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1. LISTA DE ABREVIATURAS

Ab-Anticuerpo

Ag- Antigeno

ARN- Acido ribonucleico

BSA- Albumina de suero bovino

CD- Cluster de diferenciacion
dpi-Dias posteriores a la inmunizacion
ELISA- Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas

GP- Glicoproteina

h- Hora

IgG- Inmunoglobulina G
NSP- Proteina no estructural
ORF- Marco de lectura abierta

PRRS-Sindrome reproductivo y respiratorio porcino

PRRSV- Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino



2. RESUMEN

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), es una enfermedad que afecta a cerdos de todas las edades
y es considerada la enfermedad de mayor impacto en la industria porcina alrededor del mundo. El agente causal de
la enfermedad se encuentra de forma endémica en las grandes explotaciones porcinas generando brotes reincidentes,
que ocasionan infecciones continuas con brotes ocasionales que llegan a ser mas agresivos que los brotes originales.
El agente causal es el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), el cual se trasmite
rapidamente por contacto directo y a través de fluidos corporales de cerdos infectados a cerdos sanos. EI método
comun para disminuir la trasmision de PRRSV es a través de la vacunacién. Sin embargo, las vacunas comerciales
que se administran actualmente no son capaces de brindar una proteccion fuerte y sostenida contra cepas silvestres
circulantes. Actualmente existen dos tipos de vacunas que se comercializan basadas en virus completo, tal como,
las vacunas que consisten en virus completo atenuado MLV, las cuales fueron asociadas a la reversion de la
virulencia del virus vacunal. También, las vacunas de virus inactivo KV, las cuales presentan una débil estimulacion

de la respuesta una respuesta inmune del hospedero.

El objetivo de este trabajo fue analizar la induccion de la respuesta inmune humoral y celular contra péptidos
sintéticos derivados de la secuencia peptidica de la Glicoproteina GP5 del virus PRRSV, en modelos in vivo. La
proteina GP5 ha sido ampliamente estudiada como un buen candidato para el desarrollo de vacunas ya que presenta
diversos epitopos B y T, los cuales participan en la respuesta inmune protectora en porcinos. Sin embargo, no se
habia estudiado la participacion de cada uno de los principales epitopos de dicha proteina en el contexto de la
inmunogenicidad. Se utilizaron dos modelos in vivo: lechones y ratones. Asi mismo, se utilizaron dos péptidos que
poseen epitopos B, denominados GP5-B 0 GP5-B3 y se inmunizaron lechones en grupos independientes. Con los
datos recabados en el modelo de lechones, se realizaron pruebas piloto para conocer la respuesta inmune en un
modelo murino contra una formulacién multiepitdpica denominada TetraPep-Go, la cual contenia los péptidos antes
descritos, ademas de dos péptidos que contienen epitopos T. Los datos mostraron en ambos casos que, los animales

no presentaron reacciones adversas a la vacunacion en ninguno de los dos esquemas de inmunizacién. Por un lado,



los datos del modelo en lechones sugirieron que los péptidos GP5-B y GP5-B3 fueron inmunogénicos (42 dpi) de
manera independiente y fueron inmunorreactivos contra cepas silvestres circulantes del PRRSV. Por otro lado, los
datos del modelo murino sugirieron que la respuesta humoral contra TetraPep-Go se mantuvo a largo plazo (80
dpi), mas adn, confirmaron la respuesta celular mediada por anticuerpos de tipo neutralizante y la participacion de
Linfocitos T y B. Considerando los datos en conjunto, se propone gue el inmundgeno TetraPep-Go conformado por
cuatro péptidos derivados de la proteina GP5, indujo una respuesta inmune sostenida, reconocida por cepas

silvestres del virus y segura, debido a su naturaleza peptidica.

Palabras clave: Linfocitos B de memoria, vacuna, péptidos, proteccion.

3. ABSTRACT

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is a disease that affects pigs of all ages and is considered
the disease with the greatest impact on the pig industry around the world. The causative agent of the disease is
endemic in large pig farms, generating repeated outbreaks, which cause continuous infections with occasional
outbreaks that become more aggressive than the original outbreaks. The causative agent is a virus of the same name
(PRRSV), which is transmitted rapidly by direct contact and through body fluids from infected pigs to healthy pigs.
The common method to decrease PRRSV transmission is through vaccination. However, the commercial vaccines
currently being administered are not capable of providing a strong and sustained response against circulating wild
strains. There are currently two types of vaccines that are marketed based on whole viruses, such as vaccines
consisting of MLV whole attenuated virus, which were associated with the reversal of the virulence of the vaccine

virus. Inactivated KV virus vaccines, which present a weak stimulation of the host's immune response.

The objective of this work was to analyze the induction of the humoral and cellular immune response against
synthetic peptides derived from the peptide sequence of the GP5 glycoprotein of the PRRSV virus at in vivo models.
The GP5 protein has been widely studied as a good candidate for vaccine development because include several B

and T epitopes. But, the participation of each of the main epitopes of this protein in the context of immunogenicity



had not been studied until now. Two in vivo models were used, in piglets and in mice. On the one hand, two peptides
that have B epitopes, called GP5-B or GP5-B3, were used and piglets were immunized in independent groups. On
the other hand, with the data collected in the piglet model, pilot tests were carried out to determine the response of
a murine model to a multiepitopic formulation called TetraPep-Go, which contained the peptides described above
in addition to two peptides containing T epitopes. The data showed that, in both cases, animals did not present
adverse reactions to vaccination with the formulations in either of the two immunization schedules. On the one
hand, the piglet animal model suggested that GP5-B and GP5-B3 peptides were immunogenic (42 dpi)
independently and were recognized by circulating wild strains of PRRSV. On the other hand, the data from the
murine model suggested that the humoral response against TetraPep-Go was maintained in the long term (80 dpi),
moreover, they confirmed the cellular response mediated by neutralizing antibodies involving T and B lymphocytes.
Considering all the data from this work, it is proposed that the immunogen TetraPep-Go induces a sustained immune
response, a protective response against circulating strains of the virus and safe, due to its peptide nature.

Key words: Memory B lymphocytes, vaccine, peptides, protection.
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4. INTRODUCCION
4.1. Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS)

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino es causado por un virus ARN de cadena simple perteneciente al
género Arterivirus. El virus del PRRS (PRRSV) se divide en dos principales genotipos, el europeo (Tipo 1) y el
norteamericano (Tipo 2), los cuales presentan diferencias significativas en su estructura genémica y antigenicidad
(Lopez-Heydeck et al, 2015). Esta diversidad genética y antigénica es uno de los principales desafios para el
desarrollo de estrategias de control efectivas. EI PRRSV se caracteriza por su alta tasa de mutacion y recombinacion,
lo que le permite evadir la respuesta inmune del hospedero y adaptarse a nuevos entornos. Ademas, el virus tiene la
capacidad de persistir en los animales infectados, lo que contribuye a la diseminacién y el mantenimiento de la

enfermedad en las poblaciones porcinas (Stoian et al, 2017).

4.2. Distribucion geogréfica y prevalencia del PRRSV

ElI PRRSV se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, siendo endémico en muchas regiones productoras
de cerdos. La prevalencia de la enfermedad varia considerablemente entre paises y regiones, dependiendo de
factores como la densidad de poblacion porcina, las practicas de bioseguridad implementadas y los programas de
control y erradicacion establecidos (Ko et al, 2015). En algunas areas, la infeccion por el PRRSV se ha vuelto
endémica, con brotes recurrentes que afectan a las granjas porcinas. Esto ha dificultado los esfuerzos para lograr la
erradicacién de la enfermedad a nivel regional o nacional. La vigilancia epidemiol6gica y el monitoreo continuo de
la circulacion del virus son fundamentales para comprender la dindmica de transmision y tomar medidas de control

apropiadas (Pileri & Matieu, 2016).

4.3 Factores de riesgo asociados a la transmision del PRRS

La transmision del PRRS puede ocurrir por diversas vias, incluyendo el contacto directo entre animales, la
exposicion a particulas virales suspendidas en el aire o en secreciones nasales, la contaminacion de vehiculos,
personas y fémites, asi como la introduccion de animales infectados en las granjas (Lunney et al, 2016). Factores

como la alta densidad de poblacién porcina, las deficiencias en las practicas de bioseguridad, el movimiento
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frecuente de animales y personal, y las condiciones de estrés en los cerdos pueden aumentar significativamente el
riesgo de transmision y propagacion del virus del PRRS (Angulo et al, 2023). Comprender y mitigar estos factores

de riesgo es crucial para implementar medidas de control y prevencion efectivas a nivel de granja y regional.

5. Impacto econémico y sanitario del PRRS
5.1 Pérdidas productivas y repercusiones en la industria porcina

El PRRS es considerada una de las enfermedades que generan cuantiosas pérdidas econdémicas en la produccion
porcina a nivel mundial. Las pérdidas econdmicas atribuibles al PRRS se deben principalmente a la disminucion en
la tasa de crecimiento de los animales, el aumento de la mortalidad, los problemas reproductivos, como abortos y
nacimientos de lechones débiles, y los mayores costos asociados al tratamiento y la vacunacién (Holtkamp et al,
2013). Se estima que el PRRS genera pérdidas anuales de miles de millones de dolares para la industria porcina a
nivel global. Ademas de las pérdidas productivas, el PRRS también tiene un impacto significativo en el bienestar
animal y la salud de los cerdos, lo que afecta la sostenibilidad y la eficiencia de la produccién porcina (Montaner-

Tarbes et al, 2019).

