustada de forma experimental a
130 (medida en moles de ATP, destellos). Con las medidas de luminiscencia
obtenidas (en unidades relativas de luz, RLU) se calculd el ratio de luminiscencia

para cada construccién.

15 PCR DE COMPROBACION DE LA TRANSFECCION.

Con el fin de comprobar la correcta transfeccion de las células HEK293T y
verificar la presencia del ARNm de los genes TLR en dichas células, se llevo a cabo
la amplificacion mediante PCR convencional de un fragmento de la secuencia
codificante transfectada. Para esto, una vez terminado el ensayo luciferasa se extrajo
ARN total a partir de las células transfectadas. Se llevé a cabo la retrotranscripciéon
del material y se amplifico un fragmento del gen en cuestién. Los cebadores
utilizados para este fin fueron disefiados para amplificar una secuencia altamente
especifica de aproximadamente 100 pb, ubicada entre dos exones de las secuencias

codificantes de los genes TLR porcinos (Tabla 10).

Tabla 10. Cebadores disefiados para comprobar la transfeccion en células HEK293T.

Gen  Acceso GenBank Sentido Secuencia Producto

TLR2 AB085935 FW 5 - TCA CTT GTC TAA CTT ATC ATC CTC TTG - 3' 162pb
RW 5 -TCA GCGAAG GTGTCATTATIGC-3’

TLR4 AB188301 FW  5°-GCC ATC GCT GCT AAC ATC ATC- 3~ 108pb
RW 5 -CTC ATA CTC AAA GAT ACACCATCGG-3'

TLR5 NM_001123202 FW 5 - CAG CGA CCAAAACAGATTGA-3 122pb

RW 5 - TGC TCA CCA GACAGA CAACC-3
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16 TRATAMIENTO ESTADISTICO.

Con los datos obtenidos en el genotipado de las poblaciones porcinas se
calcularon los principales pardametros estadisticos de variabilidad genética. Las
frecuencias alélicas, asi como los valores de heterocigosidad esperada y observada
para cada uno de los polimorfismos identificados, fueron calculados utilizando los
programas Popgene v 1.32 (Yeh et al., 1999) y MSTools para Excel (Genetics Dept,
TCD, Ireland). El calculo del estadistico Fsr (Weir y Cockerham, 1984), la prueba de
euilibrio Hardy-Weinberg y el anilisis de varianza molecular (AMOVA), fueron
realizados con los programas Arlequin v 3.1 (Excoffier et al., 2005) y GenAlex
(Peakall y Smouse, 2012). La determinaciéon de las combinaciones alélicas
(haplotipos), asi como el calculo de las frecuencias y bloques de haplotipos (Gabriel

et al., 2002) se llevo a cabo con programa Haploview (Barrett et al., 2005).

Por otra parte, en el ensayo funcional de los polimorfismos, tanto en las
regiones promotoras como codificantes de los genes PRR estudiados, se realizo el
calculo de la media y error estdndar de los ratios de actividad luciferasa observados
para cada variante alélica con ayuda del programa GraphPad Prism (GraphPad, San
Diego, CA). Se realiz6 la prueba de T de Student-Welch para determinar
diferencias estadisticas significativas entre las variantes alélicas y una prueba
ANOVA de una via para comparar las variantes con el grupo control. En todos los

casos, un valor de p<0,05 fue considerado significativo.
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1 ANALISIS DEL POLIMORFISMO EN EL GEN 7LR2 PORCINO

1.1 Caracterizacion del promotor 7LRZ2 porcino y busqueda de variaciones

genéticas.

El analisis de alineamiento mediante la herramienta BLAST de las
secuencias de ARNm reportadas en la base de datos del NCBI con la informacion
contenida en la base de datos Ensembl, permitio definir la localizacion genomica del
gen TLR2 porcino, hallindose en el cromosoma 8, entre las coordenadas 79824541
- 79834592, en sentido inverso (reverse strand). En la Figura 1 se esquematiza la
estructura del gen TLR2 porcino, asi como su localizacién gendémica. Las 957 pb de
la region 5’ flanqueante del primer exdn, analizadas en el presente trabajo, se

ubicaron entre las coordenadas cromosomicas 79834593 - 79835550, a una

distancia de 7,5 Kb del codén de inicio de la traduccién (ATG).

TLR2PORCINO
Exén 1 Exén 2 Ex6n 3
257 L Intrén 1 Intrén 2 ATG AG
71pb 67pb 2375pb
79835550 Hebra Inversa - Cromosoma 8 79824541

Figura 1. Estructura del gen TLR2 porcino (referencia Ensembl: ENSSSCG00000009002). La zona
de color negro representa la region 5’ analizada. Los exones se muestran en color gris. El exén 2

presente uinicamente en una variante transcripcional se seiiala en color naranja.

El analisis bio-informatico del fragmento de 957 pb de la region 5
flanqueante del primer exén permitio identificar los elementos reguladores
presentes en la zona y confirmar su funciéon como promotor del gen TLR2 porcino.
Dentro de los principales elementos cis-reguladores identificados, se observaron seis
motivos GC-Box, asi como un motivo CAAT-Box (-517/-522). Por otro lado, en el
caso de la secuencia TATA-Box, a pesar de sugerirse cuatro posibles sitios para su

localizacion, todos ellos se encontraron a mas de 500 pb del inicio del primer exén
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(-825/-816,-745/-736,-702/-693,-556/-547), por lo que no pudieron

considerarse sitios TATA-Box funcionales.

No se detecté ninguna isla de regulacion CpG, usualmente presente en los
promotores carentes de TATA-Box, lo cual se correspondié con el bajo contenido
de GC (46%) observado en la secuencia analizada. Sin embargo, también se observo
que el porcentaje de GC mostré un incremento importante en la region

comprendida entre las -1 a =100 pb cercanas al primer exén (GC= 68%).

El alineamiento de la regién promotora del gen TLR2 porcino con sus
secuencias homologas en otras especies, incluyendo al humano, indicé que el mayor
porcentaje de homologia se presenta con las secuencias bovina (53,7% de identidad

nucleotidica) y humana (46,4% de identidad nucleotidica).

Por otra parte, el andlisis predictivo de los posibles sitios de unién a factores
de transcripcion localizados en la region promotora, revelo la existencia de multiples
sitios diana para factores implicados en la regulacion transcripcional basal, entre los
que se encuentran, los factores CEBP (-354, -371, -488, -826, -859), AP1 (-154, -
363, -858), AP2 (-196), TBP (-818), SP1 (-19, -24, -38, -51, -621) y KLF (-21, -
40, -48, -55, -70, -325, -668, -884), destacando la presencia de un elevado
ntmero de sitios de unién a los factores SP1 y KLF cercanos al inicio del primer

exon.

Ademsis de los elementos anteriores, se logré asimismo determinar la
presencia de sitios de unién a factores transcripcionales asociados a la regulacion del
sistema inmune, entre los cuales se encontraron los sitios de union para NFkB,

IKRS, HOXF, HOXC, ETSF, ZF02 y STAT, algunos de los cuales se encontraron

altamente conservados entre los promotores porcino y humano (Figura 2).
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PROMOTOR TLRZ PORCINO

TT,R2 FPI o
-957 gaccgttcaaccaggaaagaTCacatagagaaagtacagaatgttttagtctaa
GC-Box
-897 ggaaaaaaaaaaaggaagttttgtcaaagacacacttgagtaatcgggaggaagagaggt
CEBP
-837 ggaaagtttgaagtaataaaagaaaatatttcagacggctggcgaagaatggte/ttgag
CEBP T2SNP1

-779 atggtccagaacatctacacaggagtcagtaaactgtatagaaaactagattccaccctc

-719 tcgagttcacattaatgactatagattaagttcgccctgggttggaacctttaatgagaa

-659 ctaggcatgtgaaatagggtcacagaaagaaccctgggcggagcgtagaactttggttte
GC-Box

-599 aaatctcaattctgccatttatgatttgecatggecatttectectgtgtaaaagaggaacg
TLR2 FP2 NFKB
-539 agcctgcttcttcagco|gccaatctcggtctgggaaggtcagatgtaattgtgaaaagaa

CAAT-Box IKRS CEBP
-479 aatgtagtttatgaaggcagcagaatttctaaaaagcagcttgtttcccttctgaacatg
TLR2 RP1
-419 cctcacaggtttcleepsefeferERdeElolsEEleideEideaaseElciac tgt ttggggaattactca
HOXF HOXC STAT IKRS NFkB
-359 ctttgagaaacagatggaacgefelsfeLtlsfsleEIsfefefelsflels|t tcaaaatcttagctgtga
CEBP ETSF
-299 gcgggagcccacagcttttcacagggagagcaaggactaaggacgggagactgccccaga
XCPE STAT

-239 gttgacatttttgaaaaaatccgggcaatccttttctgetccccaggcaaaatettgetyg

-179 ctttggtctgggtagegattggtgagttattttaatacaggagaaca/gtag/aacttee

T2SNP4 T2SNP2-SNP3 STAT
-123 _g_g_ggaggtggaccccagag/aacaattgatccctgaacagcgtggaaaag Eloggcy
PAXS TZSNP5
-67 [REIATIEEeroggocdtagttatfggggcdoggctatagalggegggyeagtagaaggcy]
ZF02 GC-Box, GC-Box GC-Box GC-Box
-7 -attggTGZ—\GCCTCTCGTTGCGGCTTCCAAGGATGGAGAAAAACCGGGAAATGGAGTTT
Exén 1 TT.R2 RP2

+54  AAAGACGGTGTGCTGCAA... (Intrén 1 = 800 bp)

+72 S TCTGCCGAGTTCGCTCCGGGCGCGGGCAACCGGGACCTGGTTCAGGCTTTGC
+129 CA... (Intrdén 2 = 6547 bp)

+139  ...GGTCAACTCTCTGGACCERJECCATGTGCTTTGTGGACAGCATGGGTCTTGGGGATTG

Exé6n 3

Figura 2. Region promotora del gen TLR2 porcino. Los cebadores disefiados para amplificar la
secuencia de la region promotora estdn representados por flechas. Los principales elementos cis
reguladores se muestran en negritas y subrayados. Los elementos GC-Box y CAAT-Box se indican

mediant. recuadros. En rojo se sefialan aquellos posibles sitios de unién a factores de transcripcién con
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relevancia en el sistema inmune conservados entre los promotores humano y porcino. El codén de inicio
de la traduccion (ATG) del gen TLR2 porcino se muestra dentro del recuadro azul. El segundo exdn
(presente tinicamente en la variate transcripcional TLR2-002 ENSSSCT00000033729) se muestra

en color naranja. Finalmente, los SNP identificados en la region se indican en azul y subrayados.

La busqueda de variacién genética en la region promotora del gen TLRZ,
fue realizada utilizando material genético procedente de 10 cerdos Landrace x Large
White sin relacién parental alguna y permitié la identificacion de un total de 5
variaciones de tipo SNP (SNP1 -784C—T, SNP2 -133A—G, SNP3 -130G—A,
SNP4 -103G—A, SNP5 -74G—A) ubicadas en su mayor parte dentro de la porcién
mas cercana al inicio del primer exén (-74/-133 pb). En todos los casos, las

variaciones correspondieron a transiciones de nucleétidos (Figura 2).

De los 5 SNP identificados, el SNP4, localizado en la posicion -103 de la
region promotora de TLR2, se localizé dentro de una secuencia diana para el factor

transcripcional PAX5, relacionado con la regulacién del sistema inmune.

1.2 Identificacion de polimorfismos en la secuencia codificante del gen TLRZ2

porcino.

La busqueda de variacion genética en la region codificante del gen TLR2 se
realizd sobre la secuencia nucleotidica reportada en la base de datos Ensembl
(Referencia: ENSSSCG00000009002), la secuencia codificante del gen TLR2 porcino se
localiza en el tercer exén y comprende un total de 2358 pb que codifican para una
proteina de 785 aminodcidos. El andlisis del ADN de 10 cerdos Landrace x Large
White no relacionados permitio identificar 3 SNP, todos ellos ubicados en la

porcién gendmica que codifica para el dominio extracelular de la proteina TLR2

(Tabla 1).
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Tabla 1. Polimorfismos identificados en la secuencia codificante de TLR2.

Locus Ubicacion Posicién Variacién Tipo
Nucleétido Aminodcido

TLR2 SNP COD1 Ex6n 3 +561 C/G P136A Transversion

TLR2 SNP COD2 Ex6n 3 +1167 G/A A338T Transicion

TLR2 SNP COD3 Ex6n 3 +1665 G/C V504L Transversion

Las tres variaciones detectadas correspondieron a SNP no sinénimos, de los
cuales, dos originan un cambio de aminoécido a nivel de regiones LRR4 y LRR11,
encargadas del reconocimiento de patrones moleculares de origen patégeno. En la
Figura 3 se representa la estructura de la proteina codificada por el gen TLR2

porcino, asi como la localizacién de las variaciones detectadas durante la busqueda

de polimorfismos.

- 1167 G/A (A338T)

1021 561 C/G (P136A)

TIR

SRRTIE 1665 G/C (V504L)

~Terminal
LRR1
LRR2

N LRR3

C-Terminal

z - S DOMINIOEXTRACELULAR T~ DOMINIOINTRACELULAR
~ \‘»\ - ~—_
e S _— T~
TLKFLNLLGNP/AYKYLGETPLFS MLSV/LLRISRNTNITFSKEQLDSFQKLKTLEAGG

Figura 3. Localizacién de los SNP identificados en la secuencia codificante del gen TLR2. La imagen
corresponde a la proteina codificada con los sitios de variacién y el cambio de aminodcido generado. El
drea negra representa la region transmembranaria. Las siglas LRR corresponden a las repeticiones ricas

en leucina, encargadas del reconocimiento de patrones. En la parte inferior se describe la secuencia de

aquellas LRR afectadas por un SNP no sinénimo.
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1.3 Estudio poblacional de las variaciones genéticas detectadas en el gen TLR2.

El estudio poblacional de las variaciones genéticas descubiertas en la region
promotora y la secuencia codificante del gen TLR2 porcino, se llevé a cabo sobre el
ADN procedente de un total de 128 (promotor) y 100 (secuencia codificante)
ejemplares porcinos no relacionados parentalmente, pertenecientes a 5 diferentes
poblaciones porcinas. Los cerdos genotipados fueron evaluados de forma global
(incluyendo jabalies y domésticos como una sola poblacién) y divididos en dos
grupos poblacionales: 88 Domésticos (35 Landrace x Large White, 25 Ibéricos, 13
Cerdos Pelén Mexicano, 15 Landrace) y 40 Jabalies; en el caso del estudio del
polimorfismo en la regién promotora y 60 Domésticos (20 Landrace x Large White,
20 Ibéricos, 20 Cerdos Pelén Mexicano) y 40 Jabalies, en el estudio del

polimorfismo en la secuencia codificante.

Todos los SNP identificados, tanto en la regiéon promotora como en la
secuencia codificante, mostraron variaciéon polimérfica en al menos el 1% de los
ejemplares analizados. Las frecuencias alélicas estimadas para cada uno de los loci
SNP en los grupos poblacionales se muestran en la Tabla 2. Del total de loci
testados, el SNP2, ubicado en la posicion -133(A—G) de la regiéon promotora,
mostré un grado elevado de variabilidad en ambos grupos poblacionales, con una
frecuencia del alelo menor de 0,464 en el anilisis global, llegando a un numero
efectivo de alelos de 1,93 en los cerdos domésticos y de 1,99 en los jabalies. Por el
contrario, las tres variaciones identificadas en la secuencia codificante, mostraron
frecuencias muy bajas para el alelo menor, tanto en el andlisis global como en el de

grupos poblacionales.

En cuanto a la identificacion de alelos privados (definido en el presente
estudio como la presencia exclusiva de un SNP en una determinada poblaciéon o

grupo poblacional), las variantes alélicas menores de los tres SNP detectados en la
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secuencia codificante fueron exclusivas de la poblacion de cerdos domésticos, dos de
ellos especificamente de los cerdos Landrace x Large White (SNP COD2) y cerdos
Pelon Mexicano (SNP COD3). En cuanto al andlisis de equilibrio mediante la
prueba de Hardy-Weinberg, esta reveld que solamente las variaciones SNP3 y SNP

CODL1 se encontraron en desequilibrio (p<0,05).

Tabla 2. Frecuencias alélicas para cada locus analizado en el gen TLR2.

Alelo Frecuencia del alelo menor

Region Locus menor Global Jabali Domésticos
SNP 1 T 0,250 0,238 0,257
SNP 2 G 0,464 0,513 0,441

Promotor SNP 3* A 0,184 0,109 0,213
SNP 4 A 0,069 0,028 0,088
SNP 5 A 0,052 0,141 0,012
SNP COD1* G 0,032 0,000 0,054

Sec. Codificante SNP COD2 A 0,010 0,000 0,018
SNP COD3 C 0,021 0,000 0,035

*= Loci en desequilibrio Hardy-Weinberg (p<0,05).

Los valores de heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada
(Ho) y numero efectivo de alelos (Ne) por locus en cada uno de los dos grupos
poblacionales se muestran en la Tabla 3. El valor de He en los cerdos domésticos
varié de 0,023 (SNP5) a 0,493 (SNP2), mientras que en los jabalies la He varié de O
(SNP COD1, 2 y 3) a 0,500 (SNP2). En el caso de los cerdos domésticos el valor
medio de He fue escasamente inferior al valor medio de Ho (He= 0,200 +
0,063/Ho= 0,205 + 0,066), caso contrario a lo observado en la poblacion de
jabalies, donde el valor medio de He fue superior al de Ho (He= 0,169 + 0,067/Ho=
0,145 £ 0,055).

En lo que respecta al valor promedio de Fsr entre el grupo de cerdos
domésticos y la poblacion de jabalies, este fue de 0,019 + 0,007, mientras que, los
porcentajes de varianza molecular obtenidos mediante AMOVA fueron del 2%
entre las poblaciones, 2% entre los individuos en las regiones promotoras y de 2%

entre poblaciones, 13% entre individuos en las secuencias codificantes.
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Tabla 3. Valores de heterocigosidad, numero efectivo de alelos y Fsr (TLR2).

Comparacién entre cerdos domésticos y jabalies.

Locus Domésticos Jabali Fer
Ne Ho He Ne Ho He

TLR2 SNP1 1,617 0,405 0,382 1,568 0,225 0,362 0,000
TLR2 SNP2 1,973 0,435 0,493 1,999 0,425 0,500 0,005
TLR2 SNP3 1,505 0,427 0,336 1,242 0,219 0,195 0,020
TLR2 SNP4 1,190 0,175 0,160 1,057 0,056 0,054 0,016
TLR2 SNP5 1,024 0,024 0,023 1,320 0,231 0,242 0,059
TLR2 SNP COD1 1,113 0,071 0,101 1,000 0,000 0,000 0,028
TLR2 SNPCOD2 1,036 0,035 0,034 1,000 0,000 0,000 0,009
TLR2 SNPCOD3 1,073 0,070 0,068 1,000 0,000 0,000 0,018

Ne= Numero efectivo de alelos. Ho= Heterocigosidad observada. He= Heterocigosidad

esperada.

