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4.-Resumen. 

El Virus que provoca el Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV) es un 
agente patógeno de fácil transmisión que afecta a los cerdos de todas las edades. Causa una 
alta mortalidad en varias etapas de la vida del cerdo, con una mayor incidencia entre las 12 a 
18 semanas de vida. Está asociado a grandes pérdidas económicas a nivel mundial. El 
PRRSV provoca retraso en el crecimiento, problemas reproductivos y respiratorios. Las 
células blanco del PRRSV son los macrófagos alveolares (PAM), los cuales, al estar 
infectados altera sus funcionamiento. El PRRSV posee diversos mecanismos que le permiten 
evadir la respuesta del sistema inmune del hospedero. Se ha reportado que la infección por 
PRRSV modifica la expresión de citocinas, quimiocinas e interferones, los cuales son 
indispensable para una respuesta inmune protectora. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
α, por sus siglas en inglés), es una citocina que producen varias células del sistema inmune, 
principalmente en los Linfocitos T y los monocitos/macrófagos. Se ha descrito que TNF-α 
se reprime durante la infección por el PRRSV. De hecho, se conoce que la proteína Nsp1 de 
PRRSV es la responsable de la supresión a nivel del promotor de TNF-α y dicha supresión 
modula las actividades de los factores de transcripción NF-κB y Sp1. En nuestro grupo de 
trabajo, hemos propuesto que subunidades de la proteína GP5, probables epítopos de 
reconocimiento de Linfocitos T, son suficientes para inducir la expresión de citocinas y 
quimiocinas, entre éstos el TNF-α. Objetivo: evaluar la expresión de la proteína TNF-α, 
después del tratamiento con tres péptidos sintéticos denominados GP5T1, GP5T2, GP5T3 
derivados de la proteína GP5 del virus PRRSV, en macrófagos alveolares porcinos y 
contrastar los datos con la expresión de TNF-α en cerdos positivos a PRRSV. Metodología: 
se cultivaron macrófagos de cerdo (3D4/31, obtenidos de ATCC), durante ocho horas, con 
los siguientes estímulos de manera independiente: Control sin tratamiento, Dexametasona 
(Dexa), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), Lipopolisacaridos (LPS), péptidos GP5T1, 
GP5T2, y GP5T3. Por otro lado, se analizó un total de ocho sueros de cerdo PRRSV+ 
(positivo) y ocho sueros PRRSV- (negativo). Seguido de la evaluación de la expresión de 
TNFα a través del método de ELISA. Resultados: Los datos mostraron que los péptidos 
GP5T1, GP5T2, y PG5T3 fueron capaces de activar la expresión de TNF-α en los macrófagos 
de cerdo, en el orden siguiente: GP5T3>GP5T2>GP5T1. En contraste con los datos 
obtenidos en animales positivos a PRRS, en los cuales, la secreción de TNF-α disminuyó.  
Lo anterior, fortalece la hipótesis de que dichos péptidos son capaces de activar una respuesta 
inflamatoria, lo cual sugiere su participación en el reconocimiento del patógeno y el 
despliegue de la respuesta inmune mediada por células. En contraste, se mostró que TNF-α 
se encuentra suprimido en animales positivos a PRRSV, en concordancia con los datos en la 
literatura. En conjunto, estos datos proporcionan evidencia para la toma de decisiones 
racionales en la prevención del PRRSV. 

Palabras clave: Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductor Porcino (PRRSV), Factor 
de Necrosis Tumoral Alpha (TNF-α), citocinas, interferones, Macrófago Alveolar Porcino 
(PAM), Linfocitos T cooperadores (Th). 
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5.-Abstract.  

The Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) is an easily transmitted 
pathogen that affects pigs of all ages. It causes high mortality at various stages of the pig's 
life, with a higher incidence between 12 and 18 weeks of age. It is associated with large 
economic losses worldwide. PRRSV causes growth retardation, reproductive and respiratory 
problems. Target cells of PRRSV are the alveolar macrophages (PAM), which, exhibited 
disfunction when are infected. PRRSV has several mechanisms that allow it to evade the 
response of the host's immune system. PRRSV infection modify the expression of cytokines, 
chemokines and interferons, which are essential for a protective immune response. Tumor 
necrosis factor alpha (TNF-α) is a cytokine produced by several cells of the immune system, 
mainly T lymphocytes and monocytes/macrophages. It has been reported that TNFα is 
repressed during PRRSV infection. In fact, it is known that the PRRSV protein Nsp1 is 
responsible for the suppression at the level of the TNF-α promoter and this suppression 
modulates the activities of the transcription factors NF-κB and Sp1. In our work group, we 
have proposed that subunits of the GP5 protein, (epitopes of T lymphocytes), are sufficient 
to induce the expression of cytokines and chemokines, among them TNFα. Objective: 
Evaluation of the expression of the TNF-α protein, after treatment with three synthetic 
peptides GP5T1, GP5T2, GP5T3 derived from the GP5 protein of the PRRSV virus, in 
porcine alveolar macrophages and contrast the data with the expression of TNF-α in pigs 
PRRSV positive. Methodology: pig macrophages (3D4/31, obtained from ATCC) were 
cultured independently for eight hours with the following stimuli: Control without treatment, 
Dexamethasone (Dexa), Tumor necrosis factor alpha (TNF-α), Lipopolysaccharides (LPS), 
peptides GP5T1, GP5T2, and GP5T3. On the other hand, a total of eight PRRSV+ and eight 
PRRSV- pig sera were analyzed. Followed by the evaluation of the expression of TNFα 
through the ELISA assay. Results: The data showed that the peptides GP5T1, GP5T2, and 
PG5T3 were able to activate the expression of TNF-α in pig macrophages, in the order 
GP5T3>GP5T2>GP5T1. In contrast to the data obtained in PRRS-positive animals, in which 
the expression of TNF-α was suppressed. These data reinforce the hypothesis that these 
peptides can activate an inflammatory response, exerting important actions for the 
recognition of the pathogen and the deployment of the cell-mediated immune response. In 
contrast, TNF-α was shown to be suppressed in PRRSV-positive animals, in agreement with 
data in the literature. Taken together, these data provide evidence for rational decision-
making in PRRSV prevention. 

Keywords: Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV), Tumor 
Necrosis Factor alpha (TNF-α), cytokines, interferons, Porcine Alveolar Macrophage 
(PAM), T helper cells (Th). 
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6.-Introducción. 

  6.1.-Antecedentes históricos de PRRSV. 

La enfermedad viral del Síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS por sus siglas 

en inglés) fue descrita clínicamente por primera vez, en Estados Unidos de Norteamérica en 

1987 (Keffaber 1989; Hill 1990), nombrándola una enfermedad misteriosa del cerdo o 

enfermedad de la oreja azul, posteriormente se reconoció en Canadá y en 1990 en países de 

Europa (OIE 1992). 

El Síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es una enfermedad distribuida en la 

mayoría de los países productores de carne de cerdo (Flores-Mendoza et al., 2010). 

En México el PRRS se describió clínicamente por primera vez en 1992, coincidiendo como 

enfermedad pandémica, aunque se sospecha pudo entrar a finales de la década de 1980 y 

confundirse con enfermedades como ojo azul e influenza porcina (Figura 1) (Morilla A et 

al.,2003). 

El virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo porcino es responsable de enfermedades 

respiratorias en los cerdos en etapas de destete y en crecimiento, causando fallas 

reproductivas y del desarrollo. Esta enfermedad está considerada como la más importante en 

los porcinos a nivel mundial, con un impacto económico estimado en una pérdida de 664 

millones de dólares cada año en EE.UU. para los productores de porcinos, representa un 

incremento de 18.5% en los últimos 8 años (Holtkamp DJ et al., 2013; Neumann EJ et al., 

2005). 

El PRRS es considerado una de las enfermedades con mayor repercusión económica para los 

porcicultores en todo el mundo (Kleiboeker SB et al., 2005). Ocasiona pérdidas económicas 

significativas a la granja, independientemente de la patogenicidad de la cepa, ya que una 

primo infección puede ocasionar las pérdidas de un brote y a esto se suman las pérdidas por 

la permanencia de la enfermedad en forma endémica, con posibilidades de reemerger como 

brote agudo después de un largo período del último brote y los brotes que duran 2 a 3 meses 

en remitir (Benfield DA, et al.,1999). 
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Figura 1. Análisis de la Frecuencia filogenética de PRRSV de tipo silvestre en México.  La 
imagen muestra el análisis realizado en diferentes zonas de México, con un total de 8126 
muestras de suero obtenidas de granjas tecnificadas y semi -tecnificadas de 30 de 32 estados 
de México, la detección se realizó mediante pruebas de ELISA y RT -PCR mostrando el nivel 
en la frecuencia de la región analizando los ORF 5 y 7 del  virus PRRS. En verde con incidencia 
baja, amarillo para una incidencia media, violeta para una incidencia alta y negro para las 
zonas con mayor incidencia en el país. Modificado de Martínez-Bautista et al. , 2018.  
 

6.2.-Signos clínicos. 
Los dos grupos principales de signos clínicos que son asociados con la presencia de PRRS 

son el reproductivo y el respiratorio. El primero, incluye nacimientos prematuros, abortos de 

periodos retrasados, cerdos que nacen débiles y aumenta el número de lechones muertos en 

los nacimientos y momificados. En el segundo, las afecciones respiratorias, tienen gran 

importancia; sobre todo en cerdos neonatales, en los que existe disnea como mayor 

característica, es usualmente que ocurra en cerdos de 3 semanas de vida, pero también puede 

ocurrir en cualquier edad (SENASICA et al., 2020).  

Los signos clínicos de los cerdos infectados con PRRSV varía considerablemente, esto es 

debido a varias causas; incluyendo diferencias en los factores ambientales, el estado inmune 

del animal, la cepa del virus; así como su combinación con otros virus que afecten a los 

cerdos. (SENASICA et al., 2020) 

Otros signos clínicos que presentan los cerdos afectados por PRRS son fiebre, escalofríos, 

disnea, enrojecimiento de la piel, pelaje áspero, edema en párpados, conjuntivitis, depresión, 

anorexia y diarrea (Xiao S et al., 2010), correspondientes a diferentes grados de neumonía, 

miocarditis, encefalitis, rinitis, vasculitis y linfadenopatías (Arias M et al., 2003). 
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6.3.-Transmisión. 
La transmisión de PRRSV es por contacto directo con animales enfermos, o con material 

contaminado con saliva, orina, semen, secreciones mamarias, transplacentarias y excremento 

de cerdos enfermos. (Arias M. et al., 2011). Algunos factores que destacan es el agua 

contaminada estática (Zimmerman JJ. 2008).  

Se sabe que puede transmitirse por vía aérea hasta 2 km, sin embargo, experimentalmente 

resulta difícil contagiar animales tan próximos, si no tienen contacto físico, porque el virus 

es muy lábil (Benfield DA et al., 1999; Callen A. 2006). 