5.2 Desafios en el control y la erradicacion del PRRS

El control y la erradicacion del PRRS han sido un desafio considerable para la industria porcina debido a la
complejidad de la enfermedad, la diversidad genética y antigénica del virus, la persistencia de la infeccién en los
animales y la falta de vacunas completamente eficaces (Pileri & Mateu, 2016). Los esfuerzos de control se han
centrado en la implementacion de medidas de bioseguridad, programas de monitoreo y vacunacion, pero ain se
requieren mayores avances en el desarrollo de soluciones mas efectivas (Angulo et al, 2023). La falta de una
respuesta inmunitaria eficiente, la incapacidad de las vacunas actuales para prevenir la infeccion y la transmision,
y la dificultad para erradicar el virus en las poblaciones infectadas son algunos de los principales retos que enfrentan
los productores y los investigadores (Zhang et al, 2023). La busqueda de nuevas estrategias vacunales y enfoques
complementarios de control integral de la enfermedad son fundamentales para lograr un mejor manejo v,

eventualmente, la erradicacion del PRRS.
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6. Estrategias de prevencion y control del PRRS
6.1. Vacunas comerciales disponibles y sus limitaciones

En la actualidad, existen algunas vacunas comerciales para el control del PRRSV, estas se basan en virus vivo
modificado (atenuado) y de virus inactivado (Bai et al, 2016). Estas vacunas han demostrado tener una eficacia
variable en la prevencion y el control de la enfermedad (Yang et al, 2020, Gutierrez et al, 2012). Uno de los
principales desafios de las vacunas clasicas es su capacidad limitada para conferir una proteccion cruzada entre
diferentes cepas del virus del PRRS. Debido a la elevada diversidad genética y antigénica del PRRSV, las vacunas
basadas en cepas especificas a menudo no logran una proteccion eficaz frente a la amplia gama de variantes virales
que circulan en el campo (Yu et al, 2015). Ademas, las vacunas de virus vivo modificado plantean preocupaciones
en cuanto a su seguridad, ya que pueden revertir a formas mas virulentas o recombinarse con cepas de campo, dando
lugar a brotes infecciosos que son mas severos que los brotes originales (Niederwerder et al, 2015). Por otro lado,
las vacunas de virus inactivado generalmente inducen una respuesta inmunitaria débil y de corta duracion, lo que
limita su efectividad a largo plazo (Charerntantanakul, 2012). Estas limitaciones han impulsado la blsqueda de

nuevas estrategias vacunales mas eficaces y de amplio espectro.

6.2 Desarrollo de nuevas estrategias vacunales

Ante las limitaciones de las vacunas convencionales, se han explorado enfoques innovadores para el desarrollo de
vacunas mas efectivas contra el PRRS (Rose & Andraud, 2017). Esto incluye el uso de plataformas de expresion
de antigenos alternativos, como sistemas bacterianos, virales o de células eucariotas, que permiten la produccion de
antigenos recombinantes con caracteristicas mejoradas en términos de inmunogenicidad y eficacia (Tan et al.,
2017). Ademas, se han investigado estrategias de formulacion vacunal multiepitopica, en las que se seleccionan y
combinan multiples epitopos conservados y relevantes inmunoldgicamente, con el objetivo de inducir una respuesta
inmunitaria méas amplia y eficaz (Nan et al, 2017). Estos enfoques buscan superar las limitaciones de las vacunas

basadas en cepas especificas, al dirigir la respuesta inmune a determinantes antigénicos criticos para la proteccion
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contra una mayor diversidad de variantes del PRRSV. Asimismo, la incorporacion de adyuvantes mejorados v el

desarrollo de sistemas de liberacion control (Charerntantanakul 2020).

7. Enfoques multiepitopicos en el disefio de vacunas
7.1. formulacion vacunal multiepitépica

Las vacunas multiepitdpicas se basan en la seleccion y combinacién de multiples epitopos altamente conservados
y relevantes inmunolégicamente, es decir, epitopos conservados entre cepas y genotipos, ademas que sean altamente
inmunogénicos, en uno o varios antigenos del patégeno de interés (Zhang et al, 2018). Este enfoque busca inducir
una respuesta inmunitaria mas amplia y efectiva, superando las limitaciones de las vacunas basadas en cepas
especificas. Al centrarse en epitopos conservados entre diferentes variantes del virus, las vacunas multiepitopicas
tienen el potencial de generar una mayor cobertura antigénica y proteccion cruzada (Zhao et al, 2012). Esto es
particularmente relevante en el caso del PRRSV, donde la diversidad genética y antigénica del virus del PRRS

representa un desafio significativo para el desarrollo de vacunas eficaces (Gao et al, 2022).

7.2 Ventajas de las vacunas multiepitopicas frente a vacunas convencionales

Las vacunas multiepitdpicas ofrecen diversas ventajas potenciales en comparacion con las vacunas convencionales.
En primer lugar, al incorporar multiples epitopos inmunogénicos, estas vacunas pueden inducir respuestas
inmunitarias mas amplias y robustas, lo que se traduce en una mayor capacidad de generar proteccion cruzada frente
a diversas variantes del patégeno (Zhang, 2018). Ademas, al dirigirse a determinantes antigénicos conservados, las
vacunas multiepitdpicas pueden ser menos susceptibles a la variabilidad genética y antigénica del PRRSV, lo que
les confiere una mayor durabilidad y estabilidad de la proteccion (Gao et al, 2022). Esto es especialmente relevante
en el contexto del PRRSV, donde la evolucion constante del virus dificulta el desarrollo de vacunas efectivas a largo
plazo. Asimismo, las vacunas multiepitopicas pueden ser mas flexibles en términos de su disefio y composicién, lo
que permite su adaptacion y mejora continua a medida que surgen nuevas variantes del virus (Zhang, 2018; Nandi

et al, 2023; Rowaive et al, 2023; Lim et al, 2021).
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8. Tecnologias emergentes en el desarrollo de vacunas
8.1. Sistemas de expresion en células procariotas y eucariotas

En el desarrollo de vacunas contra el PRRS, se han explorado diversas plataformas de expresion de antigenos, tanto
en sistemas procariotas como eucariotas. Los sistemas procariotas, como las bacterias Escherichia coli, ofrecen
ventajas en términos de una produccion rapida y econdmica de proteinas recombinantes (Zhang et al, 2015). Sin
embargo, estas plataformas pueden presentar limitaciones en cuanto al plegamiento y las modificaciones
postraduccionales de los antigenos de tipo proteico, lo que puede afectar su inmunogenicidad y estabilidad. Por otro
lado, los sistemas eucariotas, como las células de mamifero, de insecto o de levadura, permiten una mejor
reproduccién de las caracteristicas estructurales y funcionales de los antigenos virales, lo que puede mejorar su
reconocimiento y presentacion al sistema inmunitario (Roques et al, 2013). Estos sistemas eucariotas requieren
mayores inversiones en infraestructura y recursos, pero ofrecen un mejor entorno para la expresién de proteinas

complejas, como aquellas derivadas del PRRSV.

8.2. Vectores virales y vacunas de ADN

Ademas de las plataformas de expresion tradicionales, se han explorado enfoques alternativos basados en vectores
virales y vacunas de ADN para la entrega de antigenos del PRRS (Chase- Topping et al, 2020). Los vectores virales,
como los adenovirus, pueden utilizarse para transportar y expresar los antigenos del PRRSV en las células del
hospedero, lo que puede inducir una respuesta inmunitaria mas completa (Jiang et al, 2007). Por otro lado, las
vacunas de ADN consisten en la entrega directa de genes codificantes para los antigenos, lo que permite que las
células del hospedero expresen y presenten estos antigenos al sistema inmunitario (Du et al, 2017). Estos enfoques
basados en vectores y vacunas de ADN tienen la ventaja de imitar mas fielmente la presentacién natural de los
antigenos, lo que puede resultar en una mayor eficacia en la induccion de respuestas inmunitarias celulares y

humorales.

9. Adyuvantes y sistemas de liberacion de antigenos
9.1. Tipos de adyuvantes y sus mecanismos de accion
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Los adyuvantes desempefian un papel crucial en las formulaciones vacunales, al mejorar la inmunogenicidad y la
eficacia de los antigenos (Charertantanakul, 2020). Se han estudiado diversos tipos de adyuvantes para el desarrollo
de vacunas contra el PRRS, como compuestos a base de aluminio, emulsiones, saponinas y adyuvantes de nueva
generacion (Bakoyannakis et al, 1992). Cada uno de estos adyuvantes tiene mecanismos especificos de accion para
potenciar la respuesta inmunitaria, ya sea mediante la estimulacién de las células presentadoras de antigenos, la
activacion de vias inmunitarias innatas, la formacion de dep6sitos de antigenos o la mejora de la respuesta humoral
y celular (Charertantanakul, 2020; Pascale et al, 2015). La seleccidn y la combinacion adecuada de adyuvantes

pueden ser fundamentales para optimizar la eficacia de las formulaciones vacunales contra patégenos.

9.2. Estrategias de formulacion y administracién de vacunas

Ademas de la seleccion de adyuvantes, la formulacion y la via de administracion de las vacunas también son factores
clave para mejorar la inmunogenicidad y la proteccion conferida. Se han explorado enfoques como la encapsulacién
de antigenos en sistemas de liberacion controlada, la utilizacion de nanoparticulas o microparticulas, y la
administracion por diferentes vias, como la subcuténea, intramuscular e intranasal. Estos sistemas de formulacion
y entrega de las vacunas pueden permitir una liberacion sostenida de los antigenos, una mejor presentacion al
sistema inmunitario y la estimulacién de respuestas inmunitarias mas efectivas en las vias de infeccion de virus

(Charertantanakul, 2012).

10. Evaluacién de vacunas contra virus
10.1. Modelos animales para la evaluacion de vacunas

Caracteristicas y seleccion de modelos relevantes: La evaluacion preclinica de vacunas contra el virus, requiere el
uso de modelos animales adecuados que permitan evaluar la eficacia y la seguridad de los candidatos vacunales. En
el caso de PRRSV, los cerdos domésticos son el principal modelo animal utilizado, ya que son hospederos naturales
del virus del PRRS y presentan una respuesta inmunitaria y una progresion de la enfermedad similar a la observada

en la infeccion natural (Choi et al,2021). Otros modelos animales, como los ratones o los hamsteres, también se
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han utilizado en estudios preliminares (Perez-Duran, 2020; Zamora-Avilés, 2022), pero tienen limitaciones en
cuanto a la reproduccion de la enfermedad y los pardmetros de proteccidn relevantes para el PRRSV. La seleccion
de un modelo animal apropiado, con caracteristicas como la susceptibilidad a diferentes cepas virales, la
reproduccion de los signos clinicos y la posibilidad de evaluar pardmetros inmunoldgicos y de proteccion, es

fundamental para la evaluacién preclinica de las vacunas candidatas.