Finalmente, el calculo de frecuencias haplotipicas permitio identificar un
total de 12 haplotipos en la regién promotora y 4 en la secuencia codificante del gen
TLR2. La frecuencia de cada una de las diferentes combinaciones alélicas observadas

entre los grupos poblacionales se muestran en la Tabla 4.

De los 12 haplotipos observados en la regién promotora, 4 de ellos se
presentaron Unicamente en la poblacion de jabalies (CGGGA, TAGGG, TGGAG,
CAGGA), mientras que en los cerdos domésticos Unicamente se observd un
haplotipo propio (TAAAQG). Por otro lado, en el caso de los polimorfismos en la
secuencia codificante, al no observarse variacion nucleotidica en los jabalies, se
considero solamente la combinacion alélica CGG como haplotipo Gnico para esta
poblacién. La prueba de desequilibrio de ligamiento, realizada mediante el método
de intervalo de confianza de Gabriel et al (2002), no arrojo valores significativos
entre los alelos (p<0,05), tanto a nivel de promotor como de secuencia codificante,

indicando un equilibrio de ligamiento entre los loci SNP.
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Tabla 4. Haplotipos y frecuencias haplotipicas en TLR2.

Region Haplotipo Frecuencia Frecuencia
Global Jabalies Domésticos
CAGGG 0,415 0,402 0,361
CGGGG 0,231 0,103 0,301
TGGGG 0,111 0,145 0,101
TAAAG 0,050 - 0,069
Promotor CGAGG 0,049 0,092 0,021
TAAGG 0,038 0,020 0,054
CAAGG 0,034 0,018 0,064
CGGGA 0,025 0,124 -
TAGGG 0,017 0,043
TGGGA 0,013 -
TGGAG - 0.036
CAGGA - 0,017 -
CGG 0,948 1,000 0,912
Secuencia GGG 0,021 - 0,035
codificante CGC 0,021 - 0,035
GAG 0,010 - 0,018

1.4 Analisis funcional del polimorfismo en el promotor del gen T7LR2 porcino.

Para examinar el posible efecto de la presencia de polimorfismo sobre la
regulacion de la transcripcién del gen TLR2 porcino, se midié la actividad
promotora en células CHO transfectadas de forma transitoria con construcciones
de ADN recombinante disefiadas en el vector pGL4.17, conteniendo cada una de
las variantes alélicas del SNP4 -103G—A, seleccionado por su localizacién dentro

de un sitio de union al factor transcripcional PAX5.

Como se puede observar en la Figura 4, los resultados del estudio funcional
del SNP4 en la regién promotora del gen TLR2, revelaron que aquellas células
transfectadas con la variante alélica mayoritaria (-103G) mostraron un incremento
altamente significativo (p=0,0024) de la actividad luciferasa relativa (35,76 + 1,26),
comparado con los valores mostrados en aquellas células transfectadas con la

variante alélica minoritaria -103A (24,21 + 1,12).
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Figura 4. Ensayo funcional del polimorfismo TLR2 SNP4 -103G —A. Comparacion de los valores
de actividad luciferasa relativa observadas en las células transfectadas con las variantes alélicas del
SNP4 -103G —A. Cada columna representa la media y el error estdandar para cada construccion

analizada. La primera columna corresponde a la actividad luciferasa de las células transfectadas con el

vector control pGL4.17 (**p<0,005).

1.5 Analisis funcional del polimorfismo en la secuencia codificante del gen 7LR2

porcino.

Como parte final del estudio funcional del polimorfismo en el gen TLR2
porcino, se examind el efecto de la variaciéon genética no sinénima SNP COD1
+561C—G (P136A) sobre la funcién del receptor TLR2. Para observar el efecto del
polimorfismo localizado dentro de una secuencia que codifica para el dominio
LRR4, células HEK293T fueron transfectadas de forma transitoria con las
construcciones recombinantes disefadas en el vector de expresion pcDNA3.1+,
conteniendo las variantes alélicas del SNP +561C—G. Posteriormente, las células
HEK293T fueron estimuladas empleando el lipopéptido triacilado sintético
Pam3CSK4, el cual actia como ligando de TLR2 imitando el extremo amino
terminal acetilado de las lipoproteinas bacterianas. De igual forma, para observar el
efecto de la variacion genética sobre la actividad receptora de TLR2 al ser
enfrentado a un patogeno, las células fueron estimuladas con la cepa bacteriana

Salmonella typhimurium DT 104 inactivada. Por otro lado, con el fin de estudiar una
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posible funcién de reconocimiento no descrita de TLR2 al LPS bacteriano, las

células fueron estimuladas con dicho ligando.

En primer lugar, se evalué la funcionalidad del SNP COD1 +561C—G
(TLR2 P136A), mediante la estimulacién de las células transfectadas con el ligando
sintético Pam3CSK4 (Figura 5). Los resultados obtenidos evidenciaron la capacidad
de reconocimiento efectuada por la proteina TLR2 hacia el ligando sintético
Pam3CSK4, mostrando ademas una reduccion significativa de la actividad luciferasa
relativa (p=0,0373) en aquellas células transfectadas con la variante TLR2 136A

(280,4 = 11,01) con respecto a la actividad luciferasa relativa mostrada por las

células transfectadas con la variante alélica TLR2 136P (321,1 + 7,34).

TLR2 SNP COD1 +561C/G (P136A)
Pam3CSK4

0 T T

HEK293T PcDNA3.1+ TLR2 136P TLR2 136A

Actividad Relativa Luciferasa (LUC)
8

Figura 5. Ensayo funcional del polimorfismo TLRZ SNP COD1 +561C—G (Pam3CSK4). Valores
de actividad luciferasa relativa generados por las wvariantes alélicas del SNP COD1 +561C —G,

mediante estimulacién con el ligando sintético Pam3CSK4 (*p<0,05).

El estudio de la posible funcion de reconocimiento no descrita del TLR2 al
ligando LPS, revelé que el empleo de dicho ligando produce ratios de actividad
luciferasa relativa extremadamente bajos: 7,66 + 0,53 (TLR2 136P) y 6,49 + 0,67
(TLR2 136A). Tal como puede observarse en la Figura 6, no observiandose

diferencias significativas entre ambas variantes (p=0,2436).
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Figura 6. Ensayo funcional del polimorfismo TLR2 SNP CODI1 +561C—G (LPS). Actividad
relativa luciferasa observada en las células HEK293T transfectadas con las variantes alélicas del SNP

COD1 +561C—G, estimuladas con el ligando LPS.

Por ultimo, los resultados de la estimulacion de las células HEK293T con la
cepa bacteriana de Salmonella typhimurium DT 104 inactivada (Figura 7), revelaron

cambios significativos (p=0,0283) entre las dos variantes, observindose una
disminucién de la actividad luciferasa en la variante TLR2 136A (76,08 + 3,65) con
respecto a la actividad mostrada por la variante TLR2 136P (90,56 + 2,29).

TLR2 SNP COD1 +561C/G (P136A)
Salmonella Inactivada

&

HEK293T pcDNA3.1+ TLR2 136P TLR2 136A

Actividad Relativa Luciferasa (LUC)

Figura 7. Ensayo funcional del polimorfiimo TLR2Z SNP CODI1 +561C—G (Salmonella
typhimurium inactivada). Comparacién de los valores de actividad luciferasa relativa observados en las
células HEK293T transfectadas con las variantes alélicas del SNP COD1 +561C —G, estimuladas

con la cepa bacteriana Salmonella typhimurium DT 104 inactivada (*p<0,05).

80



Resultados

2 ANALISIS DEL POLIMORFISMO EN EL GEN TLR4 PORCINO
2.1 Identificacion de elementos reguladores en el promotor de TLR4 porcino.

Como parte inicial del estudio del polimorfismo en el gen TLR4 porcino, se
llevo a cabo la identificacion de todos aquellos elementos potencialmente
involucrados en su maquinaria transcripcional. Para esto, se analizé un fragmento
de 887 pb de la region 5’ flanqueante del primer exoén, identificado como el
promotor de TLR4 mediante las herramientas bio-informaticas descritas en la
metodologia. El fragmento analizado se ubico a una distancia de 243 pb del codén

ATG, en el cromosoma 1 porcino.

En el presente estudio no se detectd la presencia de una secuencia consenso
TATA-Box cercana al sitio de inicio de la transcripcion (+1). Sin embargo, se
identific6 una atipica secuencia TBP/TFIID (proteina de unién a TATA-Box),
localizada a una distancia de -53/-58 pb del inicio del primer exén, ademas de un

motivo AP2 entre las bases -134 a -148.

Entre los dem4s elementos de cis-regulacion basal, presentes en la secuencia
analizada, se observaron dos motivos CAAT-Box, un motivo AP1 (-568), asi como
multiples secuencias diana para el factor OCT1 (-873, -709, - 468, -465). Dichos
elementos fueron identificados en una zona comprendida entre las -560 a -880 pb
rio arriba del inicio del primer exon. El anilisis predictivo de elementos cis-
reguladores, revelé también la presencia de tres sitios de union a CEBP (Figura 8).
Por otra parte, se observd una ausencia de motivos GC-Box, e islas CpG. La
carencia de alguna isla de regulacién CpG o motivos GC-Box dentro de la regiéon

estd en consonancia con el bajo porcentaje de GC detectado en la secuencia

(40,8%).

81



Miguel Angel Dominguez Martinez Tesis Doctoral

PROMOTOR TLR4 PORCINO

TLR4 FP1 .
-887 ttcgtggcttgcatcatttééctactatcacatggttttattgttataaacttt/cataa
CEBP T4SNP1
-829 aggtgaatttctgttgtgcttaaaactattatcccattttacagaccagaaat/ctgtct
T4SNP2
=771 cagtcgtttaagagactttgctacaaggccataaaccacccagccaggatttga
CAAT-Box
-711 atttcagtatatttgattcttcatccca i eEe i tcttgtac/tttttcaa
CAAT-Box IKRS T4SNP3
-653 acggtgtttccctggagccctattttcaatgtttcataaatgtgggcttcttcacaagat
NFkB
-593 ttcataaaattggacagtgctatgagtgaatcgcatcctctgccaaaattcatgtgetgg
CEBP
-533 agtctttattctggtactgcagactgtgactgtattttgagagtgggtctttacaacagi
T4SNP4
-475 Etaattaa/gggtaaaaggaggtcactacatcatatgggtggatcctaatccagtatgac
T4SNP5
-417 tgcagtccttataagaagaggaaattagaacagagacacacaagaggaaagaactttgge
NFAT p1r4 RP1/ TTLR4 Fp2, NFAT NEFAT
-357 gcaagaaggaagagatagccatcﬁécaagccaaggagagaagcé@ttaaccctgctgaca
T4SNP6
=297 [aaldeic ctacagactte Elefeladelde 0o act t tgtgaggaaatcaacgydeideierdeisiss
ETSF NFAT FKHD
-239 EElefelertelolo:teelsepdle[speiaamuels t a tggcaaccctagcaaactaacacagacagtaa
ARID NFAT
-179 atttccactagtaaaacaaaglepdefeEEElellerlefelopdlelelea ggcagt tagtcacacagget
NFAT
-119 gtttgaccagtctgactgttttcctaaactcaacaacactgaggtcagatgacttectgg
TBP STAT
-59 gccagcttcctcttgctattactccagctccggtctacaggttttcttcttcT
TFIID CEBP SP1
+2 TCTTCTAACTTCCCCTCTGGTGACAGAGGAGATAAATATTAGAGAAACAAAAGTCCAGAA
Exén 1

+62 TGCGAAGGCTGCCATTCTCACTTCCTCTTACCCCTTAACCCAGTGCTGCTTTGAATAGAG
+122 TCAGTGCCCCCGGGCAGTGTGCTGAGGAGAGAAGACGGCAGTGCCTGGGAGGCTGCTCTG
+182 ACCAGCAGATACAGAGGGTCATGCTTTCTCCGGGTCACTTCTGTTCACGGAAAATGCCAG
+242 GEEEATTCCTCGCATCCGCCTGGCTGTGGCCACGATCCCAGCCATGGCCTTTCTCTCCTG
+302 CCTGAGATCTGAGAGCTGGGACCCTTGCGTGCAGgtatgtggtaggagtctgctcagett

P TLR4 RP2
cccgtgagctttgccttgcttct

Figura 8 Region promotora del gen TLR4 porcino. El sitio de union TBP se muestra dentro del
recuadro, unido a la secuencia TFIID (amarillo) identificado. Los cebadores disefiados para amplificar

la secuencia de la regién promotora estdn representados por flechas. Los principales elementos cis—
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reguladores identificados en la regién se muestran en negritas y subrayados. Los elementos CAAT-Box
se sefialan dentro de los recuadros. En rojo se indican aquellos posibles sitios de unién a factores de
transcripcion con relevancia en el sistema inmune, conservados entre los promotores humano y porcino.
El codén de inicio de la traduccion (ATG) se muestra dentro del recuadro azul. Los SNP identificados

en la region promotora se muestran en azul y subrayados.

En lo que respecta a la deteccion de posibles sitios de union a factores de
transcripcion con relevancia en el sistema inmune, es interesante resaltar la
presencia de multiples sitios NFAT y STAT, asi como un potencial sitio de unién a
NFkB ubicado a una distancia aproximada de -650 pb del inicio de Ia

transcripcion.

Por ultimo, la region promotora del gen TLR4 porcino fue sometida a un
andlisis de alineamiento con las regiones homologas de otras especies, observandose
el mayor porcentaje de identidad con la secuencia promotora humana (72% de
identidad nucleotidica). La busqueda de elementos de cis-regulacién conservados
entre las regiones promotoras humana y porcina, permitio identificar varios sitios de
union a factores transcripcionales como son IKRS, ETSF, FKHD, ARID y NFAT,
los cuales estan fuertemente relacionados con la regulacion de la expresién génica

en el sistema inmune.

2.2 Identificacion de polimorfismos en la regién promotora y secuencia

codificante del gen 7TLR4.

La secuencia de referencia TLR4-001 ENSSSCTO00000006051, reportada
en la base de datos Ensembl, fue utilizada para la busqueda de polimorfismos en el
gen TLR4 tanto a nivel de promotor como de region codificante. En la Figura 9 se

muestra la estructura y localizacion gendmica de la secuencia utilizada.
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Figura 9. Estructura del gen TLR4 porcino (referencia Ensembl: ENSSSCGO00000005503). El gen
TLR4 se localizé en el cromosoma 1, entre las coordenadas 289774935 — 289785847. La secuencia
codificante se sitiia entre los exones 1 al 3, representando un fragmento de 2526 pb que codifica para

una proteina de 841 aminodcidos.

Al examinar la region promotora del gen TLR4, se lograron identificar 6
variaciones de tipo SNP distribuidas de manera uniforme a lo largo de las 887 pb de
la region secuencia analizada (SNP1 -834T—C, SNP2 -777T—C, SNP3 -661C—T,
SNP4 -475G—A, SNP5 -468A—G, SNP6 -280C—T). Todas las variaciones

detectadas correspondieron a transiciones de nucleétidos.

En lo que respecta a la busqueda de variaciéon genética en la secuencia
codificante, se observo una escasa variabilidad, detectdindose tinicamente un SNP no
sinonimo en la posicion +807, correspondiendo a la transversion del nucleotido
adenina por citosina (+807A—C), provocando la sustitucion del aminoacido

asparragina por el aminodcido histidina en la posicion 189 del receptor TLR4,

dentro del dominio LRR5 (NLEHLDSKNKIEN/HIYHEHLQV).
2.3 Estudio poblacional del polimorfismo identificado en el gen 7LR4 porcino.

El estudio poblacional de los siete polimorfismos detectados en el gen
TLR4, se realizo utilizando un total de 128 cerdos no emparentados, analizados de
forma global y divididos en dos grupos poblacionales: 40 Jabalies y 88 Domésticos
(25 Ibéricos, 13 Cerdos Pelén Mexicano, 35 Landrace x Large White y 15

Landrace).
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Los resultados del andlisis mostraron variaciones notorias en la frecuencia
del alelo menor entre cada uno de los SNP y a su vez, entre los dos grupos
poblacionales estudiados (Figura 10). La frecuencia mds elevada para el alelo menor
se observo en los loci SNP3 y SNP6, tanto en el andlisis global (SNP3 0,141/SNP6
0,141) como en los jabalies en el analisis comparativo, con unos valores de 0,177 y
0,181 para el SNP3 y SNP6, respectivamente. En el caso de los cerdos domésticos,
los loci SNP1 (0,098) y SNP6 (0,088) presentaron las frecuencias de alelo menor mas

elevadas.

Por otra parte, contrario a lo observado en los SNP de la regién promotora,
el resultado de la frecuencia del tnico polimorfismo de la secuencia codificante
(SNP COD1) fue extremadamente bajo, tanto en el estudio global como en el
estudio comparativo de las poblaciones doméstica y jabali, detectdndose tinicamente
en un cerdo doméstico (Landrace x Large White) y en forma de heterocigoto. El
resultado del cilculo de las frecuencias alélicas para cada loci SNP se muestra en la
Figura 10. El test de equilibrio Hardy-Weinberg presentd valores significativos
(p<0,05) para los loci SNP3, SNP5 y SNP6. Por otra parte, la busqueda de alelos
privados no arrojé evidencia de SNP unicos para alguna de las poblacionales

estudiadas.

La observacién de los datos generados mediante el cilculo de las frecuencias
alélicas evidencié la notoria diferencia de variabilidad genética de TLR4 entre los
dos grupos poblacionales (Figura 10), observindose valores mas altos de diversidad
genética en la poblacion de jabalies, representados tanto por las frecuencias del alelo
menor en cada uno de los loci, exceptuando al SNP COD1, como por los valores de

heterocigosidad y el numero efectivo de alelos.
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Figura 10. Frecuencias alélicas de las variaciones polimérficas en el gen TLR4. Cada columna

representa la frecuencia alélica para cada locus evaluado, obtenida mediante el estudio poblacional.

Al comparar los valores de heterocigosidad esperada y observada en los siete
loci SNP, entre los cerdos domésticos y jabalies, se observd que los valores de He y
Ho fueron notablemente superiores en la poblacion de jabalies (Ho= 0,158 +
0,037/He= 0,194 + 0,039) con respecto a los valores calculados en los cerdos
domésticos (Ho= 0,068 + 0,021/He= 0,087 + 0,025). Sin embargo, esta diferencia

no fue estadisticamente significativa (p=0,1908).

En la Figura 11 se muestran los valores de heterocigosidad calculados en
cada uno de los loci SNP, en la cual se puede observar claramente la diferencia entre

las dos poblaciones.
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Figura 11. Valores de heterocigosidad observada (A) y esperada (B) para cada uno de los loci

analizados en el gen TLR4. Comparacién entre cerdos domésticos y jabalies.

La misma tendencia fue observada en los resultados del célculo del numero
efectivo de alelos, tal como puede apreciarse en la Figura 12A. Por otra parte, el
resultado del analisis de varianza molecular (AMOVA) indicé que del 100% de la
variacion detectada, el 5% correspondio a la diversidad entre-poblaciones y el 17%
a la diversidad entre-individuos (Figura 12B). Finalmente, el cilculo del estadistico

F arrojo un valor promedio de Fsr de 0,047.