El virus puede entrar por vía oral y nasal, penetrando los epitelios nasales o tonsilares, 

llegando a su diana celular, el macrófago alveolar porcino (PAM) (Pileri y Mateu 2016).  

La capacidad de inmunosupresión o inmunoregulación del virus le permite largos periodos 

de viremia variables en función de la edad de los animales, que promueve un mayor tiempo 

de transmisión, siendo de una a dos semanas en adultos y 10 a 12 semanas o hasta varios 

meses en lechones jóvenes (Thanawongnuwecha R y Suradhatb S. 2010). 

El virus muestra alta capacidad de infección, la dosis infectante 50 (TCID 50) en lechones 

de 3 semanas de edad es de 2.0 10 ݔହ partículas virales por vía oral y sólo una veinteava 

parte de éste por vía intranasal. (Hermann JR et al., 2005) 

En hembras gestantes el virus puede atravesar la placenta y producir la muerte de los fetos 

especialmente cuando la infección sucede en el último tercio de la gestación. El virus es capaz 

de multiplicarse también en los fetos sin producir la muerte de los mismos. Durante el primer 

tercio aparecen repeticiones de celo y bajas tasas de concepción, lo cual indicaría que la 

infección transplacental temprana es posible (Arias, M et al.,2015). 

El PRRS produce problemas reproductivos caracterizados por muerte embrionaria, abortos 

en la última fase de gestación, adelanto en los partos y aumento del número de lechones 

nacidos muertos o momificados, además incrementa la producción de lechones de bajo peso 

(Uladzimir y Hans J., 2013). 
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6.4.-Patogenia. 
El virus entra por vía oronasal y genital; penetra a epitelios nasal y tonsilar, a macrófagos 

pulmonares y a endometrio uterino. Tiene un período de incubación de tres días a varias 

semanas, sumadas con etapas de latencia en casos endémicos, que varía según la edad de los 

animales, la dosis infectante y la inmunidad (Xiao S et al., 2010). 

La viremia provocada por PRRSV comienza a las 12 horas post-infección alcanzando su 

punto máximo de replicación a los 7 días pos-infección. La duración de la viremia según la 

cepa de PRRSV y la edad del animal afectado, en animales adultos dura de 9 a 15 días pos-

infección y en animales jóvenes en un promedio de 28 a 35 días pos-infección. La fase de 

infección es seguida por un periodo de confinamiento de latencia en los tejidos linfoides 

secundarios y una menor replicación viral. La desaparición eventual del virus representa el 

final de la infección, no se conoce con exactitud cómo es que el virus desaparece, pero la 

replicación viral puede ser mantenida hasta por 250 días pos-infección establecido como un 

periodo largo de infección (Lunney et al., 2016; Pileri and Mateu, 

2016).  

Existen consideraciones diferenciales y genéticas de la virulencia entre las cepas de PRRSV. 

Dependiendo de la cepa viral y el estado inmunológico del huésped, algunas granjas porcinas 

pueden tener cerdos infectados con PRRSV de manera subclínica, mientras que otros 

experimentan problemas reproductivos y graves enfermedades respiratorias. Desde su 

aparición, han evolucionado varias cepas de PRRSV altamente patógenas provocando 

numerosos brotes de la enfermedad aguda en diferentes países. En el año de 1990 es cuando 

surgió un PRRSV atípico provocando alta morbilidad y tormentas de abortos en estados 

unidos (Mengeling WL et al., 1998). 

Alcanza los tejidos linfoides regionales y posteriormente se distribuye a nivel sistémico por 

las vías sanguínea y linfoide, circulando libre o ligado a monocitos circulantes produciendo 

leucopenia. Las células en las que sucede la replicación del virus de PRRS se encuentran en 

diferentes órganos y tejidos, siendo los macrófagos alveolares el principal tipo celular en que 

se realiza su replicación y de importancia para su patogenia, así como en células dendríticas 

y monocitos (Flores-Mendoza L et al.,2008). 
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6.5.-Etiología del virus. 

El virus del PRRS (PRRSV) pertenece a la orden Nidovirales, familia Arteriviridae, género 

Arterivirus, siendo un virus pequeño envuelto de RNA de una cadena de sentido positivo con 

alrededor de 15 kb (figura 2) (Snijder EJ et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura del Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino. A Microfotografía 
obtenida de Microscopio crioelectrónico del virión PRRSV. El virión de PRRS parece ser una partícula 
aproximadamente esférica u ovalada de 50 a 60 nm de diámetro con una aparecía externa relativamente suave   
Tomado de Dokland T 2010.  B, Modelo esquematizado de PRRSV. Partícula viral madura de PRRSV, 
compuesta por una bicapa lipídica envuelta con glicoproteínas o receptores virales implicadas en la infección y 
la internalización celular. El ARN positivo monocatenario está asociado con la proteína de la nucleocápside en 
la capa interna del virus. Tomado de Montaner-Tarbes et al., 2019. 

 

6.6.-Internalización de PRRSV. 

El cerdo es el único huésped natural conocido de PRRSV; además, el virus tiene un tropismo 

muy restringido para las células del linaje monocítico. El macrófago alveolar porcino 

completamente diferenciado sirve como un objetivo celular primario para la infección por 

PRRSV (Duan X et al., 1997). 



 10 

Hasta la fecha, se ha determinado que CD163 es el principal receptor que media la 

internalización y el desmontaje viral (Figura 3) (Van Breedam W et al., 2010). Mediante el 

cribado de una biblioteca de CDNA de macrófagos porcinos para determinar la función del 

receptor, se identificó el CD163, un miembro de la familia rica en cisteína del receptor 

eliminador, como un factor clave en el inicio de la infección por PRRSV (Calvert JG et al., 

2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo del complejo proteico de envoltura del PRRSV e interacción con CD163. Imagen 
esquematizada de un complejo proteico de envoltura y su interacción con CD163 en la membrana plasmática 
de la célula huésped. Das PB et al., 2010. 

 

Además, se informó que las células dendríticas pueden soportar la replicación del PRRSV 

(Loving CL et al., 2007). El PRRSV ingresa a las células huésped a través de la endocitosis 

estándar mediada por clatrina.  El genoma viral se libera en el citosol después de la 

acidificación del endosoma y la fusión de la membrana (Nauwynck HJ et al., 1999). 
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Figura 4. Internalización viral de PRRSV. El proceso de internalización de PRRSV inicia con la interacción 
entre las glucoproteínas y los receptores celulares de la célula hospedadora a través de ello comienza con el 
proceso de endocitosis estándar, esta es mediada por la proteína clatrina quien ayuda a la formación de vesículas 
intracelulares. Una vez internalizado el virus a la célula libera el material genético gracias a un fenómeno 
fisicoquímico conocido como “decapar”, de tal manera que influye en la acidificación del medio vesicular, 
ayudando así a la liberación del material genético, el PRRSV al ser un virus RNA de polaridad + puede actuar 
como RNAm iniciando los procesos de traducción a partir del genoma viral. De manera tal que genera 4 grandes 
proteínas que escinden en 14 proteínas no estructurales, quienes tienen diversas funciones en la modificación 
de los mecanismos celulares, ya que influye en la producción del material genético complementario, con ayuda 
de sg mRNA, de tal manera que multiplica el material genético viral. El genoma policistrónico viral afecta a 
distintos organelos para la producción de diversas proteínas de envoltura viral, una vez maduradas estas 
proteínas son empaquetadas mediante el proceso de encapsidación, estas viajan al aparato de Goldi donde por 
último paso se unen las glucoproteínas de membrana, formando una nueva partícula viral, esta es liberada al 
medio por exocitosis, repitiendo este proceso intracelular hasta la apoptosis. Tomado de Lunney et al 2016.  
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6.7.-Genoma viral de PRRSV. 

El genoma del PRRSV se compone en el extremo 5' de una región corta no traducida (UTR, 

por sus siglas en inglés, untranslated región) seguida de nueve marcos de lectura abierta 

(ORF) llamados ORF1a, ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6 y ORF7 

(Figura 3) (Moormann RJ. 1993; Wu wh et al., 2001).  

 

Figura 5. Genoma viral de una partícula del virus PRRS. Estructura del genoma y partícula viral madura 
del virus PRRSV.  Las proteínas no estructurales se encuentran en el extremo 5' del genoma, que codifica dos 
poliproteínas diferentes pp1a y pp1ab que se escinden en al menos 14 nsps. Tomado de Montaner-Tarbes et al., 
2019. 
 

Los ORF1a y ORF1b constituyen aproximadamente 75% del tamaño del genoma y codifican 

a una poliproteína con actividad de ARN polimerasa (Meulenberg JJ. 2000). El ARN del 

genoma viral está empaquetado por proteínas de nucleocápside. Alrededor de la 

nucleocápside, las glicoproteínas de superficie (GP) y las proteínas de la membrana se 

insertan en la envoltura en la bicapa de lípidos para formar las partículas del virión (Figura 

2 B). El ARN del genoma del PRRSV es una molécula poliadenilada en 3' de cadena positiva 

de aproximadamente 15 kb de longitud, que contiene 11 marcos de lectura abiertos conocidos 

(ORFS).  El gen de la replicasa consta de los grandes ORFS, que están situados en las tres 

cuartas partes del extremo 5 'proximal del genoma policistrónico (Fang Y. y Snijder EJ, 

2010). 

Después de su síntesis a partir de la plantilla de ARNm genómico, las poliproteínas replicasa 

se procesan en al menos 14 proteínas no estructurales (nsps), 4 proteinasas son codificadas 
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en ORF1 y residen como nspl-α, nspl-ß, nsp2 y nsp4. El extremo 3 ' del genoma viral contiene 

ocho genes relativamente pequeños los ORF4/ORF5 son genes que codifican cuatro 

glicoproteínas asociadas a membrana (GP2, GP3, GP4 y GP5) 3 proteínas no glicolisadas de 

membrana (E, ORF5a, y M), y una proteína de nucliocápcide (M) (Snijder EJ et al., 2013). 

La glicoproteína 5 (GP5) es una proteína glicosilada transmembranal que se puede dividir en 

varios dominios: un péptido señal, un ectodominio (con un número variable de sitios 

potenciales de glicosilación), una región transmembranal y un endodominio. (Balasuriya UB 

y Maclachlan NJ. 2004; Meulenberg JJ et al., 1995). 

Se ha observado que la GP5 forma heterodímeros con la proteína M en las partículas virales 

(Mardassi H,1996). Estos heterodímeros también se han relacionado con la infección celular 

en macrófagos, estos se unen a moléculas de heparán sulfato y sialoadhesina, (Vanderheijden 

N et al., 2003; Delputte PL et al., 2002). 

6.8.-Inhibición de la respuesta inmunológica por PRRSV. 