10.2. Parametros de eficacia y seguridad en estudios preclinicos

En los estudios preclinicos con modelos animales, se evallan diversos parametros para determinar la eficacia y la
seguridad de las vacunas contra el PRRS (Chase-Topping et al, 2020). Estos incluyen la capacidad de las vacunas
para reducir la viremia y la carga viral en los animales vacunados después del desafio, la disminucion de los signos
clinicos y lesiones patolégicas, la mejora en los parametros reproductivos y de crecimiento, y la evaluacion de la
respuesta inmunitaria humoral y celular inducida por las vacunas (Duerlinger et al, 2022). Ademas, se analizan
aspectos de seguridad, como la ausencia de efectos adversos, la estabilidad de las formulaciones y la posibilidad de
revertir a formas mas virulentas del virus. Estos datos preclinicos son fundamentales para seleccionar los candidatos

vacunales méas prometedores y avanzar hacia los ensayos clinicos en la especie porcina (Yu et al, 2015).

11. JUSTIFICACION

El virus del PRSS es la enfermedad de mayor impacto econdmico en la industria porcicola a nivel mundial. Ademas,
representa una preocupacion debido a los patdgenos emergentes zoon6ticos por consumo de carne contaminada.
Las vacunas existentes contra PRRSV no son capaces de brindar proteccién contra cepas circulantes. Ademas, el
virus vacunal puede retornar a un estado patdgeno que ocasiona brotes agresivos.

GP5 es la proteina mas antigénica del virus, sin embargo, su aplicaciéon como modelo vacunal, ha presentado
toxicidad en modelos animales.

Identificar epitopos en la proteina GP5 capaces activar linfocitos B secretores de anticuerpos neutralizantes y

epitopos capaces de inducir una respuesta mediada por linfocitos T, nos permitird tomar decisiones racionales para
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la formulacion de un candidato vacunal multiepitopico que pueda montar una respuesta inmune fuerte y sostenida

capaz de proteger contra reinfecciones por cepas circulantes.

12. HIPOTESIS

Péptidos sintéticos derivados de la proteina GP5 integrados en una formulacién multiepitdpica, inducirdn una

respuesta inmune mediada por anticuerpos y por linfocitos B.

13. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta inmune antiviral inducida por una formulacion vacunal multiepitépica contra el virus que

produce el Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino.

14. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e 1.- Evaluar in vivo la induccion de la respuesta humoral media por 1gGs en respuesta los péptidos GP5-B y
GP5-B3.

e 2.-Evaluar invivo lainduccion de la respuesta humoral mediada por linfocitos B en respuesta a los péptidos
GP5-B y GP5-B3.

e 3.-Evaluar in vivo la respuesta inmune inducida por la formulacién multiepitopica.

15. RESULTADOS
16. Capitulo 1

Los datos presentados en el capitulo 1 corresponden a los objetivos 1y 2 de este trabajo de tesis. Los resultados de
ambos objetivos fueron publicados en la revista Vaccines, el titulo del articulo fue: “Synthetic peptides elicit

humoral response against porcine reproductive and respiratory virus in swine”.
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Los datos obtenidos en el presente estudio sefialaron que los péptidos sintéticos derivados la proteina GP5 del
PRRSV y gue ademas contenian epitopos B, son inmunogénicos y son suficientes para inducir una respuesta inmune
mediada por citocinas, anticuerpos y diferenciacion de células B en los lechones inmunizados. En este capitulo, se
muestra la evidencia experimental que sefiala como la inmunizacion con los péptidos GP5-B 0 GP5-B3 inducen una
respuesta de citocinas proinflamatorias, las cuales estan asociadas a la inmunidad celular innata y adaptativa.
Ademaés, GP5-B y GP5-B3 indujeron una respuesta humoral mediada por anticuerpos especificos anti-péptido, la
cual se indujo significativamente a los 21 dias después de la inmunizacion y se mantuvo hasta los 42 dias. También,
ambos péptidos tienen la capacidad de inducir la diferenciacion de células B, como se pudo observar en su
seguimiento desde células B naive (CD2+/CD21+), células entrenadas (CD2-/CD21+) hasta células plasmaticas
secretoras de anticuerpos (CD2+/CD21-). Finalmente, se muestra la reactividad cruzada en el reconocimiento de
los péptidos por parte de anticuerpos presentes sueros de animales vacunados y animales naturalmente infectados

en campo.
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Abstract: The aien of this study was to analyze the immunogenic response elicited in swine by two
synthetic peptides derved from GFS to understand the role of lineal B epitopes in the humoral and
B-cell-mediated response against the porcine reproductve and respiratory syndrome virus
{PRRSV). For noculation, twenty-one-day-old pigs were allocated into six groups: control, vehicle,
vaccinated (Ingelvac-FRRSV, MLV®), non-vaccinated and naturally infected, GP5-B and GP5-B3. At
2 days post-immunization (dpi), the GP5-B3 peptide increased the serum concentrations of cybo-
kines assoclated with activate adaptive cellular immunity, IL-19 (115 & 115 to 10017 + 094 pefml)
and TL-12 {3238 + 233 to P7A.5 £ BA.11 pgimlL), compared to the control group. The concentration of
IgGs antl-GP5-B increased in both cases at 21 and 42 dpd compared to that at () days (1283 + 834
ng/ml bo 2319 = 17,82 and 331 = 14.86 ng/ml), while IgGs anti-GP5-B3 increased at 21 dpi (1051 =
19.06 t0 178 2 1509 ng/ml) and remained at the same level untl 42 dpi. Also, antibody-form-
ing/Flasma B cells (CD2+/CD21-) increased in both cases (9.85 = 0.7% to 13.67 + (.44 for GP5-B and
15.72 = 1L.27% for GP5-B3). Furthermore, primed B cells (CD2-/CD21+) from immunized pigs
showed an increase in both cases (9.62 = 1.5% to 24.51 = 1.3 for GPS5-B and 3 + 2 39% for GP5-B3) at
42 dpi. Conversely the naive B cells from mmunized pigs decreased eompared with the eantrol
group (884 £ 0.63% to 6.25 £ (166 for GI'5-B and 5.78 £ (.48% for GPS-B3). Importantly, both GP5-B
and GP5-B3 peptides exhibited immuncreactivity against serum antibodies from the vaccinsted
group, as well as the non-vaccdnated and naturally infected group. In concusion, GP5-B and GPS-
B3 peptides elicited immunogenicity mediated by antigen-specific IgGs and B cell activation.

Keywords: FRES; B-cells; CD2+, CD214, GP5

1. Introduction

Forcine reproductive and respiratory syndrome (PRES) is an endemic disease in all
countries with large pig holdings, and it is likely the most economically significant disease
tor the global swine industry [1-4]. This disease affects pigs of all ages and is characterized
by reproductive failures in sows during late-term gestation, including high rates of abor-
tions, mummitied fetuses, and post-weaning mortality due to the birth of weak piglets,
with perinatal mortality reaching up to 70%. Addibonally, it causes respiratory disease in
both piglets and adult swine [35.6]. PFRRSV has shown a high capacity for infection and
transmission through the oronasal and reproductive routes [7).
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Symedrome Virns (FREESV), willim the Gmily erterfmirider, inthe parms Betacrterizirus, order
Mideringdes [3.25]. Two genotypes of PRES vinus have been eportad: PEFEV type 1, or
Buropem; and FEESY type 2, or American [I]. Howewer, there is a significant penetic
variahlity amoeng different FERSY isates within each genotyps [11]. PEESY is an envel-
aped EMA vinus, measuring 4571 1 in diameter [12]. Its viral genome cmsists of a pol-
vadarrylated, single-stranded, wem-segmenbad, positive-sanse, polroysiranic FIWA mele-
cule ranging frwm 151 {0 15.5 kb in size and contams 11 open reading frames (ORTs),
mohximg ORFla, OFF1b, OFFla, ORF2b, OFF3Y, OFF0a and OFF1aTT. Amcre them,
OEFla, OFF1b and ORFLATF account for 3005 of e viral generme. The banslated poly-
peptides ppla and pplab (emooded in OFF1a axd OFF 1B) are ceaved nbo 15 MNon-Stnac-
tural Frotems (MNEPs), inchading INGFLa, NEP1E, NGF2-related proteins (MSPXN, INEP2TT,
and INEFPZ), and MSF-N5PL2, which are irvolved in viral replication [13]. CFF2a, OFTFh,
OFEF3, OFT4, OFFS, and OFFha ancode six structural sovelope-related proteins, namely,
Pla, GPID, G2, G4, (5, and GPoa, respectively [14-17] Stuchural proteins are gly-
coprotems (s} embeddad on the lipid envelope, forming proben complexes Bat pro-
vide stability bo the viral partide ared particpate n the recopnition and inbermatization of
the wims to its target cll [15,1F]. The nooghycosylated matrix (M) protein encoded by
CEF6 and the mideccapsid (M) protein encedad ty ORF? are dominant strucharal pre-
teires with strong imrmureeenicity [15].

Vaodmation is e mam prevention method, ared several vaoone foomulations have
bean developad against PRESY, some of these have shown low efficacy, while others are
still n the experiowtal phasa [15] Curent comrerdal vacdnes agamnst PRESY mcida
varims bypes of smgle amd combined medified live vimses {(MLV) bom FEESY 1 to
PRREEV 2, a5 well a5 martivatesd virnses, primarily PFEESY 1 Inat also PRESV 2 [AFH]. The
commerdally available MIWs vacdnes Gil o provide sufficent heberolopons protection,
a5 thay trpically indhace wesk onats arel Inomaoral responsss, and inadaquate T el re-
sponses [X*-26]. For instarce, e arfibody protection following vardnabion is low and
may result in anlibocdy-dependent enhancement, fadlitatme vims entry [2F]. Inactivabed
wirus vaccomes have shown poor efficacy, such as poor imrrmme efferts on heterclopmus
straims, a Lack of detectable PEESV-spad e antibody prodhaction, and an absence of 2 cefl-
4 sipmificant impediment to developing m affactiva vacdne bo cantrel PRES. In addition,
it is kmovm Bhat, in some cases, attenmated vacone vimses [21] are assodated with the
appeararce of smvere outbresks due bo the vacdne vines reverting to a pathosen stahus
[33]. Thexefore, resaarch indo safe and effective artigens is necessary to ineduce an effective
IR resTRaTSe.