Nemero efectivo de alelos Porcentajes de varianza molecular

1.700+ &~ Domeésticos -& Jabalies Entr»epoblaciones 5%
1.600
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1.400+
1.300
1.200- 78%

1.100+

1.000 T T T T T

Figura 12. Diversidad genética en TLR4 de cerdos domésticos y jabalies. (A) Niimero efectivo de alelos

por locus SNP. (B) Resultado de la prueba de AMOVA realizada entre los dos grupos poblacionales.
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Como ultima parte del estudio poblacional, se realizé la estimacion de los
haplotipos y sus frecuencias entre los individuos estudiados. En total, se calcularon
16 diferentes haplotipos, revelando una elevada variabilidad en las combinaciones
alélicas detectadas. Cabe mencionar que el SNP CODI fue excluido del analisis de

haplotipos debido a su casi nula presencia entre las poblaciones.

El haplotipo con la frecuencia mis alta correspondié a la combinacién
TTCGAC, siendo mayoritario tanto en el grupo de cerdos domésticos como en los
jabalies. Por otro lado, el calculo de haplotipos también evidencié una marcada
diferencia en la presentacion de las combinaciones de alelos entre los grupos
poblacionales, observindose que de los 16 haplotipos detectados, 6 se presentaron
de forma exclusiva en los jabalies y 6 mads lo hicieron en los cerdos domésticos, con
lo cual, ademas del haplotipo mayoritario TTCGAC, tnicamente los haplotipos
TTCGAT, CTCGAT y TTCAAC se compartieron entre los dos grupos

poblacionales, tal como se detalla en la tabla 5.

Tabla 5. Haplotipos y frecuencias haplotipicas globales y por poblaciones (TLR4).

Region Haplotipo Frecuencia Frecuencia
Global Jabalies Domésticos

TTCGAC 0,781 0,658 0,836
TTCGAT 0,031 0,041 0,027
TITGGC 0,024 0,081 -
CTCGAT 0,021 0,025 0,020
TCCGAT 0,019 0,062 -
CCTAAT 0,018 0,050 -
TTCAAC 0,016 0,013 0,018

Promotor CTTAAC 0,014 - 0,018
TTITGAC 0,014 0,031 -
CTCGAC 0,012 - 0,018
CCCAAC - 0,013 -
CCTAAC - 0,012 -
CTTGAT - - 0,015
CCCGAT - - 0,013
CCCAAT - - 0,011
TTTAAC - - 0,010
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Finalmente, al realizar la prueba de desequilibrio de ligamiento, no se
observaron valores significativos entre los alelos (p<0,05), indicando una ausencia de

desequilibrio entre loci y como consecuencia una ausencia de bloques haplotipicos.
2.4 Analisis funcional del polimorfismo en el promotor del gen TLR4 porcino.

El SNP6 -280C—T localizado dentro de una secuencia diana altamente
conservada entre los promotores porcino y humano para el factor transcripcional
ETSF fue analizado funcionalmente para determinar si la presencia de alguna de sus
variantes alélicas tiene el potencial suficiente para modificar su actividad

transcripcional del gen TLR4.

El resultado reveld que en aquellas células transfectadas con la variante
alélica minoritaria -280T (13.22 + 1.344) hubo una disminucién altamente
significativamente (p=0,0092) en el ratio de actividad luciferasa relativa,
observandose hasta un 44% de reduccion de la actividad promotora, con relacion a
los resultados observados en las células transfectadas con la variante alélica
mayoritaria -280C (23.19 + 1.628). En la Figura 13 se ilustra el resultado del

andlisis funcional del polimorfismo en el promotor TLR4 porcino.
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Figura 13. Ensayo funcional del polimorfiimo TLR4 SNP6 -280C—T. Ratios de actividad
luciferasa relativa obtenidos a partir de las células CHO transfectadas con las variantes alélicas del

SNP6 -280C—T (**p<0,01).

89



Miguel Angel Dominguez Martinez Tesis Doctoral

2.5 Analisis funcional del polimorfismo en la secuencia codificante del gen TLR4.

La unica variacion genética detectada en la secuencia codificante del gen
TLR4 porcino fue analizada mediante ensayos funcionales con el gen reportero
luciferasa para determinar su posible influencia sobre la funcién de reconocimiento
de patégenos desarrollada por la proteina TLR4. El SNP COD1 +807A—C induce
un cambio de aminoacido en la posicién 189 de TLR4 (asparragina por histidina),

afectando el dominio LRR5.

Debido a los reportes que demuestran que TLR4 requiere de la proteina
MD-2 para formar el complejo receptor al LPS, células HEK293T fueron
transfectadas con dos construcciones recombinantes disefiadas en el vector de
expresion pcDNA3.1+, la primera de ellas conteniendo la secuencia codificante
completa del gen MD-2 y la segunda conteniendo la secuencia codificante del gen
TLR4 con cada variante alélica del SNP COD1 (TLR4 N189H). Las células
transfectadas fueron estimuladas con LPS bacteriano y con la cepa bacteriana

Salmonella typhimurium DT 104 inactivada.

Los resultados obtenidos en el ensayo funcional mostraron una
disminucién significativa (p=0,0181) en los valores de actividad luciferasa relativa
generados por las células transfectadas con la construccion TLR4 189H (26.50 +
2.308), con relacion a los valores de actividad luciferasa relativa mostrados por las
células transfectadas con la construccion TLR4 189N conteniendo la variante alélica
+807A (36.45 £ 1.150). La Figura 14 representa grificamente los valores obtenidos

mediante el ensayo de estimulacion con LPS.
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TLR4 SNP COD1 +807A/C (N189H)
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Figura 14. Ensayo funcional del polimorfismo TLR4 SNP COD1 +807A—C (LPS). Ratios de
actividad luciferasa relativa observada en las células HEK293T transfectadas con las variantes

alélicas del SNP COD1, estimuladas con LPS (*p<0,05).

Tal como se puede observar en la Figura 15, un resultado similar se obtuvo
cuando las células HEK293T transfectadas con ambas variantes alélicas del SNP
COD1 +807A—C fueron estimuladas con la cepa bacteriana Salmonella typhimurium
DT 104 inactivada. Aquellas células transfectadas con la variante +807C (TLR4
189H) mostraron un ratio significativamente menor (p=0,0441) de actividad

luciferasa relativa (91.80 = 6.802) con respecto al ratio mostrado por las células

transfectadas con la variante +807A (TLR4 189H), el cual fue de 117.8 + 5.856.
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Figura 15. Ensayo funcional del polimorfismo TLR4 SNP CODI1 +807A—C (Salmonella

typhimurium inactivada). Resultado de la comparacion de ratios de actividad luciferasa relativa entre

91



Miguel Angel Dominguez Martinez Tesis Doctoral

las variantes alélicas del SNP COD1, estimuladas con la cepa Salmonella typhimurium DT 104

inactivada (*p<0,05).
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3 ANALISIS DEL POLIMORFISMO EN EL GEN 7LR5PORCINO
3.1 Analisis de la region promotora del gen TLR5 porcino.

El gen TLR5 porcino presenta una estructura génica constituida por dos
exones separados por una region intrénica de 19,47 Kb (Figura 16). La totalidad de
la secuencia codificante para la proteina TLR5 se ubica en el exén 2. En cuanto a su
situacion dentro del genoma, el gen TLR5 porcino se encuentra entre las

coordenadas 21886309 - 21905776 del cromosoma 10, en sentido inverso (reverse

strand).

TLR5PORCINO

Exén 1 Ex6n 2
-965 -1 . ATG TAG
- Intrén 1 R
o - e R
63pb 2575pb
21906741 Hebra Inversa - Cromosoma 10 21886309

Figural6. Estructura del gen TLR5 porcino (referencia Ensembl: ENSSSCG00000010885). La
zona de color negro muestra la ubicacion de la regién promotora del gen TLR5 analizada en el presente

estudio.

Como primera parte del estudio, se identificé la secuencia promotora
dentro de la region 5’ flanqueante del primer exén, entre las coordenadas
cromosomicas 21906741 - 21905777. Dicha region fue sometida a un analisis bio-
informatico para identificar los motivos reguladores presentes en la zona vy

determinar el mecanismo de regulacién transcripcional.

Se analizo un fragmento de 965 pb de la region 5’ flanqueante del primer
exoén (Figura 17), observandose un alto contenido de GC (61%) en la totalidad del
fragmento, asi como la presencia de una isla CpG (contenido de GC= 61% /
Tamano= 500 pb) localizada en la regién comprendida entre las bases -166 a -666,

representando un sitio potencial de regulacion epigenética.
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PROMOTOR TLR5 PORCINO
TLR5 FP1 »~
-965 gtttcaccccagagcgccaatcca'ccacttttttctttcctttcggccaagcccagggca
NFAT
-905 tgtagaagttcagggatcgaactccagccacagcaggccgggtc
GC-Box CAAT-Box T5SNP1
-847 cttaacccgctgtgccacagﬁaggaatgctccaccactttctgatagigcacctctct
T5SNP2 T5SNP3
=791 ttaaccctgagagccggctcctttcttttgacatg
XBBF
731 RS caa tadaggagataggggag/ aa/ o R R PRt
STAT CAAT-Box T5SNP4-5 IRFF EVI1

-675 @ggcaggaccatcgtgctcataggacagaaacggtctgttttcccctggattctccagac

-615 aaacacagccttccatcctcgaaccacgctagc tiddein-lefeheleler-Yefehut-Yelefelelefele! C O
TFIID TLR5 FP2 Indell (23pb)

-555 aatctagacagattttagcttgaggtttggecgtgggggaaggagcgctgetgegggagte
TSSNP6 CEB? «—ILRS RP1

-495 aa/gagagcag_g_ggccgagttcctccttagccagctcctggctgtccttgggactttgac
PPAR

-437 actaggtg/cctggggcctgggcttcctcctctgcgcgctggagaaaggaagggaaggaa

T5SNP7

-379 atgctggcctggatgatctccacggacatttggggagtctgtagaggttgcagectctgtce

-319 cecectttececggeecctegeggccgggagecgggatccagggtgtecccacgecacccageac
STAT
-259 ccgcgcetceccggectetegetecccaageccacgggtceccectaattecttgtcaaacggac
GC-Box

-199 gctttccccatttccccagctgcagggtttgcctcagaggagcctcagggttg
CEBP GC-Box

-139 gagcaggaggtagctccactcgccagagaaaaagaaagggttacctqqqctq g
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Figura 17. Regién promotora del gen TLR5 porcino. Los cebadores diseiiados para amplificar la
secuencia de la regién 5’ flanqueante del primer exén se muestran mediante las flechas. En negritas y
subrayados se indican los principales elementos cis—reguladores. Aquellos posibles sitios de unién a
factores de transcripcién con conservados entre el humano y porcino se sefialan en rojo. Los elementos
GC-Box y CAAT-Box se encuentran dentro de los recuadros. El posible sitio TFIID identificado en la

regién estd resaltado en color amarillo. El codén de inicio de la traduccién (ATG) del gen TLRS
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porcino se encuentra dentro del recuadro azul. Los polimorfismos identificados se indican en azul (SNP)

o0 en negro con letras blancas (Indel).

No se observé ninguna evidencia que confirmara la presencia de una tipica
secuencia TATA-Box préxima al inicio del primer exén. Sin embargo, se logrd
predecir una gran variedad de elementos cis-reguladores usuales en promotores
carentes de TATA-Box, entre los que se encuentran, multiples motivos CAAT vy
GC-Box flanqueando la isla de regulacion CpG, asi como diversos sitios diana para
SP1 (-14, -38, -54, -72, -77, -672 pb) y para el elemento XCPE asociado a TBP (-

36, -52, -70 pb), cercanos al sitio de inicio del primer exon.

De igual forma, fueron identificados diversos sitios de unioén a factores de
transcripcion asociados a funciones inmunoldgicas, entre los que se hallan, los
factores NFkB, STAT, CEBP, NFAT, ZF02 y ETSF. El anilisis comparativo
mediante el alineamiento de la secuencia promotora del gen TLR5 con otros
promotores homologos de diversas especies, reveld la existencia de un alto grado de
homologia entre las secuencias promotoras porcina y humana, observindose un
63,4% de identidad nucleotidica. El analisis de alineamiento realizado entre ambas
secuencias permitié detectar posibles sitios de unioén altamente conservados,
resaltaindose los sitios IRFF, STAT, EVI1, ZF02 y XBBF estrechamente vinculados

con la regulacion de la respuesta inmune.

3.2 Identificacion de variaciones genéticas en la region promotora de 7LR5

porcino.

Un total de 9 variaciones polimoérficas fueron detectadas en el promotor
TLR5 porcino, evidenciando la alta variabilidad genética de la region. Siete de los

nueve polimorfismos identificados correspondieron a variaciones de tipo SNP

(SNP1 -834A—C, SNP2 -806G—A, SNP3 -779T—G, SNP4 -674G—A, SNP5 -
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673A—G, SNP6 -495A—G, SNP7 -431G—C) y los dos restantes a variaciones de
tipo Indel (Indell 23 pb, Indel2 5 pb).

Las dos variaciones Indel detectadas, ocasionaron cambios en el patréon de
elementos transcripcionales presentes en el promotor TLR5. En el caso del Indell,
la insercion de 23 pb entre los nucleotidos -581 a =559, gener6 un sitio de union al
factor STAT vy a su vez provoco la pérdida de un sitio de unién al factor PTF1. En lo
que respecta al Indel2, la insercion de 5 pb cercanas al inicio del primer exén, entre
los nucleotidos -87 a -83, cred un nuevo sitio de unién al factor ZF02, eliminando
a su vez un sitio de unién a GCMF. Por otro lado, en relacién a las variaciones de
tipo SNP, se observé que el SNP6 -495A—=G afecté un posible sitio de union al
factor de transcripcion PPAR, alterando la secuencia de bases altamente conservadas

para dicho factor, tal como muestra en la Figura 17.

3.3 Identificacion de polimorfismos en la secuencia codificante del gen TLR5

porcino.

La identificacién de polimorfismos a nivel de secuencia codificante, arrojo
un resultado similar al observado en la region promotora, encontrandose una gran
variabilidad genética en la secuencia analizada, especificamente en la region que
codifica para el dominio extracelular de la proteina TLR5 (Figura 18). En total se
detectaron 7 polimorfismos de tipo SNP, cuatro de los cuales correspondieron a
mutaciones sindénimas y los tres restantes a SNP no sinénimos: SNP COD?2
+901T—G (H278Q), SNP COD3 +1272C—T (P402L) y SNP COD4 +1313A—-T
(T4169S). En el caso de los tres SNP no sinénimos identificados, tinicamente el SNP
COD3, se observo dentro del dominio LRR7 de reconocimiento de patdgenos. Una
representacion esquematica de la variabilidad de la proteina TLR5 puede observarse

en la Figura 18.
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Figura 18 Localizaciéon de los polimorfismos identificados en la secuencia codificante de TLR5. La

imagen corresponde a la estructura de la proteina codificada, con los sitios de variacion y el cambio de

aminodcido generado. El drea de color negro representa la region transmembranaria.

Los dos SNP no sinénimos restantes (SNP COD1 y SNP COD2), a pesar de

localizarse dentro de la region extracelular de la proteina, no afectaron zonas

descritas como areas de reconocimiento de patdgenos. En la Tabla 6 se detalla la

localizacion y caracteristicas de las variaciones polimorficas detectadas en la

secuencia codificante del gen TLR5.

Tabla 6. Polimorfismos identificados en la secuencia codificante del gen TLR5 porcino.

Locus Ubicacién Posicién Variacion Tipo
Nucleétido Aminodcido

TLR5 SNP COD1 Exon 2 +427 T/C L136L Transicion
TLR5 SNP COD2 Exon 2 +901 T/G H278Q Transversion
TLR5 SNP COD3 Exon 2 +1272 C/T P402L Transicion
TLR5 SNP COD4 Exon 2 +1313 A/T T416S Transversion
TLR5 SNP COD5 Exon 2 +1336 G/A T423T Transiciéon
TLR5 SNP COD6 Exon 2 +1345 C/T F426F Transicion
TLR5 SNP COD7 Exén 2 +1465 C/T H466H Transicion

En negritas se indican los polimorfismos que inducen un cambio de aminoacido en la secuencia

proteica de TLR5.

3.4 Estudio poblacional del polimorfismo en 7LR5 porcino.

Las variaciones genéticas detectadas en la region promotora se analizaron

utilizando 128 muestras de ADN procedentes de cerdos no emparentados,

pertenecientes a cuatro poblaciones de cerdos domésticos (35 Landrace x Large
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White, 25 Ibéricos, 13 Cerdos Pelén Mexicano, 15 Landrace) y una poblacién de
jabalies (40). En el caso del analisis de las variaciones genéticas ubicadas en la
secuencia codificante, el nimero de cerdos se redujo a 100 ejemplares (40 jabalies,
20 Landrace x Large White, 20 Ibéricos, 20 Cerdos Pelon Mexicano). En ambos
casos, el estudio se desarrolld de forma global y separando a los individuos en dos

grupos (Domésticos y Jabalies).

Los resultados obtenidos en el estudio poblacional confirmaron la elevada
variabilidad del gen TLRS, observindose altos niveles de polimorfismo tanto en el
grupo de cerdos domésticos como en el grupo de jabalies. Como puede apreciarse
en la Figura 19, los datos obtenidos en el calculo de las frecuencias alélicas para cada
locus reveld que, con excepcién del SNP2 y el SNP7, el resto de polimorfismos
mostré frecuencias elevadas para su alelo menor, principalmente en aquellos

localizados en la region promotora.

Frecuencias alélicas de los polimorfismos en el gen TLR5

Global
= [ Doméstico
' B Jabali

0.400+
0.3504
0.3004
0.2504
0.2004
0.1504
0.1004

0.0504

Frecuencia del alelo menor

0.0004

SNPS (G) =i
SNP1 (C

Figura 19. Frecuencias alélicas de las variaciones genéticas identificados en TLRS. La figura muestra
el resultado del andlisis global del cdlculo de frecuencias, ast como la comparacién entre los grupos

poblacionales. Entre paréntesis se muestra el alelo menor para cada polimorfismo.
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De los resultados mostrados en la Figura 19 se deduce que las frecuencias
del alelo menor en los SNP de la secuencia codificantes muestran un ligero
incremento con respecto a las frecuencias observados en los cerdos domésticos. No
se determino en ningun caso la presencia de variaciones polimérficas exclusivas para
alguna de las poblaciones estudiadas, tanto a nivel de variaciones promotoras como
codificantes. En la Figura 19 se muestran los valores de frecuencias alélicas para

cada uno de los polimorfismos analizados.

Los resultados del célculo de frecuencias alélicas también permitieron
determinar que en ambos Indel, las variantes menores correspondieron a la
insercion de nucledtidos. Ambas inserciones fueron detectadas tanto en jabalies
como en el grupo de cerdos domésticos, con una mayor frecuencia en este tltimo
grupo. La prueba de equilibrio Hardy-Weinberg indico que los polimorfismos
SNP1, SNP3 y SNP4 se encontraron en desequilibrio de ligamiento (p<0,05).