Dado que los macrófagos y las células dendríticas son los principales productores de citocinas 

defensivas innatas como el interferón-alfa (IFN-α) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

α) durante las infecciones, parece plausible que PRRSV pueda suprimir activamente su 

inducción con el fin de replicar en las células huésped durante múltiples rondas y cumplir el 

objetivo patogénico de establecer la persistencia en el huésped (Subramaniam, S. et al., 

2010). 

Además, la defectuosa inducción del sistema inmunitario de defensa contra PRRSV puede 

contribuir al desarrollo tardío y débil de inmunidad adaptativa específica de antígeno, 

responsable de la defensa después y durante la infección por PRRSV (López y Osorio, 2004; 

Meier et al., 2003) 

Estudios recientes han demostrado que varias proteínas como Nsp1, Nsp2, Nsp4 y Nsp11 

presentes en las células infectadas, principalmente macrófagos y células dendríticas son 

capaces de suprimir la activación del promotor de IFN-B tras el tratamiento con dsRNA 

(Beura et al., 2009).  Estas proteínas suprimen la inducción del INF del Tipo I y señalización 

mediante la inhibición de factores de transcripción, como factor regulador de interferón-3, 
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factor nuclear κB, Proteínas de unión al factor de transcripción CREB y proteínas de 

Traducción de Señales y Activador de la Transcripción-1 (STAT-1) (Beura et al., 2009; Chen 

et al., 2009; Kim et al., 2010). 

Por su parte, TNF-α es una citocina de aparición temprana y es secretada en respuesta a varias 

infecciones virales por la activación de macrófagos, células dendríticas y células T. TNF-α 

tiene dos funciones biológicas: por un lado, induce la apoptosis en células infectadas por el 

virus, este efecto en las células infectadas aumenta sinérgicamente por la presencia de INFγ 

(Wong y Goeddel, 1986), por otro lado, promueve la inflamación en el sitio de la infección 

induciendo la producción de otras citocinas proinflamatorias durante la vacunación y la 

infección (Toews, 2001). Una de las funciones más relevantes de TNFα es su capacidad de 

inhibir directamente la replicación del DNA y del RNA virales in vitro (Cirino et al., 1993; 

Heise and Virgin, 1995; Wong y Goeddel, 1986). De hecho, se identificó que la proteína viral 

Nsp1 media la supresión del nivel del promotor de TNFα. También, se encontró que las 

subunidades de la proteína Nsp1, tales como, Nsp1α y Nsp1β suprimen el promotor de TNFα, 

modulando así la activación de los factores de transcripción tales como, NFkB y Sp1 

(Subramaniam et al., 2010).  

En la literatura se ha reportado que el papel de TNFα de suprimir la expresión de DNA o 

RNA viral, también se ha observado en otros virus. En virus tales como el virus de la peste 

porcina africana (ASFV) y el virus simple del herpes (HSV-1) se inhibe directamente la 

inducción de TNF-α durante la infección (Granja et al., 2006; Mogensen et al., 2004).  

6.9.-Respuesta inmune a PRRSV. 

La respuesta inmune del cerdo frente al PRRSV es muy compleja y se deben considerar dos 

aspectos importantes que influyen en ella: alta variabilidad del virus y variabilidad en la 

respuesta de los cerdos infectados. Cuando estos últimos resultan con infección por el 

PRRSV inducen una inmunidad capaz de proteger en reinfecciones contra virus homólogos, 

no obstante, este patógeno induce viremias prolongadas e infecciones persistentes (Murtaugh 

MP et al., 2002). 
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Estas características dan un panorama de la compleja interacción entre el PRRSV y la defensa 

de los cerdos al virus. El virus toma ventaja frente al cerdo al evadir en cierto grado la 

respuesta innata. Primeramente, el PRRSV infecta y se replica en algunas células que 

participan en la respuesta innata, como macrófagos y células dendríticas (DC), importantes 

en el desarrollo de una respuesta inmune adecuada, tanto innata como adaptativa (Costers S 

et al., 2006). 

Otra característica importante del sistema innato frente a los virus es la producción de IFN 

tipo I (α/β), el cual induce la síntesis de una gran cantidad de proteínas antivirales, como es 

el caso de la proteína cinasa oligoadenilatosintetasa, la adenosina-desaminasa específica de 

ARN, y de la proteína de mixoma (MxGTPasa), que inhiben la replicación viral y síntesis de 

proteínas virales (Vicek J y Sen G 1996). 

En lo que respecta al perfil de citocinas proinflamatorias, como el IFN-α, TNF-α e IL-1β, 

que son importantes en el inicio de una respuesta inflamatoria, la infección por el PRRSV 

inhibe la expresión de ARNm de estas citocinas (Van Reeth K et al., 1999; López-Fuertes L 

et al., 2000). 

En experimentos in vitro utilizando macrófagos alveolares estimulados con acetato de formol 

mirístico (PMA, por sus siglas en inglés) e infectados con PRRSV, se observó una 

disminución en la expresión de ARNm de TNF-α (López-Fuertes L et al., 2000). Mientras 

que los experimentos in vivo no logran detectar esta citocina (TNF-α) en los fluidos obtenidos 

de lavados bronco-alveolares (Van Reeth K 1999). 

Se ha demostrado que al infectar células mononucleares con el PRRSV se induce la expresión 

de IL-10 (Suradhat S et al., 2003), la cual es una citocina antiinflamatoria que logra inhibir 

la expresión de la IL-1 y el TNF-α, y además participa en la diferenciación de células T 

reguladoras (Mcguirk P et al., 2002). La falta de una respuesta inflamatoria y la débil o nula 

respuesta antiviral (inducida por los IFN tipo I) crea un microambiente desfavorable en el 

desarrollo de la respuesta adaptativa. 
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6.10.-Respuesta humoral a PRRSV. 

La respuesta humoral frente al PRRSV se ha evaluado ampliamente. En suero de cerdos 

infectados se pueden encontrar anticuerpos IgM anti-PRRSV entre los días cinco y siete pos-

infección (PI); sin embargo, después de dos o tres semanas son indetectables (Joo HS et al., 

1997; Yoon KJ et al.,1995) 

Posteriormente se detectan anticuerpos IgG entre los días siete y diez PI, con incremento 

entre la segunda y cuarta semanas (Loemba et al., 1996; Yoon KJ et al., 1995) Los niveles 

de estos anticuerpos son detectables hasta 300 días PI a niveles bajos (Nelson EA et al., 1994) 

Se ha informado que los Anticuerpos Neutralizantes (AN), aparecen a partir de la tercera 

semana PI (Albina E et al., 1998) sin embargo, existen estudios que muestran la presencia de 

AN en la segunda semana PI (día 9) (Yoon KJ et al., 1995). 

A pesar de que existen anticuerpos no neutralizantes contra la GP5, también se pueden 

encontrar AN, éstos son los que se han relacionado principalmente con la neutralización del 

virus para ambos genotipos. Los AN pueden ser detectados en algunos casos de manera 

temprana a partir del día 9 PI, sin embargo, generalmente se presentan a partir del día 28 PI 

(Yoon KJ et al., 1995). 

La participación de los AN en la protección contra el PRRSV se ha evaluado ampliamente, 

y existe cierta controversia respecto de su participación en la protección contra el PRRSV. 

Hay grupos que describen que éstos no participan en el control del virus, debido a que en 

cerdos que presentan un título elevado de AN fue posible aislar el virus de sangre. En el caso 

contrario, con un título indetectable de AN se logró resolver la viremia (Vezina SA et al., 

1996). Sin embargo, otros grupos han demostrado que la transferencia pasiva de AN a cerdas 

gestantes infectadas con PRRSV es capaz de bloquear la infección trasplacentaria (Osorio 

FA et al., 2002). 

Por otro lado, los anticuerpos contra la proteína N del virus, en las primeras semanas PI no 

tienen un efecto neutralizante. Estos anticuerpos se han relacionado con la diseminación del 

PRRSV en macrófagos, a través de un fenómeno conocido como incremento de la infección 
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dependiente de anticuerpos (Antibody Dependent Enhancement, ADE por sus siglas en 

inglés) (Cancel-Tirado SM et al., 2004). 

 

6.11.-Respuesta celular a PRRSV. 

En la respuesta celular inducida por el PRRSV, la respuesta de células T específicas contra 

el PRRSV, son analizadas mediante la proliferación de células mononucleares, que aparece 

en la cuarta semana PI con un máximo a la semana siete y un declive entre las semanas 9 y 

11 (Bautista EM y Molitor TW, 1997). 

La variabilidad en la respuesta de los cerdos, permitió clasificar la respuesta en tres niveles: 

bajo, intermedio y alto. En ambos casos, el fenotipo de células T secretoras de IFN-γ en 

respuesta al PRRSV parece consistir de linfocitos CD4+, CD8+ de memoria y CD4+ 

cooperadoras (López Fuentes L. et al., 1997; Meier WA et al., 2003). 

Al analizar las células productoras de IFN-γ específicas contra PRRSV (a través de ensayos 

de ELIspot) en sangre de cerdos infectados, se observó un número bajo de células productoras 

específicas, entre 50-100 células por cada 1ܺ10଺ células en la primera semana PI. El papel 

de la inmunidad mediada por células en la eliminación del PRRSV no está totalmente 

definida; sin embargo, es importante en la eliminación completa del virus, pues la respuesta 

humoral sola no es capaz de eliminar a este último. (Meier W et al., 2000). 

6.12.-Células Blanco, Macrófagos. 

Los macrófagos son células especializadas en la detección, fagocitosis y destrucción de 

microorganismos dañinos. Además, puede presentar antígenos a las células e inician el 

proceso inflamatorio mediante la liberación de citocinas que activan otras células. Los 

macrófagos pueden migrar y circular entre casi todos los tejidos, buscando la presencia de 

patógenos y eliminando células muertas. El macrófago alveolar se localiza en el pulmón, su 

función es la fagocitosis de partículas pequeñas, células muertas o microorganismos, inician 

y controlan la inmunidad frente a patógenos de las vías aéreas. Los macrófagos pueden 
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detectar productos bacterianos y otros microorganismos utilizando un sistema de receptores 

que se conoce como receptores de tipo Toll (TLRs) (Oviedo Javier, et al., 2012). 

Los macrófagos surgen de células precursoras que existen en la medula ósea; dirigidas por el 

Factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF, por sus siglas en inglés). 