Sracharal glyweprotein (PS5 has been mportad as a promising candidate for vaodne
devalopment as it is the main taget of neutralizme anbibodies due to the presence of
epitopes recogmired by B calls. Moreoter, L is highly moumegeric, making it signifi-
cant in the diagnosis, prevention, and condrel of PEESY [16,34-39]. Effective anbi-PFERSV
immmunity may e altained by expesng immmenenic epitopes bo mduce effident omate
and adaptive imrmme responses mediated by spedific artibodies, cytokines, and T-cell
rasparses [17, 4. Compared to commerdal vacdrnes, peptide vaccmes donot cantaim mr-
cleir acid substanees; therefora, theyr are considered safer [41] Peplides conbain anly Bor
T epitopes that inchura a sped e responsa [27,41]. Likewisa, adprvants cam anharce T o B
cells’ responses by athancng, thagooyting acivity and secrating a variety of cybokines
that Boost e spediic mmame response o the vacdne [32,4747]. The goal of this work
derived from the GPS of PRESY o understand the role of B epitopes im the imrmme re-
sponse azamet FRESY aned bo support the furfher development of thess paptides as tac-
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2 Materials and Methods

2.1. Peplides

The GP5-Eand GF5-B3 peptides contain epitopes thal maich the peplide sequence
within the ectodomain of the GFS protein (residues 30 o 62) from PRESV type 2 (Sequence
TD: UTS56108. 1) Ouir research BROUp has preuk:usq-' aludied the GP5-B pept':de, while tha
GF3-B3 peptide encom passes two epitopes previously reported by Vashit et al., 2008 [44].
Both peptides demonstrated high antigenicity in silloo, sccording to the ImmunoEpliope
DataBase [EDB and CCL Main Workbench 2000 (unpublished data).

The peptides were chemically synthesized through solid-phase synthesis by
l",en_qcrlpt ['Pi.mta.my, M], USA). The GP5-B pepl:lde Sejuence, ASNDESSHLOITYMLT-
LCELNGTDWLANEKF (30 aa), and the GP5-B3 peptde sequence, SSSNLOLI-
YNLTTPVTRVSAEQWGREPC (27 aa), exhibited 95% and %% purity, respectively, The
GP5-B3 pepud.e sy Hied b'l.l addlﬂg a r.}'!!elm.- at the bermimal mﬂ:u:q.rl end o facli-
tate binding with a carrier protein. Both peplides were resuspended in dimethyl sulfoxide
{DMS0H and adjusted to a stock solution concentration of 1 mg/mL,

Tl'uesa.]ugma-:nfﬂﬁa GP5-B and GP5-B3 pe-pu'dﬂ W mmp.&red with thoas m‘pm-!ed
for FRESY types 1 and 2, a9 well a3 high pathogenic straing, using the Protein BLAST
program. The resulis revealad query coverage for GPS-B of 93-100% for FRESV type 1,
Fo—100r%: for FRESY type 2, and 94-100% for HP-PRRSV. For GP3-B3, the query coverage
wias T7-96% for PRESY type 1, 92-9¢% for FRESY type 2, and 90-96%, for HP-FRRSY.

2.2, Experimental Deaiga, Animals, and Housing

This research was conducted on piglets procured from a cedlified farm (El Dapo farm,
which conducts Good Livestock Practioss under the Meskean official norm which MNOR-
D33-ZO0-1995), where perindic testing ensured & negative status for PCV2 and PRRSV.
Piglets, 21 days old, weanead, of indistinct sex, and interbreed large white x pietrain, were
selected randomly from six different liters. All plglets recelved iron supplementation and
vaceines as deseribed previously [45].

Tweniy-eight piglets were moved bo alternative experimental stodcvards larger than
336 m? in “La carreta” farm. Bach pig was ear-dagged and distributed randomly across
twor stockyards, Using the GraphPad-Fandem number tool, each animal was randomly
allocated to one of four lreatment groups, with each group comprising seven individuals.

Controls in the study: anlmals, samples, materlals, and procedures are descrbed [n
Table 1 and Figure 1. Pigs were visually monitored datly and welghed every 21 daysand
matntained a5 previously described, following the applicable guldelives under the ap-
proved study protocol CICUMSNH-AT0-FMVE [45]
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Figure 1. Experimenta] design and body weight of piglets after immunization. {A) Schematic repre-
sentation of the experimental design; piglets were immunized with GPS-8 or GP5-B3 peptides and

22



Voo a4, 12, 652

4 af 18

sexurn ard blood samiples wewe collected. I addition, hwo conbrol groups (14 = 7) wee establiched:
a comdwod proup and 2 wefdcle proop. (B The Heline af the expeer onerd showes the inmmo zation 2
daps § arud 2, = weell o senum sompling ot 2 dpi, T1 dpd and 4T dpi. Fnally, bood sampling was
condnded at 47 dpi [(C) Bady weeiphd monibodng: of piglets in the fmm groapes. (17=7 per group).
e range= are durn by Be e bars, A v ANOVA followed by Tukey's past hoc et was
el oyed to asces ctatictical dppificaree The anakysis revealed no Sprificard diffecerces in weigid
behween the proups.

Table 1. Varcimation proaps and foromiatians. The bbbe shemes the volrmes and concerdration= of

Formlation
- ICarrier Adjovant Comumnercial
Origm  Farm G'“"’Fﬂm FBS Milemide Alumimum o0 Conl  Vaccine
{uL} BSA Hydroxide t ) 14DIOCN
l|-lgfpl} (Ll pgfhl)  lpghl
Canbrol BCO
- Vahide 20 i 40N
H Dapo La CF5-B i 4N 200
GP5-B3 A 40 200
E Dapo Waornatad 2000
. . Mahural
ElLimim El Limum infechion

Additionally, an mmmersactivity assay was perfommed using sera from two
groups: naborally mfected pigs amed vacdnated pigs (Takla 11 The sera from seven nate-
rally infected pigs (W = 7], wifinat prior FEESY vaccnation, were collected frmm “El
Limem* farm. The sara from seren (N = 7) vacdnated pigs wera collacted from “EL Dapo™
farm The piglets were fmommired intrarmsoul arty By restramimg Beir leps (day ) with
a 2 mL/piglet single dose of the Ingelvac-PEFESY, MILV* (contaimmg vims ATOC VE 2332
to & concentration of 1049 DIC )

23 Blood and Serurn Savpiing wond Tsolattm of Peripheral Blood Mmunoler Calis

At 7 and 42 daps post immmiri zation {dpi), 15 ml Mood samples were dravwn via the
Jupgular wein, with and witheut EDTA (Vaadzimer, BD, N, USA) fram tha conbrol, vehicde,
GP5-B, and GPS-BE peptide pronups at “E Drapo farm'. The samples were used ne later them
3 h after ccllection. The profocel to isolate Peripheral Food Manormudear Cells (PBRC)
was caried out a5 described previoushy [45].

Serum samples from aigidr-dar-old vacdmated pigs were collacted at 42 dpi, while
the sequmn samples frmm nahirally infectad pigs wera obtaimed at 16 weeks of age in July
l ks

2.4 Chuprrifieartem of Cyrrokie Comorntrarions Dt Seraw ond Aorribady Deractimr

The cytokirne concentralion im e senam was debarmined as desoibed before [45]; the
preramigmrated cptokine panel included IFN alpha, IFN gamma, -1 bet], IL-10, IL-
TNTL-23pd0, T4, TG, I3 (C0CLE), arel THE alpha
Immmmnsorbent Assay {ELLSA) to quantify mrrmaoslobu lims £ ([R5 apamst eadh of the
CF5-B anedl GPS-B3 peptides. The commerdial Peptide Coating Kd (Takara, Shiga, Japam)
wasusad for e ELISA test Followimg e mamifachirer's probocs, the Se-well plate was
coated with each peptide at 2 concerdration of 4 pesml for 2 h at moom bemperabure (ET),
] fhen e plate was Blodked with a Bock sohrtion fer 2 h {sohiudicn provided i the kit)
at FT. The plates wera washed three Hmes wilh distilled water. Then, senmm sammples from
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Figlets were dihuted 1100 m phosphate-tutfared saline-T (FBS conlainimng, Twean-20 at
0.05%:) comtaming 0.3% pelatn, and added fo e plate. After incubating cvarnight at 4 °C,
Igls (FHL-HET anbibody {SouthernBictach, Binmingham, AL, UEA) in dibrtion 11000 for
2 h at ET. The plate was washed Bres tirmes with FBS-T, after which the substrate was
added, and the plate was read at 15 min. The eading was carried out a ODww in 2 plate
micreeader (Bio-Rad iMARK micoplate reader). The rasulls are sherwn in [ogfml] ac-
ox ding, tor the Izts calibration orve.

2.5 Imoimoreacttoity of Peptides agains] Serwon Antibodics

Cealing Kit, as desaribed above Inmmmereactivity was assessad im seqam samyples frem
both e vacdnated proup and the naturally mfecded (non-vaccmated) group. The resulis
are presended m fog/ml], based on the Igp(x's calibration ourva,

2.5 Flow Cytametry

C}?tnnuh}rwaspafmnedwﬁhapprmtel}ri » lfﬁcells.l'mLofPﬂﬁpersmplE,
which was evaluated i the flow cytometer (Athme MxT acousHc forusing optometer,
Therma Pisher Sdendific, Carshad, CA, TT5A). The cytometer was equipped with a viclet
lasar (405 nmy and 2 bhue laser (483 mm). The cells were staired with anbbodies ¢
o Muoredhromes to detect spadfic surface markers of anlibed y-secreting B colls. The anal-
yais fargetad three subpopulations of B cells: Ighd/CD2+0000+ maiwey CDZHCLI -
(plasmocyries) aned CDE- D21+ (primed). Surface markars were used for triples stamimg,
enabling primary antibodies be form combimations of goat-anti-pig Igh-FitC (MB522485¢,
MrBicSource, San Diege, CA, LBA) with anbi-pig-C0-FECYF (REA-2 10, eBiosdence, San
Dhesa, CA USA) and andi-pig-CDE1-PE (BB6-11059.6, Invitrogen, Carlsbad, ©4 TSA)

For tha mmatysis, 10,000 imdivichial event packapges wera caphred within the smglats
gate, and a dot plot condrasting, forward scatber-A with forward scalter-H was
o excude doukbles. Addiionalty, a limear dot plot comparning side scatter bo linear forward
scatter was ubilized bo delineate the ymphecytes among e singlets. Ancther par frem
the bmphoortes compared BL1-Igh+ cells azamst the near scatter side. Finally, a quad-
Tand pamel anabysis of Ighi+ idenlifed four subpopulaions of Ipki+ B cells contaiming
COMHCON 0, COFHATT + (CE, CO-CDMHOE) aned donble-megative CO2-3000 -
celdls (), O 0021, CORHCDE] DA HTT - and CO2- D21+ The quadrant pamel
was dalimited from Fluorescent Iims One (FRO) condrols. The resulls fram the subpop-
ulations are prasented as e percendage of cells that bested positive

1.7, Statisticel Anaiysis

The dalz represent three different meanraments for each animal 2w are presanbed.
as means+ staredard eqmor of the mean (SEM). Differances batveean groups were ectimabed
using 2 ore-way ARNOYA tact with Tokey’s pos hoc amalpsis. A pagtne of < 005 was con-
sidered stabistically significant The GraphPad Prism software (varsion 211, GraphFad
Saftware, San Diego, €A, UISA) was used. Flow cytomedry data were analyzed using the
Flow]o ¥, X software (BDe).