Tabla 7. Valores de He, Ho, Ne y Fsr calculados en las poblaciones de cerdos
domésticos y jabalies (TLRS5).

Locus Domésticos Jabali Fsr
Ne Ho He Ne Ho He

TLR5 SNP1 1,861 0,345 0,463 1,600 0,395 0,375 0,015
TLR5 SNP2 1,035 0,035 0,034 1,078 0,075 0,072 0,004
TLR5 SNP3 1,835 0,350 0,455 1,819 0,263 0,450 0,000
TLR5 SNP4 1,882 0,369 0,469 1,517 0,333 0,341 0,030
TLR5 SNP5 1,370 0,230 (0,270 1,220 0,200 0,180 0,008
TLR5 SNP6 1,829 0,435 0,453 1,835 0,400 0,455 0,000
TLR5 SNP7 1,133 0,125 0,117 1,051 0,050 0,049 0,008
Indell 1,700 0,383 0,412 1,133 0,125 0,117 0,089
Indel2 1,391 0,191 0,281 1,187 0,103 0,158 0,015
TLR5 SNP COD2 1,184 0,169 0,155 1,451 0,385 0,311 0,024
TLR5 SNP COD3 1,036 0,035 0,034 1,408 0,243 0,290 0,072
TLR5 SNP COD4 1,228 0,207 0,185 1,296 0,263 0,229 0,002

Ne= Numero efectivo de alelos. Ho= Heterocigosidad observada. He= Heterocigosidad esperada.

Los valores de heterocigosidad para cada uno de los loci, calculados en el

estudio poblacional se muestran en la Tabla 7. Al comparar los promedios de He y
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Ho entre los jabalies y los cerdos domésticos no se observaron diferencias

significativas entre ambos grupos (He p=0,521/Ho p=0,952).

La poblacion de jabalies presenté un promedio de He= 0,252 + 0,040 y de
Ho= 0.2363 + 0.03663, mientras que el grupo de cerdos domésticos mostré un
promedio de He= 0,277 + 0,049 y Ho= 0.2395 + 0.03933. El valor promedio de Fsr
entre los jabalies y el grupo de cerdos domésticos fue de 0.022 + 0.0084, mientras
que los porcentajes de varianza molecular obtenidos mediante la prueba AMOVA

fueron de un 2% entre las poblaciones y 2% entre los individuos.

Como ultima parte del analisis poblacional, se realizo el cilculo de las
diferentes combinaciones alélicas, detectandose un total de 24 diferentes haplotipos
en la regién promotora y 7 en la secuencia codificante, confirmando la alta
variabilidad del gen TLR5 porcino. Tal como se puede observar en la Tabla 8, de los
24 haplotipos calculados en la regién promotora, cinco se presentaron Unicamente

en la poblacién de jabalies y solo uno fue exclusivo del grupo de cerdos domésticos

(CGTAAG+GH).

Por otra parte, en el caso de los haplotipos calculados en la secuencia
codificante, inicamente el haplotipo GCT fue exclusivo de los jabalies. Asimismo,
cabe mencionar que en ningin caso se observaron bloques de haplotipos en el

presente estudio.
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Tabla 8. Haplotipos y frecuencias haplotipicas en el gen TLR5 porcino.

Region Haplotipo Frecuencia Frecuencia
Global Jabalies Domésticos
AGTGAA-G- 0,401 0,501 0,351
CGGAAG+G- 0,099 0,023 0,134
AGTGGA-G- 0,093 0,015 0,130
CGGAAG+G+ 0,070 - 0,096
AGTGAA-C- 0,036 0,013 0,046
AGGGAG-G- 0,035 0,080 -
CGGAAG-G+ 0,028 0,014 0,028
CGTAAA-G- 0,020 0,014 0,035
CGGAAG-G- 0,018 0,061 -
CGTAAG-G+ 0,017 0,020 0,017
Promotor CGTGAA-G- 0,017 - 0,019
AGGGAA-G- 0,016 - 0,030
CGGGAG-G+ 0,016 0,039 -
CGTAAG+G- 0,015 0,016 -
AGTAAA-G- 0,015 0,029 -
CGGGAG-G- 0,014 0,040 -
AATGGA-G- 0,013 0,013 0,013
AGGGGG-G- 0,012 0,031 -
CGTAAG+G+ - - 0,016
AGGGGA-G- - 0,029 -
CGTAAA+G- - 0,023 -
AATGAA-C- - 0,013 -
AAGGAG-G+ - 0,013 -
CGTAGG-G- - 0,012 -
TCA 0,749 0,618 0,829
GCA 0,101 0,161 0,068
Secuencia TCT 0,060 0,020 0,083
codificante TTT 0,037 0,088 0,010
TTA 0,033 0,086 -
GTT 0,010 -
GCT - 0,067

3.5 Estudio funcional de variaciones genéticas del promotor TLR5 porcino.

El efecto tedrico de la variacion SNP6 -495A—G sobre la actividad
promotora del gen TLR5 porcino se evalué mediante ensayos con el gen reportero
luciferasa. El SNP6 -495A—G se eligio para ser examinado en base a su localizacion
dentro de una secuencia de union al factor de transcripcion PPAR. Por otra parte,
los cambios producidos en el patrén transcripcional, por la presencia de las dos

variaciones de tipo Indel halladas en la secuencia promotora del gen TLR5, fueron
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estudiados funcionalmente. La insercién de 23 pb en el Indel 1, crea un sitio diana
para el factor STAT, mientras que la insercion de 5 pb en el Indel 2 genera otro

sitio de unién a ZF02.

Los valores de expresion del gen reportero luciferasa obtenidos mediante el
analisis de los fragmentos de la region promotora conteniendo las variantes alélicas
del SNP6 -495A—G, no mostraron diferencias estadisticas significativas (p=0,9616)
entre ambas variantes alélicas: ~495A (137,9 = 14,45) y -495G (137,0 + 11,84). No
obstante, en ambos casos, las células transfectadas generaron ratios elevados de

actividad luciferasa relativa, tal como puede observarse en la Figura 20.

TLR5 SNP6 -495A/G

pGL4.17 TLR5-495G  TLR5-495A
Genotipo

el SNP6-495A —G (TLRS). Las columnas muestran la media vy el

o  Actividad Relativa Luciferasa (LUC)

Figura 20. Andlisis funcional

error estdndar de los valores de actividad luciferasa relativa para cada construccion.

Por otro lado, en lo que se refiere al estudio de las variaciones Indel, se
observo que al comparar los ratios de expresion luciferasa obtenidos por cada una
de las variantes alélicas del Indel 1, localizado en el fragmento promotor -965 a -
427 (Figura 21), los valores presentaron un incremento altamente significativo
(p<0,0001) en aquellas células transfectadas con la insercion de 23 nucleétidos

(19.00 + 0.4661) con respecto a aquellas células transfectadas con la delecion de

nucleotidos (9.253 + 0.1732).
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TLR5Indel 1 (23 pb)

b

pGL4.17 TLR5 Insercion TLR5 Delecién
Genotipo

Figura 21. Andlisis funcional de la variacion TLR5 Indel 1 (23pb). LA grdfica muestra los valores de
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actividad luciferasa generados por cada wvariante alélica del Indel 1, localizado en el fragmento

comprendido entre las bases =965 a =427 de la region promotora del gen TLR5 (***p<0,0001).

La Figura 22 muestra la media y el error estandar de los ratios de actividad
luciferasa relativa obtenidos para cada variante del Indel 2. En ella se puede
observar que el analisis funcional del Indel 2 arrojo un resultado similar a lo
observado en el anilisis del SNP6 -495A— G, ubicado dentro del mismo fragmento
de la region promotora (-534 a +20). No observandose diferencias significativas
(p=0,8901) en los niveles de actividad luciferasa relativa generados por la insercion

de 5 pb (139.0 + 6.682) con respecto a los niveles generados por la delecion de 5 pb
(137.0 £ 11.84),

TLR5 Indel 2 (5 pb)

pGL4.17 TLRS Insercién TLRS Delecién
Genotipo

Actividad Relativa Luciferasa (LUC)

Figura 22. Andlisis funcional de la variacién TLRS Indel 2 (5 pb). La grdfica muestra los valores de
actividad luciferasa relativa observadas en las células transfectadas con las variantes alélicas del Indel

2, localizado en el fragmento promotor -534 a +20 pb.
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3.6 Analisis funcional del polimorfismo en la secuencia codificante del gen TLR5.

A fin de entender de qué forma interviene el polimorfismo sobre la funcion
receptora de la proteina TLR5, se midi¢ la actividad luciferasa generada por las cada
una de variantes alélicas del SNP COD3 +1272C—T (TLR5 P402L). Para lograr
esto, células HEK293T fueron transfectadas con construcciones recombinantes
disefadas en un vector de expresion pcDNA4.1+, conteniendo la secuencia
codificante del gen TLR5 con cada uno de los puntos de variacién genomica.
Posteriormente, las células transfectadas fueron estimuladas con el ligando natural
de TLRS5, la proteina flagelina, asi como también con la cepa bacteriana Salmonella

typhimurium DT 104 inactivada.

Los resultados obtenidos en el primer ensayo, utilizando el ligando
flagelina, revelaron una diferencia significativa (p=0,0186) en los ratios de actividad
luciferasa generados por las variantes alélicas del SNP COD3, observindose una
disminuciéon de la actividad luciferasa en aquellas células transfectadas con la
variante TLR5 402L (80.50 + 3.522) con respecto a las células transfectadas con la
variante TLR5 402P (95.01 + 1.404), como se muestra en la Figura 23.

TLR5SNP COD3 +1272C/T (P402L)
Flagelina

1254

8

~
v
1

g

&

/4

HEK293T pcDNA3.1+ TLRS 402P TLR5 402L

Actividad Relativa Luciferasa (LUC)
o

Figura 23. Ensayo funcional del polimorfismo TLR5 SNP COD3 +1272C —T (Flagelina). Ratios de
actividad luciferasa relativa mostrados por las células HEK293T transfectadas con las variantes

alélicas del SNP COD3 +1272C—T, estimuladas con flagelina.
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Por otra parte, cuando las células transfectadas fueron estimuladas
utilizando la cepa bacteriana Salmonella typhimurium DT 104 inactivada, se observo
un resultado similar al obtenido mediante el estimulo de las células transfectadas
con el ligando flagelina. Tal como se muestra en la Figura 24, la presencia de la
variante alélica TLR5 402L (+1272T), localizada en el dominio LRR7 del receptor
TLR5, provoca una reduccion significativa (p= 0,0224) de la actividad luciferasa
relativa (77.63 + 5.277) con respecto a la actividad generada en aquellas células
transfectadas con la variante alélica +1272C (TLR5 402L), la cual mostré un valor

de 103.8 + 4.953.

TLR5SNP COD3 +1272C/T (P402L)
Salmonella Inactivada

HEK293T pcDNA3.1+ TLR5 402P TLR5 4021

Actividad Relativa Luciferasa (LUC)

Figura 24. Ensayo funcional del polimorfismo TLR5 SNP COD3 +1272C—T (Salmonella
typhimurium inactivada). Media y error estdndar de la actividad luciferasa relativa mostrada por las
células transfectadas con las variantes alélicas del SNP COD3 +1272C =T, estimuladas con la cepa

bacteriana Salmonella typhimurium DT 104 inactivada.
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4 ANALISIS DEL POLIMORFISMO EN GENES NLR PORCINOS
4.1 Analisis de las regiones promotoras de los genes NODI1y NOD?2.

Un fragmento de cada region 5’ flanqueante de los genes NODI y NOD2
porcinos fueron sometidas a su andlisis mediante herramientas bio-informaticas,
con la finalidad de identificar los mecanismos de regulacion transcripcional, asi
como los elementos implicados en la actividad promotora de los genes NODI y
NOD2. Es importante mencionar que al momento de realizar el presente estudio,
no se encontraron datos referentes a la ubicaciéon cromosémica del gen NOD2
porcino, siendo la secuencia gendmica provisional GL896416-1 de la base de datos

USCS Genome Browser la tinica referencia obtenida para el analisis in silico.

En NODI, un total de 1018 pb de la regién promotora fueron evaluadas,
dicho fragmento se localizd entre las coordenadas 46955580 - 46956598 del
cromosoma 18, inmediatamente superior al inicié del primer exén no codificante
del gen NODI y a una distancia aproximada de 32 Kb del codon de inicio de la
traduccion (referencia Ensembl: ENSSSCG00000016678). En el caso de NOD2, el
fragmento de ADN estudiado en el presente trabajo, se determiné mediante el
andlisis de alineamiento con el promotor NOD2 humano, obteniéndose un
porcentaje de identidad nucleotidica entre las regiones porcina y humana del
67,2%. Las 507 pb de la regiéon promotora del gen NOD2 seleccionadas para su
analisis bio-informatico, se ubicaron entre las base -2268 a -2774 rio arriba del

codon de inicio de la traduccién (ATG).

El anilisis de las secuencias revel6 diferencias en el repertorio de elementos
de cis-regulacion entre los promotores de ambos genes. En el promotor NODI se
observo la presencia de una isla CpG (contenido de GC: 73,8% - Tamario: 393 pb),
localizada en la regiéon comprendida entre los nucledtidos -44 a -436. Ademis, se

detectaron multiples motivos GC-Box dentro de la isla CpG predicha, asi como un
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sitio de union al elemento de regulacién TFIID en la posicion -650 a -688, y tres
sitios para el elemento TFIIB en las posiciones -37 a -43 / -51 a -57 / -209 a -
215. Por el contrario, el promotor NOD2 mostré un reducido contenido de GC
(54,6%), y la ausencia de posibles islas CpG, ademas de carecer de motivos GC-Box

y sitios diana para elementos de regulacion basal TFIIL.

Por otro lado, en ninguno de los dos promotores se encontraron evidencias
de secuencias TATA-Box o CAAT-Box, a pesar de la relevancia de estos elementos

en la activacién de la transcripcion.

Dentro de los hallazgos mas relevantes observados mediante el andlisis del
promotor NODI, se encuentra la identificaciéon de un gran ntimero de secuencias
diana para factores estrechamente vinculados con la activaciéon basal de la
transcripcion, localizados en la porcion mas cercana al inicio del primer exén, entre

los que se destacan los siguientes: SP1, NRF, CEBP, E2FF and ETSF (Figura 25).

E2FF
| E2FF

NFKB NRF sl SP1gh

Exon 1

ETSF ETSF SP1
SP1 TFIIB

Figura 25. Isla CpG del promotor NODI. Esquematizacion de la Isla CpG y los elementos de cis—
regulacién detectados en la region cercana al inicio del primer exén. Las dreas en color negro

representan los motivos GC—-Box identificados.
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PROMOTOR NOD1 PORCINO

NOD1 FP1 ~
-1018 gatgattggaaccgcagaac?:gaaggagcttctcagaatgcagccattctaagtatgaaa
N1SNP1
-958 caggatgtggaaaatatgggagtaagagaatcctagaag/aaaaagaaaaaattcataat
NFAT ICSBP
-900 ttttctaccagagtttcaggtaagggtaaactggaagaattcgtatgttgagcttttcca
NFAT
-840 ttttggtacttacaagtttgc|lEidaadadeeeatcaattttacg/attcgcaaagttte
EVI1 N1SNP2
-782 acttttgagtgaaggcagccttggatggtgatttaaatatt
GREF TFIID

=722 catgagcatatgtggtcacacgactgaatgtactttagtgtggaggtgacaaactattta

-662 tagcgtcgttttgtagaccttccccatttgaaacgtttaaaacattttttgttggggaga

-602 tgtgtgtgcatgttaaaaactcccttgcaggtcattgcagcataacatataaaacataaa

NOD1 FP2 > CEBP
-542 aggtacactgccaagaacggatttaaggacaaggagaaaagcttagac/tgttaaaacgt
N1SNP4 N1SNP3
-484 ataaatcaaagtatatgctctgctataaaggtttgﬁattgctttgagctgcgtttcatt
< NOD1 RP1
-426 ggggggagcaggtgtcacgttttaacggc;agtttctccagcgtgcccaggtgccgcctcg
NFkB
-366 gﬁgttgcggatggtgggttggtccttttaggaggacgggcctgggcttgcggccgccgt
N1SNP5
-308 taccgagctggcgccctccgttcccagtgtcactcctgggcgagctctc
TFIIB PAXS
-248 cggccctgcgcggtggcctggcctccctcgggctgc
GC-Box ZF02
-188 ccgtggccacttcggcatctccgcgcttcccgctccgggtgggggaccacggc
GC-Box GC-Box
-128 cgtcccgctgatctcgcctcgcccgcccgtctcggcctccacgcagcaﬁgc
TFIIB TFIIB N1SNP6
=70 ggaggaggctcggccagaggccgtcgctgcggttgagccagttccc
GC-Box GC-Box
-10 gttccggeccgGCGCTGCGGCTGCTGCCTCCCCAGCCCCTGGCGCAGCCAGGCGCTCCGLC
Exén 1 NOD1 RP2
+51 GCCCGCCCGCGTGCTCCCGGCGCACCCGGCTCTCGCTCTGGCTTCCCGCTTCTGCGAGGT
+111 CTGCACACCTCGTGGCCAA. .. (Intrdén 1 = 29989 bp)
+130 .. .ATTCCAGAAAGAAATT---CCGAATCTTTGAAAG. .. (Intrdén 2 = 1852 bp)
Exbén 2
+228 - .ACTTTGCACTGAGAGG———GCTCCTTTAACCEGAAAAGCAGGGCCGCAGTGAGAT
Exén 3

Figura 26. Region promotora del gen NODI porcino. Las flechas indican la localizacion de los
cebadores utilizados para amplificar la secuencia promotora. Los principales sitios de unién a factores

de transcripcion se muestran en negritas y subrayados. En rojo se seialan aquellos posibles sitios de
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unién a factores de transcripcion conservados entre el humano y porcino. Los motivos GC-Box se
representan en los recuadros. Los sitios TFIIB y TFIID identificados se muestran en amanrillo. Los

polimorfismos detectados en el promotor se muestran en azul y subrayados.

En el caso del promotor NOD2, el hallazgo mas relevante consistié en el
elevado numero de sitios de uniéon a NFkB presentes en el fragmento promotor,
siendo el principal elemento de cis-regulacion detectado en la region (Figura 27).
Ademas de los sitios diana para NFkB, se lograron identificar otros sitios de unién a
los factores transcripcionales SP1, EVI1 y STAT, involucrados con la regulacion de
la respuesta inmune, algunos de los cuales se observaron altamente conservados
entre los promotores humano y porcino una vez realizado el analisis de

alineamiento entre ambas secuencias.