Posteriormente emigran a sangre periférica a los tejidos donde suceden las reacciones 

inflamatorias y se diferencian a macrófagos. En presencia de un estímulo mitogénico los 

macrófagos son capaces de proliferar, pero a diferencia de otras células inmunitarias, en 

presencia de agentes patógenos o citocinas, estos detienen dicha proliferación e inducen la 

activación del propio macrófago, que con una polarización o cambio de fenotipo realiza 

funciones efectoras específicas (Arpa, 2008; Liu y Yang, 2013) 

Una de las funciones principales de los macrófagos es procesar el antígeno una vez que ha 

sido fagocitado. Las vías de procesamiento de antígeno convierten a los antígenos proteicos 

en péptidos que se asocian al MHC y estos, son presentados los Linfocitos T.  En la vía de la 

clase I del MHC, los antígenos presentes en el citoplasma son degradados en proteosomas a 

péptidos, los cuales pasan del citosol al Retículo Endoplásmico por un transportador 

dependiente de ATP, para luego ser asociados y transportados con moléculas del MHC tipo 

I hasta la superficie celular donde se muestra y es reconocido por Linfocitos CD8+. Por otra 

parte, en la vía de la clase II del MHC, el antígeno es interiorizado por medio de vesículas o 

endosomas y es procesado dentro de ellos. Las moléculas de la clase II del MHC recién 

sintetizadas se transportan a los endosomas y ahí se asocian a los péptidos generados. El 

complejo formado se traslada a la superficie de la célula y se muestra para ser reconocido por 

Linfocitos T CD4+. Una vez que el complejo receptor del linfocito T (TCR) reconoce a los 

péptidos asociados al MHC en un macrófago, se movilizan varias proteínas de superficie y 

moléculas transmisoras de señales hasta la zona de contacto del Linfocito T y el macrófago 

(o la célula presentadora de antígeno), formando una estructura llamada sinapsis inmunitaria. 

Las moléculas del Linfocito T que se mueven son el complejo TCR, los correceptores CD4+ 

y CD8+, proteínas co-estimuladoras y activadoras. Permitiendo de esta manera la activación 

del Linfocito T, activando diferentes cinasas que a su vez activan diferentes factores de 

transcripción, generando linfocitos activos con funciones específicas (Abbas, 2015). 
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Las células del linaje monocito-macrófago se caracterizan por su diversidad y plasticidad. En 

los tejidos, los macrófagos responden a las señales extracelulares con la adquisición de 

fenotipos funcionales específicos; a esto se le conoce como polarización o activación de 

macrófagos (Mills et al., 2000) propusieron la clasificación de macrófagos M1 (activación 

clásica) y M2 (activación alternativa) a partir del metabolismo de arginina en cada fenotipo 

(Lasswell et, al.,2017). 

Los macrófagos M1 se inducen por la expresión de citocinas pro-inflamatorias como INFγ y 

productos microbianos, como lipopolisacaridos (LPS). En su mayoría estos expresan la 

mayoría de TLR, secretan IL-12, TNF- α, IL-1β, IL-6. Además, expresan óxido nítrico 

sintasa inducible, por otra parte, aumentan la expresión de MHC II y el CD 86 potenciado su 

capacidad presentadora de antígeno, promoviendo la diferenciación de linfocitos Th1. En el 

contexto de la enfermedad este tipo de macrófagos está involucrado en iniciar y mantener la 

inflamación. Los macrófagos M2 liberan citocinas antiinflamatorias que ayudan a la 

proliferación celular y promueven la cicatrización de heridas y la reparación de tejidos. Por 

otra parte, tienen una alta participación en la promoción de tumores y una actividad fagocítica 

eficiente. Los macrófagos M2 producen Arginasa 1 para metabolizar la L-arginina, expresan 

receptores como el de manosa, receptor falso de IL-1, varios receptores basurero y receptores 

de quimiocinas (Tabla 1) (Lasswell et al., 2017). 

Tabla 1. Fenotipo de macrófagos activados vía clásica y alternativa con subtipos. Tomado y modificado 
de Lasswell et al., 2017.  
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Los macrofagos de humanos, de ratón y de cerdo con un fenotipo M1 exhiben una forma 

alargada (fibroblastoídes) con un núcleo pequeño. Se sugiere que LPS / IFN-γ (M1) 

aumentan la elasticidad, así como la fagocitosis. Mientras que los M2 dan como resultado 

una forma más circular grande y condensada, sugestiva a daño celular y tienen una 

disminución en la viabilidad al ser tratados con estímulos como Dexametasona (DEXA) o 

IL-4. (Patel et al., 2012; Porcheray et al., 2005; Vogel et al., 2014; Longtao Wang et al., 

2017). 

La vía de señalizacion del Factor Nuclear Kappa-B (NF-κB) involucra la regulacion de genes 

con la inmunidad, inflamacion y sobrevida celular. Exiten muchas rutas implicadas en la 

activacion de NF-κB. La vía canonica o vía que se sigue frecuentemente, es la estimulada 

por TNF-α, IL-1 o por componenetes patogenos bacterianos o virales. NF-κB activa la 

transcripción de genes como: IL-8, IL1β, IL-6, IL-12, TNF-α (Kegg pathway, 2020).  

7.-Antecedentes. 

La activación de macrófagos se ve afectada durante la infección por PRRSV porque esté se 

replica dentro de estas células; lo que facilita la infección, distribución y latencia en el 

organismo. Se conoce que la respuesta inmune adaptativa celular es un factor imprescindible 

para eliminar la infección con PRRSV (Loving et al., 2015; Pileri and Mateu, 2016). 

Por otro lado, el PRRSV es un miembro de la familia Arteviridae del género Artevirus, otros 

miembros de este grupo incluyen el virus equino de la arteritis, el virus de la deshidrogenasa 

láctica del ratón y el virus de la fiebre hemorrágica del simio (Plageman et al., 1992). 

Particularmente, el dominio N-terminal de esta proteína evita la activación de macrófagos y 

se ha reportado que disminuye la expresión de IL-1β, IL-8, TNF-α, IL6 en macrófagos 

infectados (Xing et al., 2015).  

Por otro lado, al evaluar la activación de monocitos/macrófagos de ratón, en un modelo 

celular in vitro, utilizando la línea celular (RAW264.7) en respuesta al estímulo de tres 

péptidos sintéticos identificados en la proteína GP5 de PRRSV, los cuales se ha sugerido son 

probables epítopos T, denominados GP5T1, GP5T2 y GP5T3. A partir de los datos obtenidos 

se evaluó la expresión de citocinas y quimiocinas, 1 y 8 h después del tratamiento con los 
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tres péptidos de manera independiente. Los datos mostraron que el péptido GP5T1 indujo la 

expresión significativa de INF-α4 e IFN-β1 después de 1h de tratamiento, y a las 8h 

posteriores expresó IL-1β, IL-10 e IFN-β1. Por su parte, el péptido GP5T2 indujo la 

expresión de todas las citocinas evaluadas después de una hora de tratamiento y expresó IL- 

1β, IL-10, INF-α1 e IFN-β1 después de 8h de tratamiento. Finalmente, el péptido GP5T3, de 

igual manera favoreció la expresión de todas la citocinas e interferones evaluados después de 

1h de tratamiento con excepción de IL-10 e IL-12 y expresó IL-1β, IL-10, IL-12, INF-α1 e 

IFN-β1 después de 8 h de tratamiento.  Por otro lado, los datos mostraron que los tres péptidos 

indujeron el cambio morfológico de monocito a macrófago después de 1 y 8 h de tratamiento, 

de manera similar al comportamiento de los controles LPS, DEXA y TNF-α. Los péptidos 

GP52T2 y GP5T3 fueron capaces de activar al gen reportero, sugiriendo la participación de 

la vía de señalización NF-κB. (Diaz Piña M. Tesis de Maestría, 2021). 

En este trabajo estudiamos los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 de la proteína GP5 del 

PRRSV, de los cuales se ha sugerido son capaces de activar una respuesta inflamatoria que 

ayuda a que sean blanco de linfocitos T. Para lo cual, se analizó la expresión de la proteína 

TNF-α, por un lado, se determinó la expresión en un modelo in vitro, utilizando macrófagos 

de cerdo tratados con los péptidos virales y, por otro lado, se midió la expresión de TNF-α 

en suero de cerdos PRRSV+ y PRRSV-.  

8.-Justificación 

La incidencia del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino ha sido causante de grandes 

pérdidas de importancia a nivel económico a todo el sector productor de porcinos 

industrializado y no industrializado alrededor del mundo. Este virus afecta a cerdos de todas 

las edades, modulando la respuesta inmunológica de los animales infectados, teniendo largos 

periodos de latencia. Los macrófagos desempeñan un papel fundamental en la respuesta 

inmunitaria ya que regulan señales tanto autocrinas como paracrinas que afectan de manera 

directa los procesos inflamatorios y antivirales. Evaluar la respuesta humoral generada por 

los tres péptidos sintéticos derivados de la proteína GP5, generará conocimiento nuevo sobre 

su posible participación para la inducción de la respuesta inmune celular. Los epítopos de 

reconocimiento presentes en los complejos proteicos de envoltura viral, tales como la 

proteína GP5 del PRRSV, parecen ser suficientes para inducir una respuesta inmunológica, 
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sin embargo, no ha sido complemente descrita su participación en el contexto del modelo 

porcino.  

9.-Hipótesis 

Los péptidos GP5T1, GP5T2 y GPT3 derivados de la proteína GP5 del virus PRRS, son 

capaces de favorecer la expresión de la proteína TNF-α, en contraste con la inhibición de la 

expresión de TNF-α en cerdos infectados con PRRSV. 

10.-Objetivo general 

Evaluar la expresión de TNF-α en macrófagos tratados con péptidos derivados de la proteína 

GP5 del PRRSV, en comparación con la expresión de TNF-α, en animales positivos a 

PRRSV. 

11.-Objetivos particulares 

1. Evaluar la expresión de TNF-α en macrófagos tratados con péptidos derivados de la 
proteína GP5 del PRRSV. 

2. Evaluar la expresión de TNF-α en sueros de cerdos negativos y positivos a PRRSV. 

 

12.-Materiales. 

  12.1.-Muestras biológicas sanguíneas. 

Se utilizaron 16 muestras sanguíneas de lechones de granjas tecnificadas, 8 de los lechones 

que mostraban los síntomas característicos del Síndrome Respiratorio y Reproductivo 

Porcino, tales como anorexia, ictericia, diarrea, conjuntivitis, caquexia entre otros. Los otros 

8 lechones eran animales sanos; se realizó una venopunción para la obtención de sangre total 

a través de la vena yugular ubicada a un costado de la tráquea del cerdo, finalmente por 

centrifugación se obtuvo el suero sanguíneo de los animales.  

Todos los procesos de manejo y obtención de muestras para el trabajo fueron hechos bajo las 

normas NOM-062-ZOO-1999 y NOM-056-ZOO-1995.   



 23 

  12.2.-Péptidos. 

Se utilizaron tres péptidos generados a partir de la secuencia de la proteína GP5 del virus 

PRRSV, denominados GP5T1, GP5T2 y GP5T3; los cuales corresponden a epítopos de 

reconocimiento para linfocitos T, con un alto grado de conservación (por encima de 80% de 

homología) entre los diferentes genotipos reportados (Cui et al., 2016). 