3. Reaqultz
3.1. Body Weight hmritoring giter Tmruotization
Body waight was monitored from day & bo day 42 All animals mamizined 2 oonstant

body comxdition and pained weight themaghemit the study (Figure 1). There are non-sigmit-
icmt differences Bohween the control and peptide-immmmized prups. Purthermoee, no
adverse reactions to mrmmiz ation wers observed in arry of the four groups.
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3.2. GP5-B3 Peptide Increased the Serum Concentration of Proinflammatory Cytokines

Cytokine concentrations were quantified in serum samples collected at 2 dpi to de-
termine the proinflammatory state. Pigs immunized with GP5-B3 exhibited significantly
higher serum concentrations of TL-18 and TL-12; TL-1§ from 1.15 2 1.15 to 1017 + 0.94
pg/mL with respect to the control group and from 231 = 1.49 to 10.17 £ 0.M pg/mL with
respect to the vehicle group. TL-12 Increased from 323.8 2 23.3 10 7785 + 58.11 pp/ml. with
respect 10 the control group and from 483.2 + 50.56 to 778.5 + 58.11 pp/mL with respect ta
the vehicle group (Figure 2A B).

There were no significant differences in cytokine serum concentrations between the
GP5-B group and the control group. This observation implies that the GP5-B3 peptide
might trigger a proinflammatory response following immunization. To assess the im-
munomodulatory effects at the onset of antigen processing and presentation, cytokine fev-
els were measured two days post-immunization.

IL-12 [y
i

3

Yehicle o Gre Contred Watvicke wrse cres

Figure 2. Quantification of IL-1§ and IL-12 in pig sera. Sera from piglets were collected at 2 dpt.
Cytokines were measured using 2 multiplex Luminex-based cytokine immunoassay. (A) IL-18. ™
7 < 0.001; ng = not significant. (B) [L-12, * p < 0.05; ** p <0.005; **> p < 0.001; **** p < 0.0001; ns = non-
significant. Data were presented as means £ SEM. Differences between groups were estimated using
one-way ANOVA test with Tukey’s HSD pos hoc

3.3. GP5-B and GP5-B3 Induce Specific IgG-Mediated Response upon Imnwunization

The group immunized with the GP5-B peptide showed a significant increase in anti-
GP5-B IgGs at 21 and 42 dpi compared to day 0 (pre-immune) from 128.3 2 834 102319+
1782 and 331 + 14.86 ng/ml, respectively. Additionally, a significant increase was ob-
served at 42 dpl (331 £ 17.86 ng/mL) compared to 21 dpi (231.9 « 17.82 ng/mL). In the case
of the GP5-B group, a sustained increass in IgGs concentration was observed (Figure 3A).
Conversely, in the group immunized with the GP5-B3 peptide, a significant induction of
anti-GP5-B3 IgGs was observed only at 21 dpi relative to day 0 from 106.1 £ 1906 t0 178 »
15.09 ng/mL. No induction of IgGs was observed at 42 dpi; thus, the IgGs' increase ob-
served at 21 dpi remained at the same concentration until 42 dpi (Figure 3B). The data
demonstrate a clear IgG-mediated response following immunization with the peptides
GP5-B or GP5-B3,
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Figure 3. Humoral response mediated by spedfic anti-peptide 1gGs antibodies induced by peptide
immunization in piglets. Piglets were immunized intramuscularly (IM) with 2 peptide coupled toa
BSA carrier in each group + adjuvant athydrogel™ {AIOH 2%). The: animals were sampled and im-
munized two timmes at 21-day intervals. The concentration of IgGs was evaluated at 0, 21 and 42 days
dpi through ELISA assay. (A) Spedfic anti-GP5-B IgG. *™* p < 0.0005, ™** p < 0.0001. (B} Specific anti-
GP-B3 IgG. ™ p <0.05, ™ p< 0.001, ns = nonesignificant. each group. Data were presented as means
2+ SEM (n = 7). Differences between groups were estimated using one-way ANOVA test with Tukey's
HSD post hoc.

3.4. Peptides Prime B Cells and Induce the Generation of Antdbody-Secreting Ceils

Immunotyping of B cells was performed at 42 dpi, and percentages of IgM cells and
subpopulations (CD2+/CD21-; CD2-/CD214; CD2+/CD21+) were evaluated for four ex-
perimental groups: the control, vehicle, GP5-B and GP3-B3 groups. Figure 4 shows the
strategy route 1o analyze B cell subpopulations. The results showed that, in the case of B
cells, the groups immunized with GP5-B or GP5-B3 peptides increased the percentage of
antibody-forming/plasma B cells (CD2+/CD21-) compared to the control group from 9.85
£ 0.7% to 13.67 2+ 0.44 and 1572 + 1.27%, respectively, and that of the vehicle group from
1025 2 0.4 1o 13.67 £ 0.44 and 15.72 £ 1.27%, respectively; however, no differences were
observed between the two peptide-immunized groups (Figure 5A). This suggesis that the
peptides GP5-B and GP5-B3 induce the generation of antibody-secreting cells.

On the other hand, the primed B cells” subpopulation CD2-/CD21+ showed a statis-
tically significant increase in the groups immunized with the peptides GP5-B or GP5-B3
compared to the control from 9.62 + 1.5% to 24.51 = 1.3 and 34 » 2.39%, respectively, and
vehicle groups from 17.1 £ 1.23 10 2451 £ 1.3 and 34 £ 2.29, respectively. Additionally, in
the case of the GP5-B3 group, there was a statistically significant increase compared to the
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group immunized with the GP5-B peptide from 24.51 + 1.3 to 34 2 2.39%, (Figure 5B), indi-
cating that the GP5-B3 peptide was the most effective inducer of primed B cells.

Finally, the evaluation of naive B cells (CD2+/CD21+) showed a statistically signifi-
cant reduction across all experimental groups compared to the control group. However,
no differences were observed in the percentage of these cells among the three groups (Fig-
ure 5C). This suggests that, in response to peptide immunization, the naive cell subpopu-
lation was reduced, but this reduction was also seen in response to the BSA carrier in équal
proportions from 884 +0.63% to 5.8 £ 0.4%.

A e B e

g Cese
med W2

S0 PEs

R SR
g
?

c [ o

e =
% 4
§ §
i = |

1 e

ol e Bhidas Sradide Mdbie Shaiids |

-t ° " v & W W e Re
LA BNFra A - TAT A

Figure 4. Panel for analysis of B cell subpopulations. Humoral immune response was induced in B
cell subpopulations of piglets immunized with synthetic peptides. The cells were recovered at day
42 dpi. The marking was made with anti-CD2 and anti-CD21 markers. (A) gating used to select
single cells. In (B) lymphocyte populations are gated, and B cells were selected by IgM+ marker {C).
(D) the quadrant parel shows the selection strategy for analyzing CD2+/CD21+; CD2~/CI21= and
CD2+D21- B cells. The colors represent the popalation density; blue color shows low density; red
color represents the highest cell population density.
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Figare 5. Fhumorz!] responesse mediated by B cell subpopulations in pefipherz] blood of imimumsdned
Piglets (ML Total periphesal blood was recoversd through the fugular vein of immunized piglets
to Esolate monenuclenr cells (PFBMOs). FEMC isolated from total bood in piglets at 42 dpi, through
diensity gradient with Lymphoprep. A total of 10,000 svents were analyzed hrough losw cptomietry
by ant-L102-FECY?, anb-IgM-FITC and anf-CD21-PE. {A) Antbody-producngMemory B cells
(CD24ADE-) monoclonal antibodies. ® p < L05; *= Pe DS ns = :riEni.ﬁcanL {B] Primesd B
cedls (CID2-/CI020+). ** p < DUD0S; ™ p < DLODOL. (C) Naive cells (CD2+CD21+). = p< 001, Dota weme
presented o8 means + 5EM (n = 7). Diferences bebween groups were estimated using one-way
AMCA et witth Tokey's HED post hoc.
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3.5. GP5 Epitopes Elicit In Vitro Immunorsactivity in Sera from Natwrally Infected and
Vaceinaed Pigs

Our next question was whether the B epitopes contained in GP5-B or GP5-B2 pep-
tides could be conserved epitopes capable of inducing antibodies during natural infection
with PRRSV or after MLV vaccination. Figure 6 illustrates the immunoreactivity of both
GP-B and GP5-B3 peptides against serum antibodies from naturally infected and MLV
vaccinated animals. The response against the two peplides was significantly higher in the
group of vaccinated animals than in those naturally infected. However, the naturally in-
fected group also exhibited significant immunoreactivity against the two peptides com-
pared to the immunized control group. Interestingly, this indicates that the B epitopes in
GP5-B or GPS-B3 are conserved in circulating wild viruses.