PROMOTOR NOD2 PORCINO
NOD2 FP1

-2774 cactgagccacgacaggaac?ccatccccctggatgcc
EVI1
-2714 ttgttagagacagaaagctggccacattggttcttggggactctettggealeErlEingy
STAT NFkB
-2654 cgggacagagatgggactttacagctgttggtgggaggacagagggcc
STAT NFkB

-2594 aagcﬂttctggctggagcctgcctctttctcccggtacctgggcatcactgcttggat
N2SNP1

-2536 atgtgtggctecctgcagccattggctgacccagattcecgtgtgtttaggaagggecectg

SP1 NFkB SP1
-2476 cttactcgtagatgtcccectgtgggccagectctetatgggtgagtccaagacctteag
N2SNP3

-2416 gctcgﬁgtggcttctctcggtatag/aataatggaggcagaaggcttggtgcccgaact
N2SNP2 GATA — CEBP

-2360 gctgagaattacgtagttctgcacagctggttggccaactctgacttctgcccatctc

NOD1 RP1

-2300 ggagagtg ........ (2250 DP) e v vvvenn..
NF kB SP1 SIT Nod2 Humano

(*)—-17 .. .ccttcccagattgtgaa@TGTGCCCAGGGGGCTTTCCAGGCACAGAGAAGCCAGC

Figura 27. Regién promotora del gen NOD2 porcino. Los cebadores diseriados para amplificar la
secuencia de la region promotora se representan mediante flechas. Los principales elementos cis—

reguladores se muestran en negritas y subrayados. En rojo se muestran aquellos posibles sitios de unién
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a factores transcripcionales altamente conservados entre los promotores humano y porcino. Los SNP

identificados se seiialan en letras azules.

Por otro lado, entre los posibles sitios de union a factores transcripcionales
involucrados en la funcién inmunolégica presentes en el promotor NODI, se
encontraron los sitios de union a NFxB, NFAT, EVI1, GREF, PAX5, ZF02 y
MYBL, algunos de los cuales se encuentran conservados entre los promotores
humano y porcino (Figura 26). Finalmente, el andlisis comparativo de las regiones 5’
flanqueantes de los genes NOD1 porcino y humano reveld también un alto grado de

homologia entre ambas secuencias, observindose un porcentaje de identidad

nucleotidica del 66,5%.
4.2 Identificacién de variaciones polimorficas en los genes VLR porcinos.

Se encontraron 6 variaciones de tipo SNP en la secuencia promotora del
gen NODI, y 3 SNPs en el promotor NOD2. La representacion esquematica de los
puntos de variacion polimorfica identificados en ambos genes se muestra en la
Figura 28. En el caso de NOD1, de los seis polimorfismos detectados, cinco fueron
transiciones y uno fue una transversion de nucleotidos. Adicionalmente, se observd
que la presencia de la variante alélica ~920A del SNP1 provoca la pérdida de un

sitio de unién al factor de transcripcion ICSBP (Figura 26).

Por otra parte, las tres variaciones detectadas en el promotor NOD2 se
trataron de transiciones de nuclestidos. Es importante mencionar que en este caso
la nomenclatura usada para clasificar cada SNP se realizo tomando como referencia
el primer nucledtido adyacente al codon de inicio de la traduccion (ATG),
identificindose como -1, debido a que no existen reportes del sitio exacto de inicio

de la transcripcion (Figura 28).
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De los tres SNP detectados, se observd que el SNP3 -2393G—A crea un

nuevo sitio de union a CEBP a partir de un sitio de union a GATA, tal como se

indica en la Figura 27.

SNP1 (-920 G/A
SNP2 (-796 G/A)
SNP3 (-495 C/T)
SNP4 (-450 G/A)
- SNP5 (-366 G/A)
- SNP6 (-73 C/A)

| | [

- N Noo1
-1

-1018
Exon 1
129 pb

ATG 458 pb

— N - Noe?

2774 2268 Exén 1

« SNP1 (-2590 C/T)
- SNP2 (-2412 G/A)
* SNP3 (-2393 G/A)

Figura 28 Representacién esquemdtica de los promotores NODI1 y NOD2 porcinos, en ella se

indican los puntos de variacion polimérfica identificados en cada una de las secuencias.

En el caso de la identificacion de polimorfismos en las secuencias
codificantes, en el gen NODI se lograron detectar tinicamente dos polimorfismos,
de los cuales uno correspondié a una transicién de nucledtidos que ocasiona una
mutacion silenciosa SNP COD2 +475C—T (N47N), mientras que el otro, una
transicion en el nucleotido +372, produjo una mutacion no sinonima (SNP CODI1
+372C—T) que dio origen al cambio del aminoacido 13 prolina por leucina. No
obstante, de acuerdo con el anilisis predictivo de la proteina NOD1, este cambio de

aminodcido ocurre fuera del dominio efector CARD.

La Figura 29 ilustra la estructura de la proteina NODI vy la localizacion de

las variaciones encontradas.
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Figura 29. Representacion esquemdtica de la estructura gendmica y proteica de los receptores NODI y
NOD?2, en ella se muestra la localizacién de los polimorfismos detectados en las secuencias
codificantes. El diagrama representa la estructura del gen con la zona codificada por cada exén
estudiado. Los dominios efectores de reclutamiento de caspasas se muestran en color marrén. Los

dominios de oligomerizacién de nucledtidos se seiialan en azul y los dominios LRR en gris.
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Por otra parte, el anilisis de la secuencia codificante reveld la existencia de
un alto nivel de variabilidad genética en el gen NOD2 porcino, tal como puede
observarse en la Figura 29, donde se muestra el diagrama estructural de la proteina
codificada por el gen NOD2 porcino, asi como la localizaciéon de las variaciones

identificadas dentro de la secuencia.

En total se detectaron 15 SNP, de los cuales tres correspondieron a
mutaciones no sinénimas. No obstante, de acuerdo con el andlisis in silico, ninguna
de ellas se ubicé en zonas de relevancia funcional para el receptor NOD2. Cabe
mencionar que en el presente estudio solo se analizaron las regiones
correspondientes a los exones codificantes 3, 5 (NOD1) y 1, 3 (NOD2) debido a la

escasa informacion reportada para estos genes.
4.3 Estudio poblacional del polimorfismo detectado en los genes NVLR.

Para el estudio poblacional del polimorfismo, se utilizaron todas las
variaciones identificadas en las regiones promotoras y en el caso de los
polimorfismos hallados en las secuencias codificantes, Unicamente las cuatro
mutaciones no sinénimas detectadas en los genes NODI (SNP CODI1 P13L) y
NOD2 (SNP COD5 T239A, SNP COD12 D511G y SNP COD13 H525R), fueron
empleadas para el estudio poblacional, debido a su capacidad para inducir un
cambio de aminoacido dentro de la estructura de la proteina. En total, 104 muestras
de ADN procedentes de animales pertenecientes a 5 poblaciones porcinas fueron
utilizados para realizar el estudio poblacional, los animales se estudiaron de forma

global y divididos en dos grupos poblacionales (30 Jabalies/74 Domésticos).

En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos del calculo de
frecuencias alélicas para cada uno de los loci SNP detectados en los genes NOD1 y
NOD?2, donde su observa claramente la escasa variabilidad genética de los NLR en la

poblacién de jabalies, detectindose solamente cuatro loci polimérficos de los trece
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identificados. De manera general, los valores de las frecuencias obtenidas para el
alelo menor en cada uno de los loci estudiados, revelaron un mayor grado de
polimorfismo en la poblacion de cerdos domésticos tanto a nivel de la region

promotora como de la secuencia codificante de los genes NLR.

Frecuencias alélicas de los polimorfismos en los genes NOD
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Figura 30. Frecuencia del alelo menor de los polimorfismos en los genes NLR porcinos. Los resultados

mostrados corresponden al andlisis global y a las frecuencias por grupos poblacionales.

La busqueda de alelos privados indico que las variaciones genéticas: NOD1
(SNP1, SNP2, SNP3, SNP5, SNP6, SNP COD1) y NOD2 (SNP2, SNP COD12,
SNP COD13) son exclusivas de los cerdos domésticos. En el caso de la poblacion de
cerdos domésticos, las frecuencias del alelo menor fluctuaron entre 0,014 (NOD2
SNP2) a 0,223 (NOD1 SNP2), mientras que en el analisis global las frecuencias
variaron entre 0,010 (NOD2 SNP2) a 0,159 (NOD1 SNP2).

La prueba de equilibrio Hardy-Weinberg reveld6 que a excepcién de los

SNPs: NOD1 SNP2, NOD2 SNP2, NOD2 SNP3, NOD2 SNP COD5 y NOD2 SNP
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COD12, el resto de loci mostraron valores significativos (p<0,05) y por tanto se

encontraron en desequilibrio.

En lo referente a los valores de heterocigosidad y numero efectivo de alelos,
se observaron marcadas diferencias entre las poblaciones de jabalies y cerdos
domésticos (Tabla 10), obviamente influenciadas por la casi escasa presencia de loci
polimorficos en jabalies. En los cerdos domésticos los valores promedio de He y Ho
fueron de: He= 0,208 + 0,034/Ho= 0,141 + 0,043 (NODI) y He= 0,204 =
0,0365/Ho= 0,173 + 0,0370 (NOD2), mientras que en los jabalies los valores
medios fueron bajos en todos los casos: He= 0,004 + 0,004/Ho= 0,004 + 0,004
(NOD1) y Ho= 0,077 + 0,046/He= 0,079 £ 0,040 (NOD2).

Un resultado similar se observo en los valores medios del numero efectivo
de alelos, donde los cerdos domésticos presentaron valores de Ne= 1,277 + 0,056
(NOD1I), 1,267 + 0,051 (NOD?2) y los jabalies de 1,005 + 0,005 en NOD1 y 1,097 +
0,0503 en NOD2.

Los resultados del calculo de heterocigosidad, nimero efectivo de alelos y
Fsr en el total de individuos, asi como en el anlisis comparativo de los grupos

poblacionales domésticos y jabalies se muestran de forma detallada en la Tabla 9.

El valor de diferenciacion genética expresado como Fgr para el total de los 7
loci analizados en el gen NOD1 fue de 0,060+0,017, mientras que el valor medio de
Fsr para el total de los 6 SNP analizados en el gen NOD2 fue de 0,030 + 0,0129,
resaltando que en el caso del SNP3, con una frecuencia superior a 0,130 en jabalies

y cerdos domésticos, mostrd un Fsr de 0,0 entre ambos grupos poblacionales.
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Tabla 9. Valores de He, Ho, Ne y Fsr entre los cerdos domésticos y jabalies (NODI y

NOD2).
Gen Locus Domésticos Jabali Fer
Ne Ho He Ne Ho He

SNP1 1,100 0,041 0,091 1,000 0,000 0,000 0,025
SNP2 1,530 0,365 0,347 1,000 0,000 0,000 0,125
SNP3 1,366 0,087 0,268 1,000 0,000 0,000 0,087

NOD1 SNP4 1,153 0,057 0,133 1,035 0,034 0,034 0,017
SNP5 1,272 0,162 0,214 1,000 0,000 0,000 0,065
SNP6 1,175 0,081 0,149 1,000 0,000 0,000 0,042
SNP COD1 1,340 0,193 0,254 1,000 0,000 0,000 0,081
SNP1 1,310 0,164 0,236 1,105 0,033 0,095 0,022
SNP2 1,027 0,027 0,027 1,000 0,000 0,000 0,007

NOD2 SNP3 1,322 0,284 0,244 1,301 0,267 0,231 0,000
SNP COD5 1,363 0,217 0,267 1,175 0,162 0,149 0,014
SNP COD12 1,334 0,224 0,250 1,000 0,000 0,000 0,079
SNP COD13 1,248 0,121 0,199 1,000 0,000 0,000 0,059

Ne = Numero efectivo de alelos. Ho =

Heterocigosidad observada. He = Heterocigosidad esperada.

Por otro lado, el analisis de varianza (AMOVA), realizado sobre cada una de

las regiones promotoras de los genes NLR, asi como en la secuencia codificante del

gen NOD2 (Figura 31), indicé que el porcentaje de variacion genética determinado

por las diferencias entre las poblaciones correspondié al 9% en el promotor NODI,

disminuyendo hasta el 1% en el promotor NOD2, e incremento hasta el 7% en la

secuencia codificante de NOD2.

Promotor NOD1

Entre poblaciones
9%

61%

Promotor NOD2

1%

Entre poblaciones

Sec. codificante NOD2

Entre md\wduus
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Figura 31. Andlisis de varianza molecular entre cerdos domésticos y jabalies (NOD1 y NOD2).

Resultado de la prueba de AMOVA realizada en cada regién genémica estudiada entre los dos grupos

poblacionales.
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Finalmente, el analisis poblacional reveld la existencia de 10 haplotipos en
las region promotora de NOD1 y 4 en el promotor NOD2, y un total de 6 diferentes
haplotipos en la secuencia codificante del gen NOD2. En la Tabla 10 se pueden
observar las combinaciones alélicas calculadas en cada caso, asi como sus frecuencias

en las poblaciones.

Tabla 10. Haplotipos y frecuencias haplotipicas en NODI y NOD2.

Gen Region Haplotipo Frecuencia Frecuencia
Global Domésticos Jabalies
GGCGGC 0,401 0,592 0,983
GACGGC 0,099 0,182 -
GGTAAA 0,093 0,054 -
GGTGGC 0,070 0,035 -
NODI1 Promotor GGCGAC 0,036 0,036 -
AGCGGC 0,035 0,030 -
GATAAA 0,028 0,020 -
GGTAGC 0,020 - -
GATGGC 0,018 0,014 -
AGTGGC 0,017 0,014 -
CGG 0,774 0,743 0,842
Promotor CGA 0,121 0,120 0,115
TGG 0,093 0,115 0,042
TAA - 0,014 -
NOD2 AAA 0,838 0,791 0,919
GAA 0,055 0,035 0,081
Secuencia GGG 0,047 0,077 -
codificante GGA 0,026 0,043 -
AAG 0,016 0,027 -
AGA 0,012 0,019 -

De los 10 diferentes haplotipos calculados en el promotor NODI, la
combinacion GGCGGC fue la més frecuente entre los dos grupos poblacionales,
mientras que de las nueve restantes, ocho fueron tnicas para la poblacion de cerdos
domésticos, confirmando la elevada variabilidad del promotor NODI en dichos
ejemplares con relacion a los jabalies. En el caso de los haplotipos calculados en
NOD2, solamente una de las combinaciones alélicas observadas en la region

promotora se presenté de forma exclusiva en la poblacién de cerdos domésticos
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(TAA). Por otra parte, en la secuencia codificante, la poblacion de jabalies mostrd
unicamente dos haplotipos (AAA= 0,919/GAA= 0,081), mientras que en los cerdos
domésticos el 79% de las frecuencias haplotipicas recay6 en la combinacion AAA,

repartiéndose el 21% faltante entre las cinco combinaciones alélicas restantes (Tabla

10).

Por ultimo, el andlisis de desequilibrio de ligamiento arrojo valores
significativos entre ninguno de los polimorfismos. Por consiguiente, no se lograron
determinar bloques haplotipicos entre los SNP identificados. Aquellos haplotipos

con una frecuencia menor al 1% fueron excluidos del presente estudio.

4.4 Analisis funcional de polimorfismo situado en las regiones promotoras de los

genes NODI1y NODZ porcinos.

Se realizo el analisis funcional de dos polimorfismos identificados en las
regiones promotoras de los genes NODI1 y NOD2. Los SNP NOD1 -920G—A y
NOD2 -2393G—A fueron seleccionados debido a que afectan la secuencia de
union a factores de transcripcion en los promotores de dichos genes. Los niveles de
actividad luciferasa generados por las células CHO transfectadas con construcciones
de ADN recombinante conteniendo los fragmentos promotores con cada una de las
variantes alélicas de los SNP seleccionados, fueron medidos y comparados para

determinar la funcionalidad del polimorfismo.

Los resultados obtenidos en el analisis del SNP1 -920G—A, localizado en
un sitio de union al factor transcripcional ICSBP dentro del promotor NODI,
indicaron que la variante alélica -920A reduce significativamente (p=0,0107) la
expresion del gen reportero luciferasa en las células CHO (6,473 + 0,6906), con
respecto al valor de expresién observado en las células transfectadas con la variante
alélica -920G (10,32 + 0,4980). En la Figura 32 se ilustran con mas detalle los
resultados obtenidos en el analisis funcional del SNP1 -920G—A.
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Figura 32. Andlisis funcional de la variacion NOD1 SNP1 -920G —A. Comparacién de los valores

de actividad luciferasa relativa generados por las variantes alélicas del polimorfismo (*p<0,05).

Por otro lado, en la Figura 33 se muestran los resultados obtenidos en el
andlisis del efecto potencial del polimorfismo SNP3 -2393G—A sobre la actividad
promotora del gen NOD2 porcino. La variante alélica minoritaria -2393A, que
genera un sitio de union al factor transcripcional CEBP, ocasiond un incremento
significativo (p=0,0201) en la expresion del gen reportero luciferasa (16,13 + 1,450)
en aquellas células transfectadas con dicha construccion, en relacion con los niveles
de expresion mostrados por las células transfectadas con la variante alélica

mayoritaria -2393G (10,36 + 0,5239), la cual conserva el sitio de unién al factor de

0 5 10 15 20 25
Actividad luciferasa relativa

Figura 33. Andlisis funcional de la variacion NOD2 SNP3 -2393G —A. Comparacién de los

valores de actividad luciferasa relativa generados por las variantes alélicas del SNP (*p<0,05).
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Discusion

Los receptores del sistema inmune innato desempefian un papel vital
dentro del organismo, al detectar de forma oportuna una gran variedad de
componentes estructurales altamente conservados en los microorganismos
patégenos, desencadenando una cascada de sefalizacion intracelular que permite al

organismo hospedador generar una respuesta antimicrobiana.

De los receptores inmunes innatos identificados en la actualidad, las
moléculas TLR2, TLR4, TLR5, NOD1 y NOD?2 resultan de gran interés debido a su
capacidad para reconocer diversos patrones moleculares de la inmensa mayoria de
bacterias Gram- y Gram+. Asimismo, gracias a su ubicacién celular, los TLR y NLR
establecen dos lineas de defensa antimicrobiana. La primera, de tipo extracelular
estd representada por los TLR 2, 4 y 5, mientras que la segunda linea de defensa est4
representada por los receptores intracelulares NOD1 y NOD2, permitiendo detectar
cualquier patégeno aun cuando este sea capaz de evadir el reconocimiento
extracelular. Es por esta razon que el anilisis de las variaciones genéticas presentes
en cada uno de los receptores inmunitarios innatos resulta esencial para
comprender y determinar los patrones de resistencia o susceptibilidad a las

enfermedades entre las poblaciones porcinas.

En el presente trabajo de tesis doctoral, se llevo a cabo el andlisis predictivo
de las regiones promotoras de los genes TLR2, TLR4, TLR5, NODI1 y NOD2,
indicindose los posibles mecanismos de regulacion transcripcional. Posteriormente
se realiz6 la busqueda de variaciones genéticas en las regiones promotoras y
secuencias codificantes de los genes TLR y NLR. Los polimorfismos identificados se
analizaron poblacionalmente en cerdos domésticos y jabalies con el objetivo de
determinar las diferencias en los patrones de variabilidad genética entre ambos
grupos poblacionales. Finalmente, se evalué el efecto potencial de una serie de
polimorfismos sobre la expresion génica y la funcion de reconocimiento de

patogenos de las proteinas receptoras.
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1 ELEMENTOS DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL EN LOS PRR.