Para el diseño y caracterización de los péptidos se utilizaron las bases de datos, Immune 

Epitope Database (IEDB) y CCL Main Workbench 20.0. Se eligieron aquellas secuencias 

que tenían un alto grado de conservación entre cepas del virus, con una longitud aproximada 

de 15-30 aminoácidos, que fueran epítopos de reconocimiento para linfocitos T, además se 

evaluó su antigenicidad, hidrofilicidad, carga, solubilidad y peso molecular. Los parámetros 

evaluados fueron la expresión de TNF-α y la capacidad de inducir la proliferación de 

Linfocitos T. Posteriormente, el diseño se realizó con base en las dos mejores secuencias 

reportadas (Díaz Piña M., Tesis de Maestría 2021).  

  12.3.-Línea celular 3D4/31 (ATCC ® CRL-2844™). 

Las células 3D4/31 provienen del organismo vivo sus scrofa, (aislados de macrófagos 

alveolares del cerdo y que son células diana de PRRSV) el tipo de célula es macrófago 

alveolar, con una edad de 27 días, genero desconocido, con una morfología de macrófago, y 

posee propiedades de crecimiento adherentes, estas células necesitan medio completo: RPMI 

1640 con 2mM de L-glutamina conteniendo 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de 

glucosa, 10 mM de HEPES, 1.0 mM piruvato de sodio suplementado con 0.1 mM de 

aminoácidos no esenciales, 90% de suero bobino fetal. (ATCC 2021). Se utilizaron células 

en el pase número: XX para los experimentos. 

 

  12.4.-Estímulos. 

Los estímulos control utilizados en los experimentos fueron Lipopolisacáridos (LPS), 

Dexametasona (DEXA), Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNF-a), donde las 

concentraciones se indican en la tabla 2 conforme a lo reportado por la literatura. 
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 Tabla 2. Concentración usada para la estimulación de células 3D4/31 

ESTÍMULO CONCENTRACIÓN REFERENCIA 

LPS 1µg/mL  
(Tang et al.,2018) DEXA 1µg/mL 

TNF-A 50 ng/mL (Mastropietro et al., 2015) 

GP5T1 5µg/mL  
(Vashisht et al., 2008) GP5T2 5µg/mL 

GP5T3 5µg/mL 

 

 

  12.5.-Reactivos prueba de ELISA. 

Kit de ELISA contiene todos los componentes clave para la cuantificación cuantitativa de la 

natural o recombinante TNF-α Humana en un formato ELISA sándwich con un rango de 

detección de 23 a 3000 pg/ml. El kit consta de los siguientes elementos. 

 Microplaca de ELISA 

 Anticuerpo de captura 

 Anticuerpo de detección  

 Standard 

 Conjugado de Avidina-HRP 

 Sustrato liquido ABTS 

 Buffer de Bloqueo 

 Buffer de lavado 

 Diluyente 20x 
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Tabla 3. Reactivos para determinación de TNF-α 

Reactivo Descripción Marca y No. Catalogo 

Anticuerpo de captura Conejo anti-humano TNF-α 
0.5mg D-manitol 

PeproTech; #500-P31A-
EDK 

Anticuerpo de detección 
Conejo biotinilado  anti-

humano TNF-α  +  0.5 mg 
D-manitol 

PeproTech; #300-01ABT-
EDK 

Estándar 
TNF- α recombinante de 
humano + 2.2mg BSA + 

11.0 mg D-manitol 
PeproTech; #300-01A-EDK 

Conjugado de Avidina 
HPR 

Avidina peroxidasa de 
rabano picante 

PeproTech; #AVIDIN-
18UL 

Buffer de lavado PBS 20x PeproTech; Cat. #14200-
075 

Buffer de bloqueo Buffer de bloqueo 20x PeproTech; Cat #P-7949 

Diluyente Diluyente 20x PeproTech; Cat #3590 

Sustrato liquido ABTS Sustrato ABTS PeproTech; Cat. # A3219 

 

  12.6.-Obtención de proteínas totales a partir de macrófagos (Método   

buffer RIPA) 

El buffer RIPA, es un tampón de lisis utilizado para lisar las células y tejidos para ensayos 

de radio inmunoprecipitación (RIPA). Este buffer desnaturaliza los compuestos celulares 

gracias a detergentes iónicos como componentes activos y es particularmente útil para la 
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interrupción de las membranas nucleares en la preparación de extractos nucleares, el buffer 

puede desnaturalizar las quinasas (Alcaraz C., et al., 1990; Ngoka LC., 2000). 

Composición del buffer RIPA. 

 Tris al 50mM con un PH 7.4 

 NP-40 al 0.5% 

 NaCl al 100mM 

 PMSF al 100mM 

 Inhibidor de proteasas “complete mini” ROCHE 

 

 

12.7.-Determinación de proteínas totales (Ensayos Bradford). 

El ensayo de Bradford es un ensayo colorimétrico para determinación de proteínas. Este 

método se basa en el cambio de la absorbencia del colorante Azul Brillante de Coomassie G-

250 que se une a las proteínas, en concreto a los residuos de aminoácidos y a sus bases 

aromáticas. El reactivo de Bradford actúa de manera no protonada, esta es detectada por la 

lectura de absorbancia a 595 nm por espectrofotometría a fin de cuantificar la concentración 

de proteínas. Las interacciones iónicas e hidróficas estabilizan la forma aniónica del 

colorante, causando un cambio visible del color (Mara M., 2018). El ensayo de Bradford 

consta de los siguientes reactivos. 

 Albumina de suero bovino (BSA) presentación comercial BSA purificada, New 
England Biolabs 10mg/ml 

 Microplaca de ELISA 

 Reactivo de Bradford  
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12.8.-EXTRACCIÓN DE RNA MÉTODO TRI reagent® 

La solución TRI Reagent® es un producto patentado por MRC para el aislamiento 

simultáneo de ARN, ADN y proteínas. El reactivo es una versión mejorada del popular 

método single-step para el aislamiento de ARN total (Chomczynski et al 1994). Es una 

solución monofásica que contiene fenol con tiocianato de guanidina. TRI Reagent® 

proporciona un método confiable, rentable y eficiente de aislamiento de ARN.  

Reactivos necesarios para la extracción de RNA por método TRI reagent®: 

 Trizol 

 Cloroformo 

 Isopropanol 

 Etanol 

 Agua ultrapura  

 

12.9.-RT-PCR 

La reacción de RT-PCR se estableció usando el kit RevertAid First Strand cDNA 

Thermoscientific (No.Cat. K1622) según especificaciones del proveedor. La reacción se 

incubó a 55 ° C durante 1 h para la síntesis del ADNc. Después de la síntesis de ADNc, el 

ADN diana se amplificó mediante PCR utilizando los tres pares de primers correspondientes 

a tres diferentes orfs de PRRSV. 

Reactivos necesarios para RT-PCR: 

 RNA templado 

 Oligo (dT) primer 

 Agua ultrapura 

 Reaction buffer 

 Ribolock RNase inhibitor (20 u/ ϻl) 

 10mM dNTP Mix 

 RevertAid M-MuLV RT (200 u/ ϻl) 
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13.-Metodología. 

  13.1.-Obtención de muestras sanguíneas. 

Las muestras sanguíneas fueron obtenidas de lechones de entre 3 a 9 semanas a través de 

punción venosa, se realizó la toma de muestra de sangre periférica, en dos granjas porcícolas. 

Siguiendo protocolos estandarizados (anexo I), las muestras fueron tomadas a partir de 16 

lechones, 8 de ellos poseían signos y síntomas característicos del PRRS y 8 de ellos no 

presentaban ningún signo clínico referente al PRRS. Para confirmar la presencia de PRRSV 

se realizó una amplificación de 3 distintos ORF´s que indican una presencia de latencia 

generada por el patógeno PRRSV obtenidos por RT-PCR (anexo II). Las muestras positivas 

a la infección fueron rectificadas por un tercero para la confirmación de la presencia de los 

patógenos en las muestras (Anexo III). Las muestras negativas a PRRSV fueron tomadas a 

partir de 8 animales sanos que no poseían signos ni síntomas de enfermedad, proveniente de 

una granja con certificado Libre de ciertos patógenos, entre ellos PRRSV, PCV2 e Influenza 

porcina evaluado a través de por PCR, con certificado vigente de buenas prácticas emitido 

por la Organización Mexicana de Certificación Ganadera y Alimentaria A.C (OMECEGA). 

Dicha granja está localizada en Dolores Hidalgo, Guanajuato. La colecta de sangre se realizó 

conforme a lo establecido en las normas oficiales mexicanas vigentes: NOM-062-ZOO-1999 

y NOM-056-ZOO-1995. Finalmente, por centrifugación se separó el paquete celular del 

suero y se almacenó a -80°C hasta su uso. 

  13.2.-Extracción de RNA viral y RT-PCR. 

Una vez obtenidos los sueros de los animales con los signos clínicos característicos de PRRS 

se tomó una alícuota de suero, se realizó la extracción de RNA siguiendo el protocolo de 

extracción de RNA TRI reagent ® (anexo IV).  Posteriormente se tomó una alícuota y se 

cuantifico en el equipo nanoDrop, se verifico que la pureza de esta se encontrara en un rango 

de 1.8-2.0 en relación a el campo de luz visible de 260/280 nm. 

Posteriormente se realizó la RT-PCR utilizando la enzima (RevertAid H Minis Reverse 

Transcriptase/ Thermo Fisher Scientific ®), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Una vez obtenido el material genético retrotranscrito o cDNA. se realiza una electroforesis 

para observar los amplicones generados, a través de un gel de agarosa, las bandas 
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amplificadas nos muestran la presencia o ausencia de los ORF´s esto gracias a los cebadores 

específicos a PRRSV (anexo II). 

  13.3.-Síntesis química de péptidos. 

Los péptidos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 se sintetizaron químicamente a través de un proveedor 

externo GenScript. Ellos utilizaron la técnica de Síntesis de Fase Sólida. La cuál consiste en 

fijar el primer aminoácido a un soporte sólido (suele ser de un polímero sintético) y por medio 

un proceso cíclico se incorporan los aminoácidos de la secuencia establecida. La síntesis 

ocurre en la dirección del grupo carboxilo (C) al amino terminal (N), donde se unirá el otro 

aminoácido mediante un enlace peptídico. Este proceso se repite hasta que las cadenas de 

péptidos son ensambladas.  

Al finalizar la síntesis el péptido es purificado por medio de Cromatografía Liquida de Alta 

eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) de fase reversa. Posteriormente, la caracterización 

del péptido se hace por Espectrometría de Masas (MS, siglas en ingles). La prueba de 

Solubilidad se realiza diluyendo el péptido sintetizado ya se en agua grado molecular o 

DMSO, y se define como insoluble cuando se ha disuelto menos de 0.1 mg/mL (Diaz Piña 

M. 2021). 

  13.4.-Estimulación de PAM. 