Ak
EHK
*EHk
R¥
o o
*kEH rs *E¥k e

i §

Anti-peptides IgG [ngimi]
g
1 L

Control  GP5B GPS-83 GPe-B GPE-B3

J

» Natural infection Vacchinated

Figure 6. Immunoreactivity between GPS-B and GP5-83 peptides agrinst the vaccine virus (attenu-
ated INGELVACPRRS MLV virus) and circulating field strains. IgG against GPS-B and GP5-B3 were
determined in serum of naturally infected animals and in serums of vacanated IM with a single
dose at 0 days. The concentration of IgGs was evaluated at 42 dpi. Anti-peptide antibodies were
determined by ELISA assays. The graph shows the recognition of the peptides by IgG antibodics
present in the sera of vaccinated animals. Data were presented as means + SEM (n = 7). Differences
Between groups were estimated using one-way ANOVA test with Tukey's HSD post hoe. ™ p <
0.0001; ns = not significant,
4. Discussion

PRRSV-specific IgG neutralizing antibodies are produced 34 weeks after infection
[46], which is too late to stop the acute phase of viremia [46]. The use of epitopes that are
petential inducers of neutralizing antibodies is a topic of great Importance in the research
of safe and effective vacanes [46]. However, beyond the monitoring of the antibody re-
sponse, it has become evident that an undersianding of B cell behavior, that is, the cellular
biology underlying the antibedy response, is cruaial for understanding how the immune
response functions in the context of vaccination [47]. Consequently, the aim of this study
was to analyze the immunogenic response elicited in swine by two synthetic peptides de-
rived from GP5 1o understand the role of lineal B epitopes in the humoral and B-cell-me-
diated response and to support the further development of these peptides as vaccine can-
didates,
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The Inrmeral inrrme respanse b FEESY mbechion has bean fraquertly shudied, as-
padally the ona direrted bo different encelopa protems (CGF3, GP4, GF5 or M) or limear
epitopes from Hece proteins [16,24.43,48]. The present study evaliated mmumepamic
epitopes wiltim e CPS protemn using GF5-B and GPS-B? symthetic peptides derived from
PERSV-1 that contaim linear epitopes recogmized by B cells.

Frevicus studies dememstrate that symthetic peplides omfaiming B cell epitopes im-
duce a spedfic (F5 spedfic nmmeral resporse and proinfammabery cytolkines [34]. This
cbservabicn is omirmed im the resend shudy, where immumization of piglels with the GPS5-
B and P58 peptides showed a significamnt inmease in the canoentrabion of spedific IsGs
after 11 days after primary immamization in both cases Howerer, maby the GP5-B group
showed a stabistically sigrifcant imirease after secondary inrmmization, suggestng a4
strang and sustaimad respore, indi atmg the presere of artive artibody produdng odls.
Conversely, e (F5-B3 group did not show a spediic wreasa in [gfes affer secondary
imrurnization, mevertheless, its gt levels remamed elovated wntil 42 dpi, indicating the
presence of anlibody—fommingFlasma B cells [49].

The presence of memory B calls allows arfigen-spedific andibodies (o be rapidly zen-
erated when the anligen that induced them comes nto contad wikh these cells a second
time, resuliing in a £asher amd stronger himral response [3T]. Pre-mmime animals -
hibited a basal concentration of specifc anlibodies azamst GPS-B peptide. This could be
explamed by nonspedfic Bnding of aatibodies to be ELIGA plate or a cross-reachion with
the assay’s miroarranpemant [51,.57] Another pobantial explaation for thess eadimgs 2
day 0 is tha presance of matsrnal anbibodies, which were Hkehy tramsferred from the
mofher ko bhe piglets via colostnim. Accordmg bo Gueman-Batista et a1, 203 [37], ma-
IpG, the predominamt isotype in pig breast milk. These maternal andibodies also providae
prftection Brough the nedralization of pathemens amed the recibment of innate mrmim-
ity effeckor molecules Hrough the Fo domain of andibodies [24]. T, it is plaosiidae that
matemmal anlibadies could rearenize the epitopes of Bath peptides given that the mothers
of the piglets had been vacomated.

The activation of B calls correlates with the mduction of an andibody-mediated -
mnal msponsa [35]. The lnmnoral espens: mediated by B cells was also evaloabed
thrugh Bires subpopulations: () aohibody-fooning/plasma B cells (CT+ACDH -, which
are B cells that correspond bo B cells Groulating within the peripheral Blood with the furc-
ﬁnnofﬁeaeﬁngaﬂindiﬁﬂutcmpﬂiﬂnﬁaﬂyremgrﬂ&ﬂuspedﬂfanﬁm(mﬁ-
tide autibody} that simmulated the cell [76,57]. () Pamed B cells (CO2-#2C0N +, which
present their B receptors (B_R) charpad with the andipen and reman in deculalion waitimg
o codact with T cells that prowvide the achivation sipmal [5E]. (i) Maive B cells
(CD2HA0E +), which draalate through the peripheral Blood and have not Bean exposed
o am antigen [56,5%] Thns, Bris work evaluated e indoction of subpopul ationes of B cells
a5 follows plasmatic cells (COMHHCDM-), ained @lls (CO2-20001+), ad natee cells
(CO2+AD+) All these subpopulations were analyred based m the selecion of B cells
wilh raduced Ighd expression (Tghd low')

Mahiral infectin with PRESY primes B cells and trigpers axtibody prodondion and
memory B calls [£4]. Moreower, the expressian of FRESY epitopes Brough DMA vacdna-
tien can also prime B cells, dicting a detectable, (Fo-spedfic, Inmmoral imamire response
[€1]. The data cbtaimed showed that Both peplides cam imduce anbibody-seceting B oalls,
wiich directty correlate with the mrease In anb-peptide spedfic antibodies observed in
the Ig(z evaluation Suprismgly, be eoulls of primed B odls showed that e group im-
mmnized with the peptide GPS-H2 nduced a sigrificand Trease i priowed B calls, graater
than hat of e group immminized with (P58 peptide. This could explain wivy e same
lewal of aoti-(zP5-B3 Igt=s did not chemge from 21 to 42 dpi. Alihenagh thesa B cells comtain
the charged autigen in bheir BCE, ey are not activated mnd thersfoee have not diffecenti-
atad ko secTating or marmary B cells. On the otherhand, e proup immmomdzed wilh CP5-
B peptide also showed a s poificant morease compared to the wehicde md condrol groups,
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indicating that theee are also artipen-charped calls waiting to be activated bo differentiaba
into plagmalic cells or memery oedls.

Finally, e evabuation of the subpopulation of natre B calls shemwed a decrease in
these cells in the groups inrmmired with peptides, which agrees with e literature. It has
bean reported that naive cells are cells that have et Bean stimmilated or come indo comtact
wilh an ardigen, thnis, Besa cells droulatbe nthe Moodstrearn and Irmph redes waiting to
come imto conbact with an aotipen. When nalve B cdls encounter an aotigen, this subpop-
ulation of B cells dimindshes a5 theyr differendiate into trained B cells, antibody secretary,
or memy cells [67]. Together, these dats indicate that the peptides (PE-B and GPS-HI
can stimnlate naive B cells bo differenliate mbo trained cells at will later become arti-
body-spediic seoetory B mlls or COMHACDE]- mermory B cells.
with e host's imrmime systern and the artigenic properties of viral protems [53]. This
wirus has a significant Gapadty bo evade e imrmme response thamagh varions mecha-
mismes, mchudimg mdernabiz ation inhe cedls. [£4]. In cortrast, e hest responce cudes ren-
tralirmg antibodies against B epitopes m the protein comples intoved m the virus's -
teraction with the CTM63 receptor, which e vints uses to nfect [15.64,65]

FFESY ghyooprotein P25 has been widely studied as a highly anbigenic protein and
is dlso the main target of meubralizing artibodies [66]. In fact, the main nedralization
epitope is locabed m a hypervariable region of the edodomain fom the GPS probein [67].
Thos, vaccnes probably have low effidency m providing protection against homolopous
wild sirains. (Other researdhers have studied B epitopes fom PS5 protein and found that
they mdure 2 lunneral mrmume response [16,37.68]

FPaptides (F>-B and (F5-B3 wer immmareactive against the sara of vacimated -
imals with a commerdal vaodne and against sera of amimals naturally mibectad by wild
straims, which are largely dominated by genolype 2 strams. However, as e Mmistry of
Aprinulhire and Fural Development reported n 2017, droulaling straims of PERESY-1 wera
also present; 50, coss-Immmumersacivity agaimst heterologmus straims is ot rled et This
can b2 atirinded to e £2ct that e epitopes condaimed in the peptides are short saquenices
that weere selected becausa By wers conserved aooss differsmt n dlico referarce strams,

3. Conclugionz

In conlusion, e data oblained i the presant study show that immmunization with
GF5-B or GP5-B3 peplides inchares 2 sustaimed Immoral reeponsa of peptids-speific Iac
antibodies. I additian, Both peptides inchuced B cell activaliom and Beir differendialion
It peptide-specific oG anfibody-formingplasma B cells. The twor peplides, both GPS-B
a4 EP5-R3Y, were inrmmeactive with bhe sara of animals vaccmated with the commmer-
dal vardne md with be sera from animals natrally infeded by droulating strains of
PRERESV. These data sugpest that B egitopes canfaimed im peptides GPF5-B axd GP5-B ara
conservad amoess varous sirains of PRESVY. This work: provides evidence of the capacty
of B epitopss m the synihetic pephides GP5-B and GP5-B? b inchuce 2 himeoral mespanse.
Additionally, it was experimentalty demsrectrabed that bese are epitopes preserved in dir-
culabing wild strams, which could be inluded i the frture development of a safe and
effertive vaocne medel to prevent PERSVY infection

Anthor Contribotione Caweploalization, FP.-On, BEM-A F.C-R, IH-M, BC-V and A B-F;

.EP-CLREM.-A, FC-F, LI1-W FUO-F., DIO-FT amad BIZ -V fowmnal anabysis, BT~
DL EEM-A and FC-R povestpation, FF-I, REML-A, FC-E, ITH-ML EC-W, EO-FDDO-H,
ILEFC od AGE - recoxrres, BEEMN-A AP P and I A wnln'g—mgin.‘ll deaft prepaE
tion, F.E-AD, LFL B, G-V and RETL-A wribing —pewienr and edibing, FF -0, TH-BL, BCAL
AHBAP md REM-A; vismalizgbion, FP-DV; sopenvidon, REN-A All auffues have read and
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17. CAPITULO 2

Los datos presentados en el capitulo 2 corresponden al objetivo 3 de este trabajo de tesis. Los resultados obtenidos
forman parte de un trabajo que continua en proceso para poder dar una respuesta amplia a la pregunta de
investigacion, una vez que se concluyan los experimentos enfocados en la contraparte de la respuesta celular que
no se contempld para este trabajo de tesis, se podrd obtener un manuscrito original que permita hacer una
contribucion en el area de vacunas para porcinos contra el virus PRRSV.