Como parte inicial del estudio del polimorfismo en los genes TLR y NLR, se
realizd el andlisis predictivo de los elementos cis-reguladores presentes en las
regiones promotoras de cada uno de los genes examinados, confirmando su

funcionalidad como promotor de la expresién génica en cada caso.

Los resultados obtenidos en el anilisis predictivo revelaron la presencia de
elementos transcripcionales comunes entre las cinco regiones promotoras
estudiadas, pero también, la existencia de elementos cis-reguladores particulares en
cada uno de los genes, sugiriendo que la actividad transcripcional de cada gen esta
regulada mediante la formacion de diferentes complejos transcripcionales, pero con
algunos elementos de regulacion inducibles comunes, involucrados en la respuesta

inmune.
1.1 Regulacion de TLR2 porcino dependiente de SP1.

Entre los descubrimientos mas relevantes realizados en la regién promotora
del gen TLR2 porcino, resaltan los multiples sitios de unién a factores SP1 (proteina
estimuladora 1) y KLF (factor Kriieppel) adyacentes a elementos GC-Box, todos
ellos situados en la porcién mds cercana al inicio del primer exdn, entre las bases -
70 a -1. Esta porcion del promotor TLR2 porcino mostré ademds un incremento en
el contenido de GC (68%: -100 a -1 pb) con respecto a lo observado en el resto de
la secuencia promotora, lo que en conjunto sugiere que el nucleo de la region
promotora del gen TLR2 se localiza en esta zona rica en GC, siendo la regulacion de

la expresién génica de tipo dependiente de la activacién por SP1 (Figura 1).

En este sentido, el mecanismo de regulacion dependiente de la activacion
por SP1 ha sido reportado previamente en algunos genes como en el caso del gen

VEGF (Vascular endothelial growth factor), un factor angiogénico cuya region
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promotora proximal presenta multiples sitios de union a SP1 y en el cual se ha
observado que sus niveles de expresiéon estin altamente correlacionados con la
expresion de SP1 a nivel celular (Shi et al., 2001). Otros autores han reportado que
el factor transcripcional ubicuo SP1 es capaz de estimular la transcripcién de una
amplia gama de genes en mamiferos (Lania et al., 1997, Safe y Abdelrahim, 2005),
como en el caso de las quinasas Ku70 y Ku80, cuya expresion constitutiva es
regulada mediante el reconocimiento e interaccién del factor transcripcional SP1

con las regiones promotoras proximales ricas en GC de dichos genes (Hosoi et al.,

2004).

Promotor TLR2
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Figura 1. Regulacion de la actividad transcripcional de TLR2 porcino. En la figura se muestra el
fragmento del promotor comprendido entre las bases —1 a -500, en él se indica el sitio de unién
sugerido para el completo transcripcional basal del promotor TLR2 (zona gris), asi como los diferentes

elementos de regulacién inducibles presentes en la region mds cercana al inicio de la transcripcién.

Otro dato revelador de la importancia del factor SP1 como activador de la
expresion génica, radica en que SP1 es capaz de interactuar directamente con
factores asociados a TBP (TAFs) y otros co-factores nucleares de transcripcion basal
(Safe y Abdelrahim, 2005), reclutando los componentes del complejo pre-iniciador
de la transcripcién. Por otro lado, la presencia de sitios de union a KLF en la region
promotora del gen TLR2, podria representar un mecanismo de regulacion negativa,

reprimiendo la expresion génica, ya sea mediante interacciones represoras proteina-
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proteina, o bien al competir con el factor SP1 por los sitios diana (Manley et al.,

1996, Cao et al., 2005).

La identificacion de factores transcripcionales inducibles, relacionados con
la respuesta inmune (STAT, CEBP, IKRS, PAX5, ETSF, HOXC, HOXF, ZF02,
NF«B), sugiere que dichos factores representan elementos de regulaciéon variable,
debido a su naturaleza inducible y a su capacidad de interactuar funcionalmente con
el complejo SP1/GC-Box/TAFs, como en el caso de la interaccion SP1-NF«B rico
en G, descrito en el gen CYP3A7 (Saito et al., 2001), activando de forma sinérgica la
transcripcion de los genes diana, pudiendo variar dependiendo del factor que
interactie con el complejo (Bouwman vy Philipsen, 2002), proporcionando

flexibilidad a la expresion del génica.

1.2 El elemento TBP/TFIID como principal activador de la expresion del gen
TLR4.

En lo referente al analisis predictivo de la regiéon promotora del gen TLR4
porcino, al resultado reveld un alto contenido de AT en la secuencia analizada, algo
usual en genes regulados por la secuencia canénica TATA-Box. Sin embargo, al
igual que en el promotor TLR4 humano, donde se ha reportado la ausencia del
elemento TATA-Box (Lichtinger et al., 2007), el promotor TLR4 porcino carece de
dicho elemento. En cambio, cuenta con una atipica secuencia TBP asociada al
factor transcripcional general TFIID, en la porcién cercana al inicio del primer exon
(-61 a -52), sugiriendo que las funciones del elemento TATA-Box en TLR4 porcino

son realizadas por esta atipica secuencia TBP relacionada con el factor TFIID.

La existencia de una secuencia TBP/TFIID cercana al inicio del primer
exén sugiere que dicho elemento representa el componente principal para el
reclutamiento de los elementos que componen la maquinaria de transcripciéon basal

en la region promotora del gen TLR4 porcino, ya que se ha reportado que la
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presencia de una secuencia TBP cercana al sitio de inicio de la transcripcion es
suficiente para activar la maquinaria transcripcional mediante el reclutamiento de la
proteina de unién a TATA y TAFs, en promotores carentes de TATA-Box (Manley
et al.,, 1996). La interaccion de TBP/TFIID con la secuencia promotora provoca el
reclutamiento de los elementos del complejo transcripcional TFIIB, TFIIF vy la
holoenzima ARN polimerasa II (Cooper, 2000), sugiriendo que la secuencia
TBP/TFIID desempefa un papel fundamental en la activacion de la transcripcion

del gen TLR4 porcino (Figura 2).
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Figura 2. Regulacién de la actividad transcripcional de TLR4 porcino. La figura muestra la
localizacién del elemento TBP/TFIID sugerido como el sitio de reclutamiento del completo

transcripcional basal externo al promotor TLR4.

Por otro lado, la identificacion de sitios de unién a otros factores de
transcripcion especificos (NFAT, CEBP, STAT), cercanos a la secuencia TBP,
ademas de las secuencia diana para factores relacionados con la regulacion del
sistema inmune (AP1, IKRS, ETSF, ARID, FKHD, NF«kB), indican que estos
elementos podrian ser los encargados de mediar la asociacion de TBP al promotor,
mediante su interaccién con la secuencia de ADN vy otros elementos reguladores,
como en el caso del factor ETSF capaz de interactuar con AP1 para mediar la
expresion génica (Sakurai et al., 2013), o el factor NFAT, del cual se observaron un

gran numero de sitos diana, capaz de interactuar con otros factores tales como
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OCT1, APl y CEBP para formar un complejo potenciador (enhancer) e
incrementar la expresion génica (Chuvpilo et al., 1993, Yang y Chow, 2003). Por
otra parte, se ha observado que la supresiéon de algunos elementos como el factor
NFAT en algunos promotores como el del gen IL-4, tiene un efecto daiiino sobre la

expresion génica (Klein-Hessling et al., 1996).
1.3 TLR5 porcino, regulaciéon mediada por el complejo CpG-XCPE-SP1.

En el caso del anilisis de la region promotora del gen TLR5 porcino, la
caracteristica mas relevante residio en la presencia de una isla CpG, a una distancia
de 166 pb del sitio de inicio de la transcripcion, la cual ademas de estar relacionada
con la regulacion epigenética de la expresion génica mediante la metilacion de los
residuos C’ en regiones ricas en GC, también ha sido descrita como promotor de la

actividad transcripcional en genes carentes de secuencia TATA-Box consenso

(Deaton y Bird, 2011).

La identificacion de las secuencias diana para SP1 y TFIID, el numero
elevado de sitios de union a ZF02, incluyendo elementos ricos en GC, sugieren en
gran medida que todos estos elementos se asocian con la isla CpG detectada,
formando un complejo de regulacién transcripcional en el gen TLR5 porcino
(Figura 3). No obstante, la presencia de elementos XCPE, generalmente observados
en promotores carentes de TATA-Box. XCPE es capaz de inducir por si solo un
nivel basal de actividad transcripcional, pero en cooperacion con otros activadores
como NRF y SP1 es capaz de generar altos niveles de actividad transcripcional. Otra
caracteristica peculiar de XCPE es que, a diferencia de SP1, puede ejercer su
actividad promotora independientemente de la ausencia o presencia de TFIID,
reclutando directamente TBP libre o el complejo de inicio de la transcripcion

completo (Tokusumi et al., 2007). Por lo que en conjunto, los elementos
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identificados sugieren un mecanismo de regulacion integrado por los elementos

XCPE-SP1-CpG.

Promotor TLR5
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Figura 3. Principales elementos reguladores de la transcripcién del gen TLR5 porcino. En la figura se

indica el posible sitio de reclutamiento del complejo transcripcional basal (zona gris).

Ademas de los elementos previamente mencionados, también fueron
identificados posibles sitios de uniéon a factores de transcripcién comutnmente
encontrados en las regiones promotoras de genes involucrados en la respuesta
inmune, sugiriendo una alta capacidad reguladora de esta region rica en GC, sobre
la actividad transcripcional del gen TLR5 porcino (Kielland y Carlsen, 2010,
Walters et al., 2013, Burke et al., 2014).

1.4 Regulacion de NODI mediada por el elemento CpG.

En el caso del gen NODI porcino, su region promotora mostrd
caracteristicas similares a las observadas en el promotor TLRS, identificindose una
isla de regulacion epigenética CpG cercana al inicio del primer exén. La presencia
de una isla CpG sumada al descubrimiento de multiples sitios diana para SP1, NRF,
ETSF y E2FF en la region préxima al primer exon, sugieren en gran medida que la
isla CpG detectada desempefia una funcién promotora en la region 5’ flanqueante

del primer exén en el gen NODI, ya que ha sido descrito que las islas CpG,
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enriquecidas con los factores transcripcionales previamente mencionados, tienen la

capacidad de llevar a cabo funciones promotoras en el genoma de los mamiferos

(Deaton y Bird, 2011).

Aunado a lo anterior, la identificacion de multiples sitios diana para el
factor transcripcional general SP1 en la porcion més cercana al inicio del primer
exdn, sugiere que este factor podria actuar como un reclutador de TAFs en el
promotor NOD1 carente de TATA-Box y regular la expresién del gen. (Butler y
Kadonaga, 2002, Singh et al., 2012). La presencia de multiples sitios de unién a SP1
relacionados con los elementos ricos GC, sugieren un mecanismo de activacion
similar al propuesto para el gen TLR2, con el factor SP1 dirigiendo la maquinaria
basal para la formacién del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion, aunque
la presencia de la isla CpG puede en este caso ser determinante en la regulacién de
final de la expresion del gen NOD1 porcino (Smale y Kadonaga, 2003). La Figura 4

indica el mecanismo de activacidn transcripcional sugerido en el presente trabajo.
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Figura 4. Esquematizacion de la regulacion transcripcional del promotor TLRS porcino. Al igual que
en el promotor TLR5, en el promotor NOD1 destaca la presencia de la isla CpG cercana al sitio de

inicio de la transcripcién.
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1.5 Regulacién transcripcional NFkB-dependiente en NODZ porcino.

Finalmente, a diferencia de las regiones promotoras de los genes
anteriormente discutidos, el promotor NOD2 porcino no mostré la presencia de
alguno de los elementos clave en la regulacion de la expresion génica isla CpG, o
motivos CEBP, TBP y TFIIL. Sin embargo, la identificacion de un elevado numero
de sitios de union al factor transcripcional NFxB, sugiere que dicho factor
desempefa funciones criticas en la regulacion del gen NOD2 porcino. Esto es
respaldado por el rol esencial que desempefia este factor transcripcional en la
regulacion de la transcripcion del gen NOD2 humano. Datos experimentales
sugieren una regulacion positiva entre el gen NOD2 humano y el NFxB durante la

respuesta a la invasion patogénica (Hu et al., 2010).

A pesar de que se detectaron sitios de unién a SP1, se ha demostrado que el
factor NFkB es capaz de regular la expresion génica, mediante la activacion de la
maquinaria promotora y el reclutamiento de los elementos que conforman el
complejo transcripcional atin en ausencia del factor de transcripciéon SP1 (Amir-
Zilberstein et al., 2007). Por lo tanto, el anilisis in silico sugiere que el NFkB

simboliza el principal elemento regulador de la expresion del gen NOD2 porcino

(Figura 5).
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Figura 5. Regulacion de la actividad promotora del gen NOD2 porcino mediada por el elemento

NF«B.
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1.6 Funciones similares con diferentes mecanismos de regulacion transcripcional.

Uno de los datos mads relevantes observados en el anilisis predictivo de las
regiones promotoras fue la ausencia de secuencia TATA-Box consenso en los cinco
genes examinados. Este hallazgo resulta hasta cierto punto comprensible dado que
aproximadamente un 76% de los promotores de genes humanos carecen del
elemento canénico TATA-Box, siendo ademas regiones promotoras con un alto
contenido de GC, enriquecidas con sitios de union al factor transcripcional SP1
(Yang et al., 2007). La ausencia de TATA-Box, estd vinculada con la expresiéon de
genes constitutivos involucrados en procesos bésicos del organismo, lo cual tendria
relacién con la funcién de vigilancia desarrollada por los receptores del sistema
inmune innato. No obstante, la observacién de sitios de unién a factores
transcripcionales inducibles demuestra que a pesar de ser expresados de forma
constitutiva, sus niveles de expresion pueden variar en funciéon de estimulos

externos, tal como sucede en genes que contienen TATA-Box.

Los resultados del analisis predictivo permitieron deducir que a pesar de
observarse elementos de cis-regulacion comunes entre cada uno de los genes,
existen diferencias en el mecanismo de reclutamiento y activacion de la maquinaria
de transcripcion basal, representadas por la presencia de elementos particulares en

cada uno de los promotores.

De esta forma, los hallazgos realizados en las regiones promotoras sugieren
que la activaciéon transcripcional basal del gen TLR2 es del tipo dependiente del
factor SP1 (Figura 1), mientras que en los genes TLR5 y NOD1, activados por XCPE
y SP1, estan fuertemente influenciados por la presencia de islas CpG (Figuras 3 y 4).
La presencia de las islas de regulacion epigenética CpG representa dreas
potencialmente susceptibles a ser modificadas mediante metilacion por condiciones

medioambientales. Por otra parte, el gen TLR4 presenta una regién promotora
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caracteristica de genes regulados por el elemento TATA-Box, reemplazado por un
elemento TBP/TFIID atipico (Figura 2). Por ultimo, el gen NOD2 porcino presenta
una regién reguladora caracterizada por la presencia de multiples sitios de union a
NF«kB y SP1 (Figura 5). Estas diferencias podrian estar relacionadas con la funcion y
localizacion de cada uno de los receptores, permitiéndole ademds a las células
expresar receptores mediante diferentes mecanismos. Finalmente, la presencia de
sitios de union a factores de transcripcion inducibles, relacionados con la respuesta
inmune, capaces de asociarse a otros elementos reguladores le otorga una cierta
flexibilidad a la actividad transcripcional de las regiones promotoras dependiendo

de qué factores interactien en dicho proceso.

2 IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS

Las secuencias codificantes y promotoras de los genes TLR y NLR mostraron
una alta variabilidad genética. En total se detectaron 57 variaciones genéticas
(TLR2= 8, TLR4= 7, TLR5= 16, NOD1= 8 y NOD2= 18), de las cuales 55 se trataron

de variaciones tipo SNP y 2 de variaciones de tipo Indel.

La localizacion gendmica de las variaciones genéticas detectadas indicoé que
de las 57 variaciones identificadas, 29 se presentaron a nivel de regiones promotoras
(TLR2= 5, TLR4= 6, TLR5= 9, NODI= 6 y NOD2= 3) y 28 en secuencias
codificantes, de las cuales la gran mayoria se observaron en la secuencia codificante

del gen NOD2 (15).

Otro dato percibido mediante la identificacion de polimorfismos fue el
elevado ntmero de mutaciones no sinénimas observadas, ya que de los 28
polimorfismos identificados en las secuencias codificantes, 11 correspondieron a
SNP no sinénimos, de los cuales 4 afectaron dominios LRR involucrados en la

funcién de reconocimiento de patdgenos desarrollada por los TLR.
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Este dato coincide con la informacion reportada en la base de datos de SNP
del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), donde se puede observar que un
gran numero de las variaciones localizadas en las secuencias codificantes se
corresponden a SNP no sinénimos. Cuando comparamos la distribucién de las
mutaciones no sinénimas dentro de la estructura de las proteinas TLR, se observo
que todos los SNP no sinénimos se ubicaron en el dominio extracelular, no

observandose variabilidad en los dominios intracelulares o transmembranarios,

similar a lo reportado en la base de datos de SNP (Tabla 1).

Tabla 1. SNP reportados en la base de datos del NCBI (01/05/2014).

Gen Especies (niimero de SNP reportados) SNP SNP Dominio
reportados N/S DEC TM DIC (TIR)
TLR2 Raton (41), Perro (3), Oveja (71), 142 63 48 1 14 (12)
Cerdo (27).
TLR4 Bovino (32), Ratén (40), Perro (12), 188 89 79 1 10 (6)
Oveja (87), Gallo (5), Cerdo (11),
Rata (1).
TLR5 Perro (4), Oveja (52), Gallo (3), Cerdo 89 39 33 1 5(4)
(30)
LRR NACHT CARD
NOD1 Bovino (18), Ratén (51), Oveja (18), 117 35 10 6 3
Rata (30).
NOD2 Bovino (15), Perro (18), Oveja (32). 65 35 6 2 10

SNP N/S: SNP no sinénimos; DEC: Dominio extracelular; TM: Region transmembranaria; DIC:

Dominio intracelular

En el caso de los polimorfismos de las secuencias codificantes de los genes
NOD, Josaki y colaboradores (2009) identificaron un total de 11 polimorfismos no
sinénimos en la secuencia codificante del gen NOD2 porcino, 1 de los cuales se
ubicé en un dominio CARD, 3 en el dominio NACHT y 4 en dominios LRR,
contrario a los resultados reportados en la base de datos del NCBI (Tabla 1) y a los
resultados obtenidos en el presente trabajo. Sin embargo, este hecho debe tomarse

con cautela debido a que por la complejidad de la estructura de los genes, solo se
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llevo a cabo la busqueda de variaciones en dos de los nueve y once exones que
conforman los genes NOD1 y NOD2 respectivamente, excluyendo una gran parte de

los dominios LRR de dichos receptores.