A partir de células provenientes de cultivo celular en la línea 3D4/31 (PAM) se cuantifico la 

cantidad de células con la cámara de Neubauer y el microscopio de lente focal invertido, para 

determinar la concentración de células y así poder realizar una disolución y obtener una 

concentración de 1 10ݔହ células. Se sembraron 24h previas a la estimulación en una placa 

de cultivo celular (Corning TM) de 24 pozos con 500 μl de medio completo: Medio RPMI-

1640 (Sigma, # Cat. R5158) con 10% SFB. Para realizar la estimulación en el medio RPMI 

se realizaron las disoluciones necesarias para adicionar cada estimulo (DEXA, TNF- α, LPS, 

T1 [GP5T1], T2 [GP5T2] y T3 [GP5T3]) en las concentraciones indicadas (Tabla 2). Una 

vez conocida la cantidad de estímulo que se adiciona por pozo, se realiza un triplicado de 

cada muestra incubándose por 8h en la incubadora a una atmosfera de aire de 37°C y 5% de 

 .ଶܱܥ
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  13.5.-Extracción de proteínas totales de las células 3D4/31. 

Para la extracción de proteínas totales se utilizó el buffer RIPA a una concentración de 1mM 

con inhibidores de proteasa (PMSF y complete mini) partiendo de un stock de 100mM de tal 

manera que lise a las células, pero no a las proteínas presentes. Se utilizó este buffer para 

despegar las células de una placa de cultivo celular de 24 pozos, con la finalidad de obtener 

el lisado celular, a cada pozo se le agrego 100 µl de inhibidores de proteasas, una vez 

recuperando el lisado en tubos Eppendorf de 0.6 ml se almacenaron por 24h en 

ultracongelación (-80°C). Posteriormente se realizó una centrifugación de cada muestra a 1 

min por 12000 rpm. Recuperando el sobrenadante que contiene la proteína total soluble y 

desechando la pastilla celular. La forma correcta de almacenado del sobrenadante es en 

ultracongelación. 

  13.6.-Cuantificación de proteína total por método de Bradford. 

Los ensayos de Bradford consisten en métodos colorimétricos de proteínas totales, se realiza 

una dilución de albumina de suero bovino (BSA) a partir de la presentación comercial de 

BSA New England Biolabs 10mg/ml a una concentración stock de 100 μg/ml para realizar 

una curva de calibración. Se prepara la curva de calibración y las muestras por duplicado en 

placa de 96 pozos (Plate 96-well Sarstedt). 

Tabla 4. Curva de calibración de Bradford con albumina de suero bovino (BSA) 

μg de BSA μl de BSA [100 

μg/ml] 

μl de agua 

destilada 

μl de reactivo 

de Bradford 

Volumen final 

por pozo 
CURVA PATRÓN  

0 0 100 100 200 

1 10 90 100 200 

2 20 80 100 200 

4 40 60 100 200 

6 60 40 100 200 

8 80 20 100 200 

MUESTRAS 1μ  99 100 200 
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Posteriormente se le agrego 1 μl de cada muestra a analizar de las extracciones de proteína 

con los diferentes estímulos para determinar la cantidad de proteína presente por μg de BSA. 

 

  13.7.-Determinación de la expresión de TNF-α. 

Para la determinación de TNF-α se realizaron Ensayos Inmuno Absorbentes Ligados a 

Enzimas (ELISA) tipo sándwich. El kit de ELISA se utiliza para la determinación 

cuantitativa de proteínas secretadas como citocinas y quimiocinas, también como proteínas 

intracelulares señalizadoras. El kit de Human TNF-α Mini ABTS ELISA contiene los 

componentes clave requeridos para la cuantificación de la natural y recombinante Human 

TNF-α en un formato ELISA sándwich. Siguiendo las recomendaciones del proveedor, se 

realizó la preparación de la placa de ELISA de 96 pozos, fijando el anticuerpo de captura, se 

incuba por al menos 12h a una temperatura ambiente, fijando así el anticuerpo al pozo. 

Posteriormente, se añade un buffer de bloqueo evitando así las uniones inespecíficas con 

otras proteínas, este se incuba por 1h a temperatura ambiente. 

Para la preparación de la curva del estándar se realiza una dilución seriada partiendo de 

3000pg/ml hasta cero en diluyente, realizando un triplicado por cada muestra estándar. Para 

las muestras previamente se realizó la cuantificación de proteína total, con la finalidad de 

añadir la misma cantidad de proteína a cada pozo (tabla 4) una vez añadida la muestra se 

incuba por 2h a temperatura ambiente. De los datos obtenidos se agregaron 10ul para la 

evaluación del kit.  

La curva de calibración se preparó mediante diluciones el anticuerpo de captura en una 

concentración 1.0 µg/ml. Adicionando 100 µl por cada pozo en la microplaca de ELISA, esta 

se fija a la placa por alrededor de 12h. Una vez fijado el anticuerpo de captura se lava por 

pozo utilizando el buffer de lavado. Una vez lavada la placa se añade 300 µl de buffer de 

bloqueo a cada pozo, evitando así las uniones inespecíficas, este buffer se dejó incubando 

por 1h. el proceso de lavado se repite una vez más. A partir del “Standard” se realizó una 

disolución de 3000 pg/ml hasta cero en diluyente. 
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Para la detección de TNFα, se utilizó un anticuerpo de detección en diluyente a una 

concentración de 0.50 µg/ml. Añadiendo a cada pozo 100 µl por pozo, dejando incubar por 

2h a temperatura ambiente, de tal manera que el anticuerpo ya fijado a la placa sufra una 

biotinización esta se deja incubar por 2h. Posteriormente se realizó un lavado y se adicionó 

una disolución del conjugado Avidin HRP en una concentración 1:2000 en diluyente hasta 

un volumen de 11ml, se añade 100 µl por pozo y se  incubó por 30 minutos. Posteriormente 

se repitió el proceso de lavado, y se añadió el sustrato liquido ABTS a 100 µl por pozo, y se 

dejó incubar unos minutos a temperatura ambiente, comenzando a mostrar un cambio de 

color, la lectura fue realizada a través de un microlector de placas de ELISA con una longitud 

de onda de 405 nm con una corrección a 650 nm, las curvas del standard fueron obtenidas 

gracias a la densidad óptica (D.O.) y las muestras a analizar fueron leídas por 30 minutos, en 

intervalos de 5 minutos. 

 

  13.8.-Análisis estadístico 

Se utilizó el software GranphPad Prism, V6, este software fue utilizado para el procesamiento 

de datos, análisis estadísticos, y producción de gráficas de resultados obtenidos. 

Para el modelo in vivo se utilizó el análisis estadístico, ANOVA de una vía, el análisis pos-

hoc con prueba de T-student. El * indica diferencia significativa, con valor de P≤ 0.05 

Para el modelo in vitro. Los tratamientos se realizaron por triplicado y se analizaron en dos 

experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía y prueba 

pos hoc de Tukey. El * en las gráficas indica diferencia significativa, con valor de P≤ 0.05; 

** indican una P≤0.001. y *** indican P≤0.0001. 

 

 



 33 

14.-Resultados. 

Se utilizó el modelo in vivo en porcinos. Para la evaluación de la citocina, TNF-α se realizó 

un ensayo tipo ELISA sándwich en el cual se analizaron 16 muestras de animales, 8 animales 

positivos a la infección por PRRSV y 8 muestras negativas a la infección por PRRSV. Los 

datos de las pruebas de diagnóstico se encuentran en los anexos I y II. La prueba de ELISA 

tiene un rango de detección de esta citocina de 23 hasta 3000 pg/ml de la proteína. Todas las 

muestras fueron realizadas por duplicado siguiendo las recomendaciones de la norma 

ISO10993-5 (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Análisis de TNF-α en sueros porcinos positivos y negativos a la infección por PRRSV. A partir 
de los sueros positivos y negativos a la infección por PRRSV se realizó el análisis de TNF-α. Se observó una 
disminución significativa de la expresión de TNFα en los cerdos positivos a PRRSV. Los datos se analizaron 
con ANOVA de una vía, el análisis pos-hoc con prueba de T-student. El * representa un valor de P≤0.05 con 
respecto a los sueros de lechones negativos. N=8 
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De los análisis obtenidos se observó que la expresión de TNF-α, fue menor en los animales 

infectados, en comparación con los animales sanos. Este dato corresponde a lo que se ha 

mostrado anteriormente en la literatura, en relación con la capacidad de los virus de inhibir 

la expresión de citocinas proinflamatorias y con funciones antivirales tal como lo es TNFα. 

Modulando así la expresión de los procesos inmunitarios en las células encargadas de la 

respuesta inmunitaria en este contexto, actualmente se llevan a cabo estudios para determinar 

si las vías de señalización tales como NFAT, CREB y el factor nuclear NFκ-β, podrían estar 

involucradas (Beura et al., 2009; Chen et al., 2009; Kim et al., 2010). 

Por otro lado, para el modelo in vitro, se utilizaron macrófagos alveolares de cerdo. Las 

células fueron tratadas con diversos estímulos individualmente, realizado este proceso por 

triplicado en tres experimentos independientes.  Los estímulos utilizados fueron: Control; 

células sin tratamiento, Dexametasona (DEXA); células tratadas con un fármaco anti-

inflamatorio, Lipopolisacaridos (LPS); células fueron tratadas con restos bacterianos 

precursores de la inflamación, TNF-α; células tratadas con la citocina proinflamatoria 

caquectina, GP5T1, GP5T2 y GP5T3; células tratadas con 3 péptidos diseñados a partir de la 

proteína GP5 del virus PRRSV. Una vez pasadas 8 horas de tratamiento a los PAM con los 

diversos estímulos, se realizó la extracción de proteínas totales con ayuda del Buffer de lisis 

(RIPA + inhibidores de proteasas), una vez obtenida las muestras lisadas se almacenan en 

ultracongelación. Cabe destacar que las concentraciones de los tratamientos utilizadas fueron 

descritas con anterioridad en (Piña- Díaz et al., Tesis de Maestría 2021), quien realizó un 

análisis dosis-dependiente, para optimizar el uso de estos. 

Para la cuantificación del lisado celular, provenientes de cultivo celular, se realizó la 

cuantificación de proteínas totales en cada muestra, a través de método de Bradford. Se 

determinó la concentración de proteínas totales en relación con una curva de calibración 

elaborada mediante software estadísticos, utilizando una proteína conocida como lo es la 

BSA contra la cantidad de proteína desconocida. La concentración de proteínas en el lisado 

celular se utilizó como factor de corrección de carga (Figura 7). 
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Figura 7. Curva de calibración de albumina de suero bovino (BSA). Curva de calibración de concentración 
conocida de 10 μg de proteína (BSA), esta se interpola contra la concentración desconocida obtenida de proteína 
total de células provenientes de cultivo celular, con la finalidad de determinar la cantidad de proteína total 
presente, obtenida de lisado celular de PAM. Se calculó realizando una regresión lineal; R2 0.95. La 
interpolación fue realizada mediante la ecuación Y = 0.03128*X + 0.3398.  