En el capitulo uno, se expuso evidencia que muestra que la inmunizacion con los péptidos GP5-B o GP5-B3
exhibieron de manera distintiva la respuesta inmune adaptativa humoral en lechones. En la que se puede observar
el estadio de maduracion de las subpoblaciones de células B durante el desarrollo de la respuesta humoral, asi como
la aparicidn de anticuerpos especificos. En el presente capitulo, se consideraron los datos publicados por Calderén-
Rico et al, 2023, en los cuales se demostré que dos péptidos derivados de la proteina GP5, los cuales contenian
epitopos T, fueron capaces de inducir una distintiva respuesta adaptativa celular en lechones. De acuerdo con la
literatura son pocas las vacunas basadas en péptidos que se encuentran en investigacién. La propuesta de este trabajo
consiste en elucidar las cualidades de un candidato a vacuna denominado TetraPep-Go, que consistio en cuatro
péptidos acoplados a una proteina acarreadora BSA, dos de los cuales correspondian a epitopos B y dos a epitopos
T, adicionada de los adyuvantes, hidréxido de aluminio (Alhydrogel® 2%) y adyuvante basado en oligonucledtidos
(ODN 1018 VacciGrade). El objetivo fue, establecer una formulacion multiepitopica basada en péptidos que
corresponden a epitopos inmunodominantes de la proteina GP5, asi como evaluar la respuesta inmune antiviral
protectora ante PRRSV, usando adyuvantes capaces de potenciar la respuesta mediada por 1gGs y la respuesta de
células T, tanto cooperadoras como citotdxicas. De manera que, la formulacion sea capaz de inducir una respuesta
inmune adaptativa completa. Por tanto, en este trabajo se analizd la respuesta inmune humoral y celular en un

modelo de raton, mediante la inmunizacion subcutanea de TetraPep-Go.
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18. Justificacion

La vacunacion es el mejor método para prevenir infecciones virales, sin embargo, las vacunas que se comercializan
contra PRRSV son vacunas clésicas, las cuales contienen el virus atenuado o virus inactivado completo. Dichas
vacunas presentan baja proteccion, también, se asocian a la aparicion de brotes severos debido al retorno del virus
vacunal a un estado de patdgeno (Du et al., 2017). Por lo anterior, es necesaria la investigacion en antigenos seguros

y eficaces, es decir, que desplieguen una respuesta inmune protectora y sostenida a través del tiempo.

Se han desarrollado diversas vacunas contra PRRSV, las cuales, han presentado baja eficacia en la proteccion contra

virus circulantes, o dichos modelos vacunales se encuentran en fase de experimentacion (Stoian & Rowland, 2019).

No se tiene vacunas registradas para PRRSV que estén conformadas por péptidos.

19. Materiales y métodos
Péptidos

Los péptidos empleados en esta fase de la experimentacion fueron descritos anteriormente por (Perez-Durén, 2024)
y Calderon-Rico, 2023). Los péptidos fueron resuspendidos en Dimethyl sulfoxide (DMSO) a una concentracion

de 4pg/ul previo a su uso.

19.1. Ratones

Ratones de sexo indistinto Balb/C de 7 semanas de edad se mantuvieron bajo condiciones de temperatura controlada
(22 £ 1 ° C) a una humedad del 50% en un ciclo de luz-oscuridad de 12 h:12 h y alimentacion ad libitum (Purina
Certified Rodent Chow) y agua. Todos los procedimientos siguieron el programa de Cuidado y Uso de Animales
(NIH, EE. UU.) y la Norma Oficial Mexicana 062-2001999, fueron sometidos a aprobacion por el Comité local
de Cuidado de los animales de experimentacion de la FMVZ. Todos los procedimientos de inyeccion se realizaron

con ayuda de un dispositivo de inmovilizacion y sin anestesia.

37



21 ratones se separaron en 3 grupos de manera aleatoria: i) Control, el cual sirvi6 como control negativo sin
inmunizar, ii) vehiculo, que consistié en la inmunizacion con una proteina acarreadora BSA mas dos adyuvantes,
iii) grupo TetraPep-Go, que consistio de los 4 péptidos acoplados a BSA mas los dos adyuvantes del grupo vehiculo.
Los ratones fueron inmunizados por via subcuténea, control, vehiculo o TetraPep-Go, las cuales contenian en cada
grupo, adyuvante alhydrogel (AIOH 2%), adyuvante ODN 1018 (Invivogen) y la proteina acarreadora maleimida-
BSA acoplada a la mezcla de los cuatro péptidos (Tetrapep-GO). En el caso de la formulacion vehiculo, esta
consistio de adyuvante alhydrogel (AIOH 2%), adyuvante ODN 1018 y la proteina acarreadora BSA maleimide.

Los animales fueron muestreados e inmunizados a intervalos de 21 dias.

19.2. Inmunizacién y obtencion de muestras

Las inmunizaciones se realizaron por via subcutanea, por un lado, un volumen de 197 ul para cada animal, en el
caso del grupo control BSA, de la mezcla total fueron: 32 pl de DMSO (vehiculo), 64 pl maleimida [1 mg/ml]
(imject Maleide Activated BSA, de Thermofisher) conjugado segln especificaciones del fabricante, 96 pl de
adyuvante aluminum hydroxide (Alhydrogel® 2%) y 5 pl de adyuvante ODN 1018. Por otro lado, un volumen de
197 ul para cada animal, en el caso del grupo experimental, de la mezcla total fueron: 32 ug de cada péptido
[4pg/uL], 64 ul de maleimida [1 mg/ml] (imject Maleide Activated BSA, de Thermofisher) conjugado segln
especificaciones del fabricante y 96 pl de adyuvante aluminum hydroxide (Alhydrogel® 2%) y 5 ul de adyuvante
ODN 1018 (Tabla 1). Posteriormente se realizé el seguimiento de los ratones a través del tiempo, con periddicas
tomas de muestra sanguinea a los 0, 21, 42 y 80 dias post-inmunizacion dpi. Los ratones se sacrificaron por

decapitacion al dia 80 y la sangre se recogio en tubos estériles con EDTA al final del experimento (Figura 1).
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Tabla 1. Grupos inmunizados y formulaciones. La tabla muestra los volimenes y concentraciones de los componentes de

Formulation

cada formulacién

Grupo (N=7)

Carrier Adjuvante
Maleimide | ODN 1018

BSA
(mg/uL)

(uL)

Adjuvante

aluminum

hydroxide
(uL)

GP5-B
peptide
(4pg/ulL)

GP5-B3
peptide
(4pg/uL)

Péptido
GP5-T
(4pg/uL)

Péptido
GP5-T3
(4pg/ul)

DMSO
(uL)

Volumen total
formulacion (uL)

Control
Vehiculo

TetraPep

64

64

96
96

32

197
197

Las muestras sanguineas fueron obtenidas de los ratones antes de inmunizar a través de puncién de la vena lateral

de la cola, la puncién se realizé con agujas de 0.80 mm de didmetro, los ratones fueron sujetados en un dispositivo

de inmovilizacion. La sangre completa se recolectd con pipetas Pasteur humedecidas con EDTA [500 mM] pH 8,

con las que se obtuvo la sangre por capilaridad. Las muestras de sangre se centrifugaron a 2,500 rpm durante 5

minutos para obtener suero control y experimental, mismos que se preservaron en ultracongelacion a -80 °C.
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Figura 1. Disefio experimental. A) representacion esquematica del disefio experimental, donde los ratone fueron inmunizados con las
formulaciones vehiculo o TetraPep-GO y las muestras de suero y sangre fueron colectadas. B) Linea del tiempo de los experimentos donde
se muestra la inmunizacion al dia 0 y refuerzo al dia 21, asi como los muestreos de suero a los dias 0,21 42 y 80. Ademas el sacrificio al dia

80, asi como la muestra de sangre total.

19.3. Deteccién de anticuerpos IgG

El analisis de anticuerpos se realiz6 acorde a los procedimientos de Pérez-Duran et al. (2024). Sin embargo, en esta

parte del estudio, se realizé la deteccion de IgG1 e 1gG2. Los resultados se muestras en concentracion en [ng/ml].

19.4. Obtencion de células blancas en sangre total
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Al finalizar el periodo de inmunizacidon de los grupos control y experimentales, los ratones fueron sacrificados por
decapitacion y se recuperd la sangre periférica total (aproximadamente 600 pl por ratén), la cual fue mezclada con
6 ml de buffer de lisis de células rojas 1x (Miltenyi Biotec 10x, nium. Cat: 130-094-183), se mezcl6 por inversion
durante 10 minutos, posteriormente se centrifug6 a 2,000 RPM durante 6 minutos y se decanté el sobrenadante, se
resuspendid el pellet en el volumen residual y se realizé un lavado con 2 ml de PBS 1x. Finalmente las muestras se
centrifugaran a 2,000 RPM por 6 minutos y se desecho el sobrenadante para resuspender las muestras en PBS 1x

para su posterior analisis por citometria de flujo.