La elevada variabilidad observada en los dominios extracelulares ha sido
sugerida previamente en estudios realizados en genes TLR de mamiferos, en los
cuales se ha observado que el mayor ntimero de SNP no sinénimos identificados se
presentan principalmente en los dominios de unién al ligando, mientras que los
responsables de la dimerizacion y sefializacion (TIR), suelen ser mas conservados
(Shinkai et al., 2006, Nakajima et al., 2008, Wang et al., 2008, Uenishi et al., 2012),
sugiriendo que la presencia de polimorfismos estd estrechamente vinculada con la

funcién realizada por cada uno de los dominios.

Por otro lado, la elevada tasa de variabilidad genética observada en las
regiones promotoras pone de manifiesto el papel relevante de los polimorfismos
sobre la regulacién de la expresiéon génica. Estudios realizados en organismos
simples han sugerido que las diferencias en la expresion génica producto de la
variacion en la regulacion de la transcripcion han jugado un rol trascendental en las
enfermedades y la evolucion de la diversidad molecular y morfologica de los

organismos (Yan y Zhou, 2004).

Asimismo, la elevada variabilidad observada en las regiones promotoras y
secuencias codificantes de los genes PRR podria ser el resultado de varios factores,
incluyendo el enfrentamiento constante a los agentes patégenos a lo largo del
tiempo, como una forma de seleccién evolutiva del fenotipo, y otros factores
demograficos como la deriva genética y la formacién de cuellos de botella, o bien
factores socio-econdmicos como los cambios en los sistemas productivos y la

introduccion de poblaciones exoticas realizada por el ser humano.
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3 ESTUDIO POBLACIONAL

Los datos obtenidos en el estudio poblacional de las variaciones genéticas
identificadas en las regiones promotoras y los SNP no sinénimos de los genes TLR y
NLR, revelaron un mayor nivel de variabilidad genética en los cerdos domésticos. A
diferencia de la poblaciéon de jabalies la cual presenté un gran ntmero de loci
monomorficos, entre los que se encuentran los SNP de las secuencias codificantes
de los genes TLR2, TLR4 y NOD1, cinco de los seis SNP detectados en el promotor
NOD1 y cuatro de los seis SNP detectados en el gen NOD2, la poblacién de cerdos
domésticos presentd todas las variantes alélicas de cada una de las variaciones

genéticas analizadas.

Al analizar detalladamente los resultados de las frecuencias alélicas de cada
uno de los polimorfismos, se obtuvieron datos interesantes. Asi, en el caso de la
region promotora del gen TLR4 y la secuencia codificante del gen TLRS5, las
frecuencias mas altas para el alelo menor se observaron en la poblacién de jabalies,
sugiriendo que la aparicién de las variaciones genéticas en dichas regiones
gendmicas ocurrié previamente a la domesticaciéon y han permanecido a lo largo del

proceso evolutivo.

Por otro lado, con excepcidon del gen TLR2, en el cual no se observd un
patrén  definido en las frecuencias del alelo menor entre los dos grupos
poblacionales, en el resto de las regiones promotoras y codificantes analizadas, las
frecuencias del alelo menor fueron mas altas para la poblacion de cerdos
domésticos. Este hecho, sumado a la presencia de alelos privados (variantes alélicas
Unicas en la poblacion) en los cerdos domésticos podria ser explicado por la
sugerencia de que la generacién de nuevos alelos es el resultado de un proceso
evolutivo, originado por las diversas condiciones medio ambientales bajo las cuales

han vivido los cerdos y a la mezcla genética (genetic admixture) resultado del
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intercambio de alelos ventajosos o no, a lo largo del tiempo (Uenishi et al., 2012).
Este material genético se han ido incorporando a las razas comerciales a través de
cruzamientos con diferentes razas, convirtiendo a los cerdos domésticos en un

mosaico de diferentes poblaciones (Ojeda et al., 2006).

La diversidad genética entre los dos grupos poblacionales estudiados se
determiné en términos de heterocigosidad esperada y observada. En este sentido,
los valores de heterocigosidad esperada variaron en cada uno de los genes
estudiados, observindose el valor medio mas alto en el gen TLR5, tanto en cerdos
domésticos como en jabalies, mientras que el valor medio mas bajo de
heterocigosidad esperada se observé en el gen NOD1 para la poblacion de jabalies, y

en el gen TLR4 en el caso de los cerdos domésticos.

Estas diferencias en los valores de heterocigosidad esperada podrian ser el
efecto de las condiciones medio ambientales sobre las poblaciones porcinas. En
particular, por los agentes patégenos que representan un posible factor de seleccion
que mantiene la diversidad alélica, tal como se ha sugerido en un estudio realizado
sobre la variabilidad del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en lobos,
donde se observd una relacion entre la susceptibilidad a padecer enfermedades
autoinmunes o infecciones parasitarias, con el nivel de heterocigosis en el MHC. En
el caso del MHC, un elevado nivel de homocigosis ha sido asociado con un mayor
riesgo a padecer enfermedades (Niskanen et al., 2014). No obstante, es necesario
realizar un estudio mas amplio del nivel de heterocigosis en los PRR vy la
susceptibilidad a padecer procesos infecciosos para determinar su papel en las

poblaciones porcinas.

El valor estimado de Fsr, como medida del grado de diferenciacion entre
poblaciones, varié entre 0,019 (TLR2) y 0,060 (NOD1), con una media global de

0,030. De acuerdo con la clasificacion propuesta por (Barreiro et al., 2008), los
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niveles de diferenciacion obtenidos a través de los valores de Fsr pueden
considerarse de moderados a bajos. Sin embargo, la variacion en los valores de Fsr
por cada uno de los genes sugiere que los efectos medioambientales, posiblemente a
través de los agentes patdgenos, han ejercido una fuerte influencia en la
diferenciacion de las poblaciones domésticas vy silvestres, haciendo que las
diferencias varien en funcién del tipo de receptor involucrado. De esta forma se
puede inferir que la diversificacion de las poblaciones porcinas también se ha
desarrollado mediante una seleccion positiva en funciéon del tipo de patdgeno

presente en el medio.

En cuanto a los valores del AMOVA, los porcentajes més altos de varianza
molecular por regiones gendmicas entre las poblaciones se observaron en los
promotores NOD1 y TLR4, asi como en las regiones codificantes de los genes TLR5
y NOD2. Por el contrario el menor nivel de varianza se presentd en las regiones
promotora y codificante del gen TLR2, asi como en el promotor NODI,

confirmando los datos obtenidos mediante el calculo del estadistico Fqr.

Finalmente, el analisis poblacional mostré un equilibrio de ligamiento entre
los polimorfismos de cada region génica cuando se realizo el analisis de haplotipos.
Esto podria estar indicando la existencia de una alta variabilidad entre las
poblaciones porcinas sin el efecto producido por la seleccion hecha por el hombre,
lo cual también fue confirmado al considerar cada haplotipo como una variante

alélica, sumado a los valores de heterocigosidad y frecuencias alélicas observadas.

4 FUNCIONALIDAD DE LAS VARIACIONES GENETICAS EN LAS
REGIONES PROMOTORAS

La funcionalidad de los polimorfismos en la regulacion de la transcripcion
génica fue confirmada mediante un modelo in vitro, sobre aquellos polimorfismos

que en el analisis predictivo demostraron modificar la secuencia de union a algun
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factor transcripcional de relevancia en la expresion de los genes PRR, o bien
producir un cambio en el patrén transcripcional en el caso de las variaciones de tipo
Indel. En total se seleccionaron 5 SNP (un SNP por cada promotor estudiado), asi

como las 2 Indel identificados en el promotor del gen TLR5 porcino.

4.1 La presencia del SNP -103G—A reduce la actividad promotora de 7LRZ

mediante la interrupcion de la interacciéon PAX5-ADN.

De acuerdo con el andlisis predictivo realizado sobre la regidon promotora
del gen TLR2 porcino, el SNP4 -103G—A se ubica dentro de una secuencia
identificada como posible sitio de union al factor transcripcional PAXS5, localizada
cerca de la zona rica en GC del promotor TLR2 porcino, donde se localizan los
principales elementos reclutadores del complejo de pre-iniciacion de la
transcripcion (SP1/GC-Box/TAFs), lo cual sugiere que el factor PAX5 desempefa
una funciéon importante en la regulacién de la formacién del complejo
transcripcional, ya que se ha descrito que PAX5 interactiia con proteinas de la
maquinaria transcripcional basal, principalmente con la proteina de unién a TATA,

para regular la transcripcion génica (Cobaleda et al., 2007).

PAXS5 pertenece a una familia de factores de transcripcién involucrados en
el control de la diferenciacién de tejidos y el desarrollo de érganos, principalmente
en células del linaje B, donde cumple una funcion vital al controlar la identidad de
los linfocitos B a lo largo de su desarrollo. PAX5 presenta un rol dual al funcionar
como activador o represor transcripcional de diferentes genes diana responsables de
la maduracion y diferenciacién fenotipica de las células B (Nera et al., 2006,

Feldman y Dogan, 2007, Fazio et al., 2011).

Los datos anteriores sugieren que la disminucién de la actividad luciferasa
mostrada en las células transfectadas con el fragmento promotor del gen TLR2

conteniendo el alelo -103A comparada con aquella observada utilizando la variante
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alélica -103G, podria deberse a la pérdida de la secuencia de union al PAX5, ya que
como se ha mencionado previamente, PAX5 es capaz de interactuar con
componentes de la maquinaria transcripcional basal, regulando la expresion génica.
La expresion de TLR2 en linfocitos T y B (Farhat et al., 2008), demuestra que en el
caso del gen TLR2, PAX5 no ejerce una funcién represora, con lo cual su
implicacion en la transcripcion se da como elemento activador. La disminucion de
la expresiéon génica por la pérdida de interaccion del factor PAX5 con el gen diana
ha sido descrita previamente en diversos estudios (Nera et al., 2006, Cobaleda et al.,
2007, Fuxa y Skok, 2007, Lescale et al., 2010). Los resultados obtenidos indican que
aquellos animales conteniendo la variante alélica -103A pueden presentar una
disminuciéon de la expresion del gen TLR2, lo cual podria tener consecuencias

perjudiciales para los ejemplares conteniendo esta variante.

4.2 La alteraciéon del nucleo de bases conservadas para la unién del factor ETSF

disminuye la actividad transcripcional en 7LR4 porcino.

El analisis funcional del polimorfismo en la regiéon promotora del gen TLR4
se llevo a cabo sobre el SNP -280C—T, el cual demostré ser capaz de alterar la
actividad transcripcional del promotor TLR4, provocando una reduccién altamente
significativa de la expresion del gen reportero luciferasa mediante su variante alélica
-280T. Este resultado puede deberse a que su localizacion involucra una secuencia
diana para el factor transcripcional ETSF, el cual es un sitio de unién conservado
entre los promotores humano y porcino. La conservacion del factor de transcripcion
ETSF entre las secuencias ortélogas humana y porcina sugiere que dicho elemento
trans desempefa una funcién relevante en la activacién de la transcripcion, lo cual
concuerda con la reduccion de hasta un 44% de la expresion del gen reportero

luciferasa observada en el presente trabajo.
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El factor transcripcional ETSF pertenece a una familia de oncogenes cuya
caracteristica principal radica en la presencia de un dominio ETS (E-Twenty Six), el
cual es requerido para la union de la proteina a la secuencia especifica de ADN rica
en purina 5 -GGAA/T- 3’ (o complementaria). ETSF es reconocido por ser un
activador transcripcional, capaz de regular la transcripcion de aproximadamente 200
genes diana que contribuyen a diversos procesos biologicos tales como la apoptosis,
desarrollo y funcion de células inmunitarias, hematopoyesis, proliferacion y

migracion celular (Wasylyk et al., 1992, Clements et al., 2006, Heo y Cho, 2014).

Los resultados obtenidos en el ensayo funcional sugieren que la
disminucién de la actividad promotora se debe a que el SNP -280C—T afecta la
primera base del motivo invariable GGA necesario para la interaccion del factor
transcripcional ETSF. Estudios realizados en el promotor del gen interferén tau
bovino demostraron que la mutacion de dos bases en el nucleo en dos sitios de
union a ETS-2 (ACAGGAAGTG — ACAGagAGTG y CCAGGAAGTG -
CCAGagAGTG) provoca una disminucion del 60% y 70%, de la actividad

promotora (Sakurai et al., 2013).

Otros estudios han demostrado la importancia del factor ETSF en la
regulacion de la actividad transcripcional, remarcando que la falta de interaccion del
elemento trans ETSF con el ADN produce una marcada disminucion de células T,
células NK esplénicas y alteraciones en el desarrollo de las células B, producto de la
alteracion de la actividad promotora de los genes implicados en el desarrollo de

dichas células (Eyquem et al., 2004, Clements et al., 2006).

4.3 La creacion de un nuevo sitio STAT mediante la insercion de 23 pb en el

promotor 7LR5 produce un incremento en la actividad transcripcional.

El resultado del analisis bio-informético en el gen TLR5 revel6 que solo un

sitio de union para el factor transcripcional PPAR (Peroxisome Proliferator—Activator
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Receptor) fue afectado por la presencia de un SNP. PPAR pertenece a una familia de
receptores nucleares que actian como sensores lipidicos que regulan de forma
coordinada la expresion de una amplia gama de genes, modulando de este modo
importantes eventos metabdlicos (Berger et al., 2005). Entre las funciones
inmunologicas que involucran al factor PPAR se encuentran la activacion de las

caspasas, apoptosis, induccion de la respuesta inflamatoria (Moraes et al., 2000).

Con respecto a las variaciones Indel, ambas inserciones causan una
modificacién en el patrén de sitios de unién a factores transcripcionales, resultando
en un nuevo sitio STAT por la inserciéon de 23 pb en el Indel 1 y un nuevo sitio
ZF02 por la insercién de 5 pb en el Indel 2. Los factores transcripcionales ZF02 y
STAT desarrollan funciones diversas a nivel transcripcional. ZFO2 es un represor
transcripcional involucrado en un gran ntimero de procesos biolégicos, aunque se
relaciona con mayor frecuencia a genes involucrados en el metabolismo lipidico y
energético (Wagner et al., 2000, Schmitz et al., 2004), también interviene en
procesos como el ciclo y diferenciacion celular y embriogénesis (Sakai et al., 2003).
Por otro lado, STAT pertenece a una familia de factores transcripcionales
estrechamente vinculados con la activacion transcripcional relacionada con diversas
funciones del sistema inmune, principalmente aquellas mediadas por interferén y
citoquinas, observindose ademas que STAT puede incrementar la proliferacion de
células T y regular la actividad de los macrofagos a través de sus funciones

inductoras de la expresion génica (Takeda y Akira, 2000).

El analisis funcional mediante ensayos de luciferasa mostré que tanto el
Indel 2 como el SNP -495A—G no inducen cambios en la actividad transcripcional
de la secuencia promotora del gen TLR5. En el caso del SNP -495A—G afectando
el sitio de union PPAR, la ausencia de alteracion en la expresién génica observada
en el ensayo funcional podria deberse a la naturaleza promiscua del factor PPAR, el

cual no requiere una secuencia diana altamente especifica para desarrollar sus
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funciones reguladoras, como ha sido observado previamente en ratones (Temple et

al., 2005).

La carencia de modificacién transcripcional asociada al Indel 2 puede
deberse a la elevada incidencia de sitios diana para ZFO2 en el promotor TLRS,
siendo ademas el principal sitio de unién a factores de transcripcién identificado en
la region. Pudiendo deberse a un efecto compensatorio sobre la actividad
transcripcional, o bien por la suposicién de que el nivel de actividad represora del
factor ZF02 sobre el promotor TLR5 porcino estdi mas relacionada con Ila
concentraciéon de la proteina en el medio que con el namero de sitios de union
presentes en la secuencia promotora. Por el contrario, la insercién de 23
nucleotidos correspondientes al Indel 1 provoca un incremento significativo de la
actividad transcripcional, lo cual concuerda con la relevancia funcional del factor
transcripcional STAT en la regulacién génica de la respuesta inmune innata (Chen

et al., 2012, Huang et al., 2013).

De igual forma, los resultados del estudio funcional permitieron confirmar
la localizacion del nucleo promotor en la region de 500 nuclestidos mas cercanos al
sitio de inicio del primer exén. Esto fue respaldado por la marcada diferencia en los
ratios de actividad luciferasa observados, ya que el nivel de expresién luciferasa
generado por el fragmento de -534 a +20 nucleotidos es alrededor de 15 veces mas
alto que el generado por el fragmento mas alejado del primer exén (-965 a -427

nucleétidos).

4.4 El SNP -920G—A del promotor NOD?Z interfiere con la actividad del
complejo NFAT/ICSBP.

Con respecto a la identificacion de variacion polimorfica en la region
promotora del gen NODI porcino, el SNP1 -920G—A modifica el patrén de

factores transcripcionales afectando un sitio de unién a ICSBP (Proteina de
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secuencias consenso de union a interferén) localizado entre dos secuencias NFAT.
La presencia de ¢l alelo -920A alteré la secuencia de ADN del promotor, resultando
en la pérdida del sitio diana para ICSBP y como consecuencia impidiendo la

interaccion promotor/ICSBP.

Los ensayos funcionales con el gen reportero luciferasa confirmaron el
efecto hipotético del polimorfismo NODI -920G—A sobre la actividad promotora
de dicho gen. La diferencia significativa entre las variantes alélicas del SNP -
920G—A sugiere claramente que la presencia del alelo -920A ocasiona una
modificacién en un sitio de union a ICSBP, evitando la interaccién de este factor
transcripcional con la regién promotora del gen NODI, con un efecto desfavorable

sobre la transcripcion del gen.

La funcién de ICSBP dentro de la transcripciéon génica ha sido descrita en
varias investigaciones, resaltando su funcién reguladora de la respuesta inmune
antiviral asi como en el desarrollo de células mieloides (Mak et al., 1998). Varios
estudios han sefalado que el factor ICSBP lleva a cabo sus funciones mediante
asociacion con otros factores transcripcionales, principalmente IRF-1, IRF-2, PU.1
y NFAT (Sharf et al., 1995, Masumi et al., 2002, Zhu et al., 2003). Esta aseveracién
concuerda con los resultados obtenidos en el estudio predictivo realizado,
sugiriendo que NFAT podria realizar la funcion de apoyo requerida para la
interaccion de ICSBP con el ADN promotor, ya que se ha demostrado que ICSBP
no se une al ADN de forma independiente, sino que requiere de la interaccion con
elementos ETS, en este caso NFAT para desempefar sus funciones. De igual
manera, se ha descrito que NFAT puede no realizar la funcién de activacion de la
transcripcion pero si es requerido para favorecer la interaccion de ICSBP con el
ADN, tal como se ha observado en estudios en estudios sobre el promotor de IL-12
murino (Zhu et al., 2003). De esta forma, la presencia del SNP -920G—A evitaria la

interaccion del factor ICSBP reclutado por el elemento NFAT adyacente.
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4.5 La presencia de la variante alélica -2393A en el promotor NODZ genera un

nuevo sitio de union a CEBP que incrementa la expresion del gen reportero.