 

Para la evaluación de TNF-α se utilizó el kit comercial Human TNF- α Mini ABTS ELISA 

Development. La curva de calibración se preparó mediante diluciones el anticuerpo descritas 

en la metodología.  

 

Figura 8. Curva de calibración del Estándar TNF-α. Curva de calibración de concentración de Standard 
conocida de 3000 pg/ml hasta cero, esta se interpola contra la concentración desconocida de las muestras a 
analizar provenientes de lisado de cultivo celular obtenida de proteína total de células provenientes de cultivo 
celular, con la finalidad de determinar la cantidad de la citocina TNF-α presente. Se calculó realizando una 
regresión lineal; ܴଶ= 0.98. La interpolación fue realizada mediante la ecuación Y = 0.0002836*X + 0.1646. 
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Tal como se indica en la curva de calibración, las condiciones de la muestra fueron adecuadas 

para su posterior evaluación. Para la detección de TNFα, se siguieron las indicaciones del 

fabricante del Kit de ELISA, los resultados de muestran en la (Figura 9). 

 

Figura 9. Expresión de TNF-α en células 3D4/31. Las células 3D4/31 fueron tratadas con diferentes 
estímulos. Los estímulos utilizados fueron; Control (sin estimulo); DEXA (1 μg/ml); TNF-α (50 μg/ml); LPS 
(1 μg/ml); Péptidos: GP5T1 (1 μg/ml); GP5T2 (1μg/ml); GP5T3 (1μg/ml). Los tratamientos se realizaron por 
triplicado y se analizaron en dos experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA de 
una vía y prueba pos hoc de Tukey. El * indica diferencia significativa, con valor de P≤ 0.05 ; ** indican una 
P≤0.001. y *** indican P≤0.0001. 

 

Todos los estímulos presentados ante los PAM tuvieron una activación de la citocina TNF-

α, de acuerdo con los análisis estadísticos por medio de la prueba de Tukey. De tal manera, 

que en comparación al Control (células sin estimulo) DEXA no es significativo de control; 

Las células control comparadas con TNF-α si presentaron una valor significativo en presencia 

de TNF-α; Las células control contra los Lipopolisacaridos no mostraron un valor 

significativo en comparativa a las células sin estimulo; Las células control en comparativa 

con las células estimuladas con los péptidos derivados de la proteína GP5 del virus PRRS 

mostraron una significancia alta en comparativa a las células control, en el orden 
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GP5T3>GP5T2>GP5T1. La determinación de esta se realizó siguiendo las recomendaciones 

de la norma ISO-10993-5. Los péptidos sintéticos GP5T1, GP5T2 y GP5T3 mostraron una 

inducción de la expresión de TNF-α. 

15.-Discusión 

El virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino es un patógeno que afecta a los 

porcinos en diferentes etapas de la vida, este patógeno cobra importancia, porque genera 

cuantiosas pérdidas a los productores de porcinos. La mortalidad en lechones asociada a la 

presencia del PRRSV  llega a ser hasta del 100%. Por otro lado, los animales infectados por 

PRRSV que sobreviven, muestran retraso en el crecimiento, mientras que las cerdas 

reproductoras gestan cerdos momificados, mortinatos y nacidos débiles. La prevención de 

este virus patógeno es primordial para todo productor porcino a nivel mundial. El método 

más empleado para la prevención de enfermedades virales es la vacunación, partiendo de 

modelos vacúnales clásicos que constan de virus atenuados o inactivados (Montaner-Trarbes 

et al., 2019). En el mundo se cuenta con vacunas que contienen el PRRSV atenuado. Sin 

embargo, no son utilizadas ampliamente porque se ha descrito que el virus vacunal puede 

recuperar la virulencia, el cual llega a ser más agresivo que las cepas silvestres (Zhou et al, 

2018). 

En años recientes se han realizado investigaciones para dilucidar la participación de epítopos 

de reconocimiento de Linfocitos T, presentes en la proteína GP5 del virus PRRSV, sin 

embargo, a la fecha, poco se conoce sobre su participación en la modulación de la respuesta 

del macrófago.  

En trabajos previos en el grupo de trabajo, se identificaron y se sintetizaron químicamente 

tres péptidos derivados de la proteína GP5, denominados GP5T1, GP5T2 y GP5T3, los cuales 

de acuerdo con análisis in silico mostraron ser probables epítopos de reconocimiento de 

linfocitos T. Dos de los tres péptidos evaluados en este trabajo (GP5T1 y GP5T2), fueron 

diseñados partiendo de fragmentos virales que ayudan al reconocimiento para linfocitos T y 

seleccionados de un conjunto de 96 pentadecapeptidos extraídos a partir de la proteína GP5 

del virus PRRSV (Vashisht y colaboradores 2008). Por su parte GP5T3, este compuesto por 

los péptidos GP5T1 y GP5T2 (Piña-Diaz, et al, Tesis de Maestría 2021). En el trabajo 
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realizado previamente por Diaz-Piña., et al (2021), se evaluó la capacidad de los tres péptidos 

mencionados, de modular la expresión del ARNm de macrófagos de ratón y de inducir la 

polarización de éstos mismos. Los datos sugirieron que los tres péptidos fueron capaces de 

inducir la activación de macrófagos alveolares de ratón hacia el fenotipo M1, de manera 

similar al estímulo con TNF-α. Sugiriendo que la inducción del ambiente proinflamatorio 

favorece la polarización al fenotipo M1 de macrófagos. 

Los datos descritos en macrófagos de ratón, dieron la pauta para la investigación en el modelo 

porcino, por tanto, resultó interesante comparar la expresión de TNFα tanto en los 

macrófagos porcinos tratados con péptidos virales que mostraron ser suficientes para 

desencadenar la expresión de citocinas pro-inflamatorias y contrastar con la expresión del 

mismo marcador en animales infectados.  

Las pruebas fueron realizadas mediante detección del ensayo de ELISA. Una de las 

dificultades que se encontraron es que los proveedores de anticuerpos y métodos de 

inmunodetección para muestras de cerdos son escasos. Por tanto, previo a la experimentación 

se realizó un análisis de homología entre la secuenciación nucleotídica de TNF-α de sus 

scrofa descrita en Genbank (anexo 5), versus TNFα humano, provisto en el de Kit Human 

TNF-α Mini ABTS ELISA Development Kit (anexo 6). Los datos mostraron un valor del 

81%, superando la homología mínima requerida para la inmunodetección, ver anexo 7. 

Los datos mostraron que los péptidos GP5T1, GP5T2, y PG5T3 fueron capaces de activar la 

expresión de TNF-α en los macrófagos de cerdo, en el orden GP5T3>GP5T2>GP5T1. Lo 

cual robustece la hipótesis de que dichos péptidos son capaces de activar una respuesta 

inflamatoria y sugiere su participación en el reconocimiento del patógeno y el despliegue de 

la respuesta inmune mediada por células. El péptido GP5T3 favoreció una mayor expresión 

de TNF-α, superando a la expresión producida por el mismo TNF-α, sugiriendo un efecto 

sinérgico cuando se utilizan ambos epítopos. 

Por otro lado, en porcinos naturalmente infectados por el virus PRRSV, se mostró que TNF-

α se encuentra suprimido en animales positivos a PRRSV, en concordancia con los datos de 

la literatura. Los animales positivos a PRRSV, en comparación, con los animales control, 

mostraron una disminución estadísticamente significativa de TNF-α, ver figura 6. Sugiriendo 
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que la expresión de factor de TNF-α se ve comprometida durante la infección por PRRSV. 

Esta desregulación en la expresión de TNF-α, podría condicionar para la respuesta eficiente 

de Interferón gamma (INF-γ), el cual constituye una de las más importantes moléculas 

antivirales. De hecho, se ha descrito que la expresión de INF-γ es estimulada por IL-12 y 

TNF-α (Gómez-Laguna et al., 2010), en consecuencia, se podrían ver afectadas las funciones 

de los Linfocitos T y B.  

El TNF-α posee funciones quimio tácticas que pueden ayudar a la activación tanto autocrina 

como paracrina de las células y la producción de diversas quimiocinas y citocinas, de tal 

manera que podría desencadenar una respuesta inmunológica antiviral especializada a células 

T. El estudio cobra gran relevancia al realizarse en las células diana del patógeno, 

respondiendo de manera positiva a la inducción del factor de necrosis tumoral, ya que, en 

comparativa con la activación de las células con los diversos estímulos, mostró el aumento 

en la expresión de TNFα, favorecida por la presencia de péptidos derivados de una de las 

proteínas virales que conforma el complejo proteico a través del cual el virus se une al 

receptor CD163 del macrófago. Tomando en consideración estos datos en conjunto, estos 

datos podrían contribuir para el desarrollo de inmunógenos que ayuden a la prevención de la 

infección de este patógeno. 

16.-Conclusión 

Los animales infectados con PRRSV generalmente sufren daños de carácter respiratorio y 

reproductivo, debido a la capacidad del virus de evadir la respuesta del sistema inmunológico 

del hospedero. Por primera vez, se mostró evidencia que indica que los péptidos GP5T1, 

GP5T2 y GP5T3 derivados de la proteína GP5 del PRRSV, son suficientes para favorecer la 

expresión de TNF-α. Por otro lado, resulta interesante que, en animales naturalmente 

infectados por el PRRSV, la expresión de TNF-α, se encuentra suprimida, en concordancia 

con la literatura en la que se ha mostrado que la proteína Nsp1 del PRRSV es la responsable 

de dicha supresión. Se requerirán estudios adicionales para investigar si la inmunización de 

porcinos con los péptidos aquí descritos, solos o en conjunto con otros epítopos, son capaces 

de favorecer la expresión de TNF-α y citocinas proinflamatorias en porcinos y si dicha 

regulación despliega la respuesta inmune antiviral fuerte y sostenida. 
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18.-Anexos 

18.1.-Anexo I. 

Protocolo de muestra para cerdos y encuesta aplicada a la granja PRRSV + 
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18.2.-Anexo II. 

Sueros positivos a PRRSV detección por RT-PCR y Electroforesis 
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18.3.-Anexo III. 

Resultados de los análisis enviados a laboratorio de un tercero para la identificación de 

microrganismos del CRP presentes en la granja experimental (Calderón Rico, F., 2021). 
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18.4.-Anexo IV. 

. Protocolo de extracción de RNA por método TRI reagent ® 
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18.5.-Anexo V. 

Secuenciación genética del factor de necrosis tumoral alphan; NCBI Reference Sequence: 
NM_214022.1 obtenido de GenBank 

Secuenciación nucleotidica del Factor de necrosis tumoral de Sus Scrofa (mRNA) obtenido 
de GenBank; Reference Sequence: NM_212022.1 

CCCAGAGTGAGGACACCAGGGGACCAGCCAGGAGAGAGACAAGCCATCTCCAGGACCCCCTAGAAATAAC 
CTCTCAGAAGACACACCCCCGAACAGGCAGCCGGACGACTCTCTCCCTCTCACACGCTGCCCCGGGGCGC 
CACCATCTCCCAGCTGGACCTGAGCCCCTCTGAAAAAGACACCATGAGCACTGAGAGCATGATCCGAGAC 
GTGGAGCTGGCGGAGGAGGCGCTCGCCAAGAAGGCCGGGGGCCCCCAGGGCTCCAGGAGGTGCCTGTGCC 
TCAGCCTCTTCTCCTTCCTCCTGGTCGCAGGAGCCACCACGCTCTTCTGCCTACTGCACTTCGAGGTTAT 
CGGCCCCCAGAAGGAAGAGTTTCCAGCTGGCCCCTTGAGCATCAACCCTCTGGCCCAAGGACTCAGATCA 
TCGTCTCAAACCTCAGATAAGCCCGTCGCCCACGTTGTAGCCAATGTCAAAGCCGAGGGACAGCTCCAAT 
GGCAGAGTGGGTATGCCAATGCCCTCCTGGCCAACGGCGTGAAGCTGAAAGACAACCAGCTGGTGGTGCC 
GACAGATGGGCTGTACCTCATCTACTCCCAGGTCCTCTTCAGGGGCCAAGGCTGCCCTTCCACCAACGTT 
TTCCTCACTCACACCATCAGCCGCATCGCCGTCTCCTACCAGACCAAGGTCAACCTCCTCTCTGCCATCA 
AGAGCCCTTGCCAGAGGGAGACCCCCGAGGGGGCCGAGGCCAAGCCCTGGTACGAACCCATCTACCTGGG 
AGGGGTCTTCCAGCTGGAGAAGGATGATCGACTCAGTGCCGAGATCAACCTGCCCGACTATCTGGACTTT 
GCTGAATCTGGGCAGGTCTATTTTGGGATCATTGCCCTGTGAGGGGGCAGGACATCCGTTCCCTCCCCTG 
TCCATCCCTTTATTATTTTACTCCTTCAGACCCCCTCACGTCCTTCTGGTTTAGAAAGAGAATGAGGGGC 
TGGGGACTGGGCTCCAAGCTTAAAACTTTAAACAACAACAGCAACACTTAGAAATCAGGGATTCAGGGAT 
GTGTGGCCTGGACAACCAGGCACTGACCACCACCAAGAATTGGAACTGGGGCTTCCAGACTCGCTGGGGT 
CCTTGGGTTTGGATTCCTGGATGCAACCTGGGACATCTGGAATGTGGCTGCCAGGGAAGCTTGGGTTCCA 
ATCGGAATACTTCAGAACATTCCTTGAGAAGATTTCACCTCAATCTTGATGACTTTTTAGGCTTCCCTTT 
CTTCCAATTTTCCAGACTTCCCTGGGATGGGGAGCCCAGCCCCAAACCCCACAGGCCAGCTCCCTCTTAT 
TTATATTTGCACTTGGCATTATTATTTATTTATTTATTTATTATTTATTTACTAGTGAATGTATTTATTC 
AGGAGGGCGAGGTGTCCTGGGAGACCCAGCATAAGGGCTGCCTTGGTTCAGATGTGTTTTCTGTGAAAAC 
GGAGCTGAACTGTAGGTTGCTCCCACCTGGCCTCCTAGCCTCTGTGCCTCCTTTTGCTTATGTTTTTAAA 
AACAAATATTTATCTGATCGAGTTGTCTAAATAATGCTGATTTGGTGACTAACTTGTCGCTACATCGCTG 
AACCTCTGCTCCCCAGGGGAGTTGTGTCTGTAACCGCCCTACTGGTCAGTGGCGAG 
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18.6.-Anexo VI 

Secuenciación genética de Homo sapiens de cromosoma 6, GRCh38 de primer ensamble ID 
del gen:7124 (peprotech). NCBI Reference Sequence: NC_000006.12 obtenido de Genbank. 

Secuenciación nucleotidica de cromosoma recombinante utilizado en la proteína TNF-α de 
humano utilizada por Prepotech. 

AGCAGACGCTCCCTCAGCAAGGACAGCAGAGGACCAGCTAAGAGGGAGAGAAGCAACTACAGACCCCCCC 
TGAAAACAACCCTCAGACGCCACATCCCCTGACAAGCTGCCAGGCAGGTTCTCTTCCTCTCACATACTGA 
CCCACGGCTCCACCCTCTCTCCCCTGGAAAGGACACCATGAGCACTGAAAGCATGATCCGGGACGTGGAG 
CTGGCCGAGGAGGCGCTCCCCAAGAAGACAGGGGGGCCCCAGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTTCCTCAGCC 
TCTTCTCCTTCCTGATCGTGGCAGGCGCCACCACGCTCTTCTGCCTGCTGCACTTTGGAGTGATCGGCCC 
CCAGAGGGAAGAGGTGAGTGCCTGGCCAGCCTTCATCCACTCTCCCACCCAAGGGGAAATGGAGACGCAA 
GAGAGGGAGAGAGATGGGATGGGTGAAAGATGTGCGCTGATAGGGAGGGATGGAGAGAAAAAAACGTGGA 
GAAAGACGGGGATGCAGAAAGAGATGTGGCAAGAGATGGGGAAGAGAGAGAGAGAAAGATGGAGAGACAG 
GATGTCTGGCACATGGAAGGTGCTCACTAAGTGTGTATGGAGTGAATGAATGAATGAATGAATGAACAAG 
CAGATATATAAATAAGATATGGAGACAGATGTGGGGTGTGAGAAGAGAGATGGGGGAAGAAACAAGTGAT 
ATGAATAAAGATGGTGAGACAGAAAGAGCGGGAAATATGACAGCTAAGGAGAGAGATGGGGGAGATAAGG 
AGAGAAGAAGATAGGGTGTCTGGCACACAGAAGACACTCAGGGAAAGAGCTGTTGAATGCCTGGAAGGTG 
AATACACAGATGAATGGAGAGAGAAAACCAGACACCTCAGGGCTAAGAGCGCAGGCCAGACAGGCAGCCA 
GCTGTTCCTCCTTTAAGGGTGACTCCCTCGATGTTAACCATTCTCCTTCTCCCCAACAGTTCCCCAGGGA 
CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTGGCCCAGGCAGTCAGTAAGTGTCTCCAAACCTCTTTCCTAATTCTGGGT 
TTGGGTTTGGGGGTAGGGTTAGTACCGGTATGGAAGCAGTGGGGGAAATTTAAAGTTTTGGTCTTGGGGG 
AGGATGGATGGAGGTGAAAGTAGGGGGGTATTTTCTAGGAAGTTTAAGGGTCTCAGCTTTTTCTTTTCTC 
TCTCCTCTTCAGGATCATCTTCTCGAACCCCGAGTGACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTAGGTAAGAGCTC 
TGAGGATGTGTCTTGGAACTTGGAGGGCTAGGATTTGGGGATTGAAGCCCGGCTGATGGTAGGCAGAACT 
TGGAGACAATGTGAGAAGGACTCGCTGAGCTCAAGGGAAGGGTGGAGGAACAGCACAGGCCTTAGTGGGA 
TACTCAGAACGTCATGGCCAGGTGGGATGTGGGATGACAGACAGAGAGGACAGGAACCGGATGTGGGGTG 
GGCAGAGCTCGAGGGCCAGGATGTGGAGAGTGAACCGACATGGCCACACTGACTCTCCTCTCCCTCTCTC 
CCTCCCTCCAGCAAACCCTCAAGCTGAGGGGCAGCTCCAGTGGCTGAACCGCCGGGCCAATGCCCTCCTG 
GCCAATGGCGTGGAGCTGAGAGATAACCAGCTGGTGGTGCCATCAGAGGGCCTGTACCTCATCTACTCCC 
AGGTCCTCTTCAAGGGCCAAGGCTGCCCCTCCACCCATGTGCTCCTCACCCACACCATCAGCCGCATCGC 
CGTCTCCTACCAGACCAAGGTCAACCTCCTCTCTGCCATCAAGAGCCCCTGCCAGAGGGAGACCCCAGAG 
GGGGCTGAGGCCAAGCCCTGGTATGAGCCCATCTATCTGGGAGGGGTCTTCCAGCTGGAGAAGGGTGACC 
GACTCAGCGCTGAGATCAATCGGCCCGACTATCTCGACTTTGCCGAGTCTGGGCAGGTCTACTTTGGGAT 
CATTGCCCTGTGAGGAGGACGAACATCCAACCTTCCCAAACGCCTCCCCTGCCCCAATCCCTTTATTACC 
CCCTCCTTCAGACACCCTCAACCTCTTCTGGCTCAAAAAGAGAATTGGGGGCTTAGGGTCGGAACCCAAG 
CTTAGAACTTTAAGCAACAAGACCACCACTTCGAAACCTGGGATTCAGGAATGTGTGGCCTGCACAGTGA 
AGTGCTGGCAACCACTAAGAATTCAAACTGGGGCCTCCAGAACTCACTGGGGCCTACAGCTTTGATCCCT 
GACATCTGGAATCTGGAGACCAGGGAGCCTTTGGTTCTGGCCAGAATGCTGCAGGACTTGAGAAGACCTC 
ACCTAGAAATTGACACAAGTGGACCTTAGGCCTTCCTCTCTCCAGATGTTTCCAGACTTCCTTGAGACAC 
GGAGCCCAGCCCTCCCCATGGAGCCAGCTCCCTCTATTTATGTTTGCACTTGTGATTATTTATTATTTAT 
TTATTATTTATTTATTTACAGATGAATGTATTTATTTGGGAGACCGGGGTATCCTGGGGGACCCAATGTA 
GGAGCTGCCTTGGCTCAGACATGTTTTCCGTGAAAACGGAGCTGAACAATAGGCTGTTCCCATGTAGCCC 
CCTGGCCTCTGTGCCTTCTTTTGATTATGTTTTTTAAAATATTTATCTGATTAAGTTGTCTAAACAATGC 
TGATTTGGTGACCAACTGTCACTCATTGCTGAGCCTCTGCTCCCCAGGGGAGTTGTGTCTGTAATCGCCC 
TACTATTCAGTGGCGAGAAATAAAGTTTGCTTAGAAAAGAAA 
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18.7.-Anexo VII. 

BLAST de homología  realizado a las bases nucleotidicas presentes en las proteínas, 
utilizadas para la determinación de TNFα teniendo un parentesco de homología del 81%. 
Obtenido de: National Center for Biotechnology information. 

Secuencia de identidad entre TNFα contra la proteína recombinante humana. 
ID secuencia: Query_25193; indentidad: 992/1223 (81%) 
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