Por otro lado, el SNP3 -2393G—A localizado en la regién promotora del
gen NOD?2 porcino, genera un cambio en el patrén transcripcional, reemplazando
el sitio de unién al factor GATA (tatAGATAATGGA) por un sitio de union a
CEBP (TATAAATAATgga). La creaciéon de un sitio CEBP mediante la presencia
del alelo -2393A, podria actuar favorablemente sobre la expresién del gen NOD2
debido a que el factor transcripcional CEBP constituye una proteina de regulacion
transcripcional positiva, capaz de activar la sintesis de ARN mediante la interaccion
con la secuencia promotora de los genes diana (Friedman et al., 1989), siendo clave
en la regulacion de multiples funciones esenciales como el ciclo celular,
hematopoyesis, desarrollo tisular y respuesta inmune innata y adaptativa (Tsukada et

al., 2011).

Con base en los resultados obtenidos en el estudio funcional del
polimorfismo, se logré determinar que la presencia de la variante alélica -2393A, la
cual genera un sitio de unién a CEBP a partir de una secuencia de unién a GATA,
resultando en un incremento significativo en la actividad luciferasa, sugiere
claramente que la variante alélica -2393A juega un rol beneficioso sobre la
expresion del gen NOD2 y por lo tanto, confiere ventajas en la funcién de
reconocimiento de patégenos desarrollada por el receptor. Este resultado es
respaldado por el hecho de que se ha demostrado que la interaccion de CEBP con
la secuencia de ADN influye positivamente en la actividad promotora de los genes

diana (Friedman et al., 1989).

Por otro lado, se ha demostrado que CEBP interactia intensamente con
otros elementos formando complejos enhancer, como el factor SP1, al cual se asocia

para potenciar la actividad transcripcional de algunos genes, como IL-1B (Yang et
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al., 2000). Otros estudios han reportado que la capacidad de CEBP para inducir
genes mieloides en células B requiere se su combinacion con SP1 (Tsukada et al.,
2011). Incluso se ha observado que CEBP actuia en la activacién transcripcional del
gen LY96, mediante su interaccion con un elemento SP1 ubicado en una posicion
remota, a una distancia de 400 pb del sitio diana para CEBP (Tissiéres et al., 2009).
Esta podria ser la razén del incremento de la actividad transcripcional observado en
los ensayos funcionales con el promotor NOD2, ya que al generar un sitio de union
a CEBP se favoreceria la formacién de un complejo potenciador con alguno de los

elementos SP1 identificados en la region.

4.6 La frecuencia de las variaciones genéticas muestra una estrecha relacién con su

funcionalidad.

Finalmente, al relacionar los datos obtenidos en los ensayos funcionales con
la informacion del andlisis poblacional de cada una de las variaciones genéticas se
observo una marcada relacion entre el nivel de expresion transcripcional generado
por cada variante alélica con su frecuencia en las poblaciones estudiadas. Asimismo,
se pudo observar que en el caso del SNP4 -103G—A del promotor TLR2, a pesar
de que el alelo ~103A causante de una disminucion de la actividad transcripcional,
se presentd tanto en cerdos domésticos como en jabalies, en ambos casos su
frecuencia fue menor con respecto al resto de los polimorfismos detectados en la
region promotora. De forma similar, la variante ~920A del SNP1 en el promotor

NODI, presento una frecuencia extremadamente baja en la poblacion.

Unicamente el SNP6 del promotor TLR4 no presenté la misma tendencia.
Por el contrario, la insercion de 23 pb en el promotor TLR5 y la variante -2393A
del SNP3 del promotor NOD2, las cuales potencian la actividad transcripcional

mediante la creacion de sitios STAT y CEBP respectivamente, mostraron
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frecuencias elevadas entre la poblacién, con valores de 0,215 (TLR5) y 0,139 (el

valor mas alto entre los polimorfismos de NOD2).

Estas observaciones sugieren en gran medida un mecanismo de seleccion
natural, en el que si bien los alelos “perjudiciales” no son eliminados
completamente de la poblacién, si se mantienen a frecuencias bajas, mientras que
aquellos alelos que tedricamente no presentan ningdn efecto o confieren ventajas a
los individuos, son mas frecuentes dentro de las poblaciones. No obstante, los
resultados de este analisis deben tomarse con cautela debido al numero de

ejemplares porcinos estudiados.

5 FUNCIONALIDAD DE LAS VARIACIONES GENETICAS EN LAS
SECUENCIAS CODIFICANTES

Los posibles efectos producidos por la sustitucion de aminoacidos a causa
de la presencia de polimorfismos no sinénimos, fueron estudiados en los tres
receptores TLR. En total se analizo un SNP no sinénimo por cada receptor, cada
uno de ellos afectando un dominio LRR encargado del reconocimiento e

interaccién con los PAMPs.

5.1 La variante 136A del SNP +561C—G altera la capacidad de interaccion de
TLR2 con el ligando.

El analisis funcional del SNP +561C—G (P136A) localizado dentro la
secuencia que codifica para el dominio LRR4 de la proteina TLR2, revelé que la
presencia de la variante alélica 561G causa una disminucion de la expresion del gen
reportero. Este resultado sugiere que la sustitucion del aminodcido 136 prolina por
alanina afecta la capacidad de interaccion del receptor TLR2 con el ligando sintético

Pam3CSK4 y con la cepa bacteriana de Salmonella inactivada utilizada en el ensayo.
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Debido a que la secuencia del gen reportero se inserté en un vector cuyo
promotor dependia de la activacion por NFkB, se puede deducir que la alteracién
producida por la sustitucion del aminoacido prolina por alanina, trae como
consecuencia una disminucién en la activacién de la cascada de sefalizacion
intracelular mediada por TLR2, lo que conlleva una menor translocacion de NF«kB
al nucleo y finalmente una menor activaciéon de genes de respuesta inmune, en este
caso representados por los niveles disminuidos de expresion del gen reportero
luciferasa. Una de las razones que podrian explicar este resultado radica en las

caracteristicas propias de cada residuo.

Prolina es un aminoacido poco reactivo, y debido a su incapacidad para
ocupar muchas de las conformaciones ficilmente adoptadas por otros aminodacidos,
suele encontrarse en curvaturas estrechas, otorgandole rigidez a la proteina (Betts y
Russell, 2003), por lo cual la sustitucion del aminoacido prolina por cualquier otro
aminoacido causa una desestabilizacion de la estructura proteica (McMillan, 2009).
Ademis, se ha reportado que prolina desempefia un papel importante en el
reconocimiento molecular, particularmente en la sefializacién intracelular, jugando

un papel clave en muchas cascadas de sefalizacion (Betts y Russell, 2003).

Por esta razon, la sustitucion del aminoacido prolina por alanina podria
estar afectando significativamente la estabilidad y conformacion estructural de la
proteina a nivel del dominio LRR; regién ampliamente conocida por su

importancia en la funcién de reconocimiento de patégenos.

5.2 El receptor TLR2 porcino es incapaz de reconocer al LPS de Salmonella

typhimurium.

TLR2 es uno de los receptores con mayor espectro de reconocimiento de
componentes de origen bacteriano, detectando un gran nimero de PAMPs, que van

desde lipoproteinas, lipoarabinomananos, lipomananos, lipopéptidos, acido
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lipoteicoico, hasta glicosilfosfatidilinositol, glicoproteinas, peptidoglicano y
zymosan. Algunos autores también han sugerido que TLR2 es capaz de reconocer el

LPS bacteriano (Zahringer et al., 2008).

En este sentido, el reconocimiento del LPS por el receptor TLR2, es un
tema que no ha quedado completamente claro en la actualidad, ya que si bien
existen reportes que demuestran la capacidad de TLR2 para reconocer al LPS de
microorganismos tales como, Leptospira interrogans, Porphyromonas gingivalis vy
Helicobacter pyroli, se ha demostrado que el LPS de dichos agentes difiere
estructuralmente del LPS procedente de enterobacterias (Werts et al., 2001, Smith et

al., 2003, Hashimoto et al., 2004).

Existe otro reporte que sugiere que TLR2 es capaz de desencadenar una
cascada de sefalizacion para la activacion del NFxB, mediante la formacién del
complejo de reconocimiento al LPS, mediante la interaccion de TLR2 con las
moléculas CD14 y LBP, tal como sucede con TLR4. En ese estudio, el preparado de
LPS utilizado procedio de una cepa bacteriana de Escherichia coli (Yang et al., 1999).
Estos datos sugieren que la nula capacidad de reconocimiento al LPS de Salmonella
typhimurium observada en el presente trabajo, puede deberse a las diferencias
estructurales en el LPS de los diferentes microorganismos, haciendo que TLR2
pueda interactuar o no con el LPS, dependiendo del microorganismo del cual
proceda. No obstante, es necesario realizar un estudio mas completo para definir el

papel de TLR2 en el reconocimiento del LPS bacteriano.

5.3 El cambio asparragina por histidina en un dominio LRR del receptor TLR4

modifica la capacidad de reconocimiento al LPS.

El resultado del analisis funcional del SNP +807AIC indico que el cambio
de asparragina por histidina produce un efecto dafino sobre la funciéon de

reconocimiento del LPS desarrollada por TLR4. Sin embargo, determinar el
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mecanismo exacto mediante el cual la sustitucion del aminoéacido asparragina por

histina produce este efecto resulta dificil de especificar.

Asparragina e histidina comparten caracteristicas funcionales similares,
sugiriéndose en algunos casos, que dichos aminoacidos pueden ser sustituidos entre
si, sin provocar alteraciones en las proteinas (Lowe et al., 1985, Betts y Russell,
2003). Sin embargo, nuestros resultados indican claramente que la presencia de
cada uno de los aminoacidos en la posicion 189 del dominio LRR, afecta de forma
diferente la actividad de reconocimiento de patdgenos ejercida por la proteina
TLR4. Esto podria deberse a que dada la naturaleza de los residuos involucrados, el
reemplazo de asparragina por histidina podria modificar la carga de la cadena lateral
introduciendo iones positivos, ya que a diferencia del aminoacido histidina,
asparragina es un aminoacido polar neutro, por lo que al ser sustituido por
histidina, cargaria positivamente esa region, causando un fenotipo perjudicial,
conllevando a una alteraciéon en la interaccion de TLR4 con el ligando. Esta
mencion estaria sustentada con los datos del analisis predictivo de la estabilidad
estructural de la proteina, donde se observd que la sustitucion del aminoacido
asparragina 189 por histidina conlleva un efecto perjudicial sobre la funcionalidad

de la proteina (score = 0,97).

Lo anterior sugiere que en TLR4 porcino, la presencia del aminoacido
asparragina 189 es critica para el correcto funcionamiento del dominio LRR, ya que
a pesar de contar con caracteristicas similares, el aminoacido histidina produce una
disminucion en la respuesta final del receptor, suponiendo una disminucion en la

activacion de genes de respuesta inmune mediados por TLR4.

Finalmente, la casi nula presencia de la variante alélica +807C (189H)
detectada a nivel poblacional, se corresponde con los datos poblacionales reportados

para dicho alelo por Shinkai y colaboradores (2006b), quienes Unicamente
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detectaron la presencia de la variante N189H en un bajo porcentaje de cerdos
Berkshire, lo cual supone claramente que esta variante alélica juega un papel dafiino
en la actividad de reconocimiento de patdgenos ejercida por TLR4, y su baja

frecuencia podria representar un mecanismo de seleccion evolutiva del fenotipo.

5.4 La sustitucion del aminoacido altamente conservado 402prolina afecta

significativamente la funcién de reconocimiento desarrollada por TLR5.

Los resultados del andlisis funcional del SNP no sinénimo +1272C—-T
(P402L) revelaron una disminuciéon de la actividad luciferasa provocada por la
variante alélica +1272T. Dicha variante ocasiona un cambio de aminodcido en la
posicion 402, donde normalmente se ubica un residuo prolina, reemplazandolo por

un residuo leucina (Figura 6).
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Figura 6. Visualizacion de los SNP no sinénimos identificados en el dominio extracelular de TLR5
porcino. En rojo se encuentran seialados los dominios LRR implicados en el complejo de
reconocimiento TLR5/flagelina, obtenido mediante alineamiento con la secuencia TLR5 humana. Los
dominios LRR involucrados en la dimerizacion de TLR5 se muestran en color naranja. Los
aminodcidos mutantes se indican en azul y los silvestres en wverde. El SNP no sinénimo analizado

funcionalmente y su localizacién estdn ampliados en el recuadro.
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Recientemente, ha sido descrito un disefo estructural del complejo
formado por la interaccion de TLR5 humano con la flagelina (Figura 6). En este
modelo, los dominios LRR son clasificados de acuerdo a su funcién dentro del
proceso de reconocimiento de patdgenos, sugiriendo que TLR5 utiliza los primeros
10 dominios LRR para interactuar con la flagelina, mientras que los dominios LRR
restantes, mas cercanos a la hélice transmembranaria, son utilizados para el proceso
de dimerizacién (Lu ] Fau - Sun y Sun, 2012). Esta informacién demuestra que el
SNP +1272C—T se localiza dentro de un dominio LRR estrechamente implicado
en el reconocimiento de PAMPs, por lo que su sustitucién alteraria el resultado

final de la interaccion con el patdgeno.

Por otro lado, el residuo prolina 402 es un aminoacido altamente
conservado entre las especies (Figura 7), sugiriendo que la identidad de este
aminodcido podria ser relevante para la funcionalidad de TLR5, ya que se ha
descrito que los aminoacidos altamente conservados pueden contribuir de manera
sustancial al desarrollo de las funciones de las proteinas y su sustitucion puede

dafiar en gran medida estas funciones (Lacombe-Harvey et al., 2013).

DOMINIO LRR6 DOMINIO LRR7

TLR5 Cerdo 402P:
TLR5 Cerdo 402L:
TLR5 Humano:
TLR5 Bovino:
TLR5 Rata:

TLR5 Ratdn:

TLR5 Perro:

TLR5 Conejo:
TLR5 Mono: PKVA I K G DQ KF EN QT TTIHFI IPDIF SG

Figura 7. Alineamiento de dominios LRR de TLR5. Los dominios LRR8 y LRR9 responsables del
reconocimiento de la flagelina se muestran dentro del recuadro rojo. El aminodcido 402P altamente

conservado se muestra en amarillo.

Ademas del hecho de ser un aminoécido altamente conservado en TLR5, el

residuo prolina es reconocido por proporcionar rigidez a la estructura de las
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proteinas (Lillemo y Morris, 2000), por lo que su reemplazo por una leucina puede
desestabilizar la estructura de la proteina, reduciendo su concentracién celular
(Newbold et al., 2001). Esto podria explicar la disminucién significativa de la

expresion del gen reportero, observada en el analisis funcional del SNP +1272C—T.
6 CONSIDERACIONES GENERALES

La presencia de variaciones genéticas en los genes PRR estudiados en el
presente trabajo, ocasiono alteraciones tanto a nivel de actividad transcripcional
como a nivel funcional de las proteinas, dependiendo de su ubicacién dentro del

genoma.

Otro dato relevante fue la observacion de que los niveles de expresion de los
genes PRR no solo estin determinados por los elementos reguladores que
intervienen en la formacion del complejo transcripcional basal, sino que ademas la
presencia de variaciones genéticas pueden influir directamente en el resultado final
de la activacién transcripcional al interferir en la interaccion del ADN con un factor

transcripcional concreto.

Por otro lado, la presencia de los polimorfismos localizados tanto en las
regiones promotoras y codificantes puede ser el reflejo de un proceso de seleccion
natural y de adaptacion a las condiciones medioambientales a lo largo del tiempo,
los cuales han permanecido como un posible mecanismo de respuesta frente a
posibles cambios en el entorno, ya que algunos autores han sugerido que los
cambios en los niveles de expresion y funcionalidad de los genes PRR pueden
desempenar un doble papel, pudiendo ser perjudiciales o beneficiosos para el

hospedador, dependiendo de las condiciones del medio.

En este sentido se ha descrito que en el caso de TLR3 humano la presencia

de un polimorfismo (1234C—T) provoca una disminuciéon en la respuesta a
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poli(I:C), la cual est4 asociada con la susceptibilidad a herpes labial recurrente, pero
ademads, la misma variacién se ha asociado a la resistencia natural a la infecciéon con
VIH-1 y proteccién contra atrofia geografica (Zhou et al., 2011, Sironi et al., 2012,
Yang et al., 2012). De igual forma, algunos autores han demostrado que el
reconocimiento de la flagelina por TLR5, ademis de desempenar un rol vital en la
regulacion de la flora bacteriana intestinal, promueve la infeccién con Salmonella y
su diseminacion sistémica. Este doble papel desarrollado por los PRR podria ser la
razén por la cual se observa una elevada variabilidad en las regiones promotoras y

codificantes de cada uno de los genes analizados.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral suponen
un paso importante hacia la determinacion de los factores genéticos que influyen en
los patrones de resistencia o susceptibilidad a las enfermedades, principalmente de

aquellas de tipo infeccioso.
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Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

1. Las regiones promotoras de los genes TLR2, TLR4, TLR5, NODI y NOD2
porcinos carecen de secuencia TATA-Box consenso, la cual es reemplazada por
diversos elementos capaces de activar la transcripcion mediante el reclutamiento de

un complejo transcripcional basal externo.

2. A pesar de llevar a cabo funciones de reconocimiento de patrones similares, los
resultados del andlisis in silico de las regiones promotoras de los genes TLR y NLR
evaluadas en el presente trabajo, sugieren que la activacion transcripcional depende
de mecanismos diferentes entre cada uno de los genes, variando en funcién del
patrén de elementos transcripcionales ubicados en cada una de las regiones

promotoras.

3. Los datos obtenidos en la busqueda de polimorfismos revelaron un elevado nivel
de variabilidad genética a nivel de regiones promotoras, las cuales se conservan en

mayor o menor grado entre las poblaciones de cerdos domésticos y salvajes.

4. Los dominios transmembranarios e intracelulares de los TLR presentan un
menor grado de variabilidad con respecto a los dominios extracelulares, sugiriendo
que la presencia de polimorfismos estd estrechamente relacionada con la funcion

desempenada por cada dominio de las proteinas receptoras.

5. Algunas de las variaciones genéticas detectadas en las regiones promotoras de los
genes TLR y NLR tienen la capacidad de alterar la expresion del gen reportero
luciferasa, sugiriendo que esas variaciones pueden modificar la expresion de los

genes que codifican para PRR.

6. El receptor de patrones moleculares TLR2 es incapaz de reconocer al LPS de

Salmonella thyphimurium, a pesar de los reportes que indican lo contrario, lo que

157



Miguel Angel Dominguez Martinez Tesis Doctoral

sugiere que las diferencias estructurales entre el LPS de los diversos
microorganismos bacterianos es clave para llevar a cabo la funcién de

reconocimiento a dicho compuesto.

7. La presencia de polimorfismo no sinénimo en secuencias que codifican para
dominios LRR de los TLR afecta la capacidad de dichos receptores para llevar a
cabo el reconocimiento de PAMP, sugiriendo que estas alteraciones provocan una

disminucién en la respuesta inmune desencadenada por los TLR.
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