19.5. Disefio de paneles para inmunotipificacion de células T

Se realizaron pruebas de marcaje con los anticuerpos anti-CD3 PerCp/Cy5.5 (145.2C11, Biolegend,), anti-CD4
Alexa Fluor 405 (RM4.5, ThermoFisher Scientific) y anti-CD44 PE (IM7, ThermoFisher Scientific) para disefiar
los paneles de tipificacion de células T activas de memoria (Figura 2). Para lo cual, primeramente usando los
parametros de tamafio y complejidad (FSC-A y SSC-A respectivamente) se delimitaron los linfocitos (Figura 2A),
a partir de la poblacion de linfocitos, en la figura 2B se seleccionaron las células individuales o singlets mediante
los parametros de tamafio (FSC-A 'y FSC-H), a partir de los singlets, se realizé un analisis de dobles positivos en el
cual se analizaron el canal BL3-A (CD3-PerCp/Cy5.5) contra VL1-A (Alexa FllGor 405) para la deteccion de
linfocitos T cooperadores CD3+/CD4+ (Figura 2C). Finalmente, a partir de los CD3+/CD4+ se evalud la expresion
de CD44 al comparar VL1-A contra BL2-A (PE), en el cual se observaron las poblaciones de linfocitos T
cooperadores activos CD44++ (CD4+/CD44++) y linfocitos T cooperadores efectores de memoria CD4+/CD44+++

(datos no mostrados). Los resultados se muestran en porcentaje de células T CD44++ (Figura 2D).
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Figura 2. Panel de analisis de linfocitos T. La respuesta inmune T dependiente fue inducida en ratones inmunizados con TetraPep-GO. Las
células fueron recuperadas al dia 80. Los marcadores usados fueron anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD44. A) delimitacion de la poblacion general

de linfocitos. B) Seleccion de células individuales o singlets. C) analisis de dobles positivos en panel de cuadrantes donde la poblacion de

interés es la de las células CD3+/CD4+ (cuadrante Q2). D) Seleccidn de células CD4+/CD44++, donde se identifican las poblaciones celulares

en funcion de la expresion y sobreexpresion de la fluorescencia de CD44. Los colores representan la densidad poblacional, color azul muestra

baja densidad poblacional, color rojo representa la mayor densidad poblacional.

19.6. Disefio de paneles para inmunotipificacion de células B

Se realizaron pruebas de marcaje con los anticuerpos anti-CD80 eFltor 450 (B7-1, ThermoFisher Scientific) y anti-

CD19-PE (1D3, ThermoFisher Scientific) para disefiar los paneles de tipificacion de células B activas de memoria
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(Figura 3). Para lo cual, primeramente, usando los parametros de tamafio (FSC-H y FSC-A) se delimitaron las
células individuales o singlets (Figura 3A), a partir de singlets, en la figura 3B, se selecciond la poblacién de
linfocitos mediante los parametros de complejidad y tamafio (FSC-H y SS-H respectivamente), tras la delimitacion
de los linfocitos, en la figura 3C se realizd un analisis de dobles positivos para evaluar las poblaciones de linfocitos
B, comparando BL2-A (PE) contra VL1-A (Alexa Fluor 450). Donde, el panel de cuadrantes identifica la poblacién
general de linfocitos B CD19+ (Q3) y la poblacion de linfocitos B activos de memoria CD19+/CD80+ (Q2). Los

resultados se muestran en porcentaje de células B.
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Figura 3. Panel de anélisis de linfocitos B. La respuesta inmune humoral fue inducida en ratones inmunizados con TetraPep-Go. Las células
fueron recuperadas al dia 80. Los marcadores usados fueron anti-CD19 y anti-CD80. A) Seleccion de células individuales o singlets. B)
delimitacion de la poblacion general de linfocitos. C) andlisis de dobles positivos en panel de cuadrantes donde la poblacidn de interés es la
de las células CD19+/CD80+ (cuadrante Q2). Los colores representan la densidad poblacional, color azul muestra baja densidad poblacional,

color rojo representa la mayor densidad poblacional.

19.7. Andlisis estadistico

La presentacion de graficos y el analisis estadistico fueron desarrollados en el software GraphPad Prism 1X. Los
resultados presentan el promedio de tres mediciones diferentes de cada animal y se expresan con media + S.E.M.

El analisis estadistico se realiz6 mediante analisis de varianza de una via (ANOVA), prueba de Tukey. Niveles de
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significancia p<0.05fue considerado estadisticamente significativo. Para el anélisis de los datos de citometria de

flujo se empled el software FlowJo V. X(BD®).

20. RESULTADOS
20.1. Seguimiento al peso corporal

Durante todo el proceso de experimentacion se realizd la observacion clinica en los ratones. No se observo dafio a
tejido en el sitio de inyeccidn tanto en el grupo control como en los grupos experimentales a través del curso de este
estudio.

El peso corporal de los ratones experimentales fue registrado desde el dia 0 hasta el dia 80 dpi. El peso en gramos
se grafico a los 0, 21, 42 y 80 dias (Figura 4). Los resultados muestran una ganancia de peso en los dos grupos
inmunizados con el vehiculo y la formulacién TetraPep-Go, la ganancia de peso de estos grupos se mantuvo a la
par con el grupo control sin que se presentaran cambios significativos entre los grupos. El seguimiento del peso
corporal de los ratones es indicador de salud, por lo que el aumento constante de peso a través de la duracion del

ensayo significa que los ratones se mantuvieron saludables.
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Figura 4. Seguimiento del peso corporal de los ratones. Se monitoreo el peso corporal de los tres grupos de ratones (N=7 por grupo). Los
pesos medios de los siete cerdos de cada grupo se representan con lineas de color y los intervalos intercuartilicos con barras de error. Para
evaluar la significacion estadistica se empleé un ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Tukey. para evaluar la significacion

estadistica. El andlisis no revel6 diferencias significativas de peso entre los grupos.
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20.2. Deteccion de anticuerpos IgG

A los 0 dias se observan los titulos de IgG1 en concentraciones sin diferencia significativa, es decir, a niveles basales
(Figura 5A), donde se realizd la primera inmunizacién en los grupos vehiculo y TetraPep. Tras la primera
inmunizacidn, se realizo la evaluacion de 1gG1 a los 21 dias (figura 5B) en la cual se observ6 un incremento en los
titulos de 1gG1 en el caso del grupo vehiculo y TetraPep. Sin embargo, estos incrementos no presentaron diferencia
significativa con respecto al grupo control. Por otra parte, a los 21 dias se realizd la inmunizacion secundaria que
fue evaluada hasta el dia 42 (Figura 5D) donde se present6 un incremento significativo de 1gG1 en el grupo vehiculo
con respecto al grupo control, ademas, el grupo TetraPep también present6 un incremento significativo con respecto
al grupo vehiculo y con respecto al grupo control. Finalmente, se realizo la dltima evaluacidon de los ratones al dia
80 (Figura 5D) en donde se demostrd que la respuesta de IgG1 aun presentd un incremento estadisticamente

significativo con respecto a los dos grupos control y vehiculo.
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Figura 5. Respuesta humoral mediada por anticuerpos IgG1 inducida por inmunizacion en ratones. Los ratones fueron inmunizados por via
subcutanea con una formulacién de péptidos acoplados a un acarreador BSA en grupo TetraPep + adyuvante alhydrogel® (AIOH 2%) y ODN
1018. Se tomaron muestras de los animales e inmunizados dos veces a intervalos de 21 dias. La concentracion de 1gG1 se evalu6 a los 0, 21,
42 y 80 dias dpi mediante ensayo ELISA. A) 0 dias ns= no significativo. B). 21 dias dpi ns= no significativo. C) 42 dias * p < 0,0005, ****
p < 0,0001. D) 80 dias dpi *** p < 0,05, **** p < 0,001, ns = no significativo. cada grupo. Los datos se presentados como media SEM (n =

7). Las diferencias entre grupos se estimaron mediante la prueba de ANOVA unidireccional con el post hoc HSD de Tukey.
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Ademas del subtipo 1gG1, también se realizé la evaluacion de la induccion de 1gG2 en respuesta a la inmunizacion

con las formulaciones vehiculo o TetraPep-GO, a continuacion, se presentan los datos obtenidos.

A los 0 dias se observan los titulos de 1gG2 en concentraciones sin diferencia significativa, es decir, a niveles
basales, tal como se habia observado en la respuesta de 1gG1 (Figura 6A). Tras la primera inmunizacion, se realiz
la evaluacién de 1gG2 a los 21 dias (figura 6B) en la cual se observé un incremento en los titulos de 1gG2 los grupos
vehiculo y Tetrapep, dicho incremento fue estadisticamente significativo con respecto al grupo control, sin embargo,
no se presento diferencia significativa en los grupos vehiculo y TetraPep. A los 42 dias (Figura 6C) se present6 un
incremento significativo de 1gG2 en el grupo vehiculo con respecto al grupo control, ademas, el grupo TetraPep
también presenté un incremento significativo con respecto al grupo vehiculo y con respecto al grupo control.
Finalmente, se realiz6 la ultima evaluacion de los ratones al dia 80 (Figura 6D) en donde se demostr6 que la
respuesta de 1g2 también presentdé un incremento sostenido de anticuerpos estadisticamente significativo con

respecto a los dos grupos control y vehiculo.
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Figura 6. Respuesta humoral mediada por anticuerpos 1gG2 inducida por inmunizacion en ratones. Los ratones fueron inmunizados por via
subcutanea con una formulacion de péptidos acoplados a un acarreador BSA en grupo TetraPep + adyuvante alhydrogel® (AIOH 2%) y ODN
1018. Se tomaron muestras de los animales e inmunizados dos veces a intervalos de 21 dias. La concentracion de 1gG2 se evalu6 a los 0, 21,
42 y 80 dias dpi mediante ensayo ELISA. A) 0 dias ns= no significativo. B). 21 dpi * p < 0,05, **** p < 0,001, ns = no significativo. C) 42
dias **** p < 0,0001. D) 80 dias dpi **** p < 0,001, ns = no significativo. cada grupo. Los datos se presentados como media SEM (n = 7).

Las diferencias entre grupos se estimaron mediante la prueba de ANOVA unidireccional con el post hoc HSD de Tukey.
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20.3. Tetrapep-GO indujo linfocitos T cooperadores

La inmunotipificacion de las células T se realiz6 al dia 80 dpi y los porcentajes de células T CD4+/CD44++ se
evaluaron en 3 grupos experimentales: Control, Vehiculo y Tetrapep (figura 7). Los resultados mostraron la
presencia de un alto porcentaje de linfocitos T cooperadores activos (CD4+/CD44++) que era estadisticamente
significativo en los grupos vehiculo y TetraPep con respecto al grupo control. Ademas, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo vehiculo y el grupo TetraPep. Esto sugiere que ambas formulaciones son capaces de
inducir la activacion linfocitos T cooperadores que se mantienen activos a través del tiempo y posiblemente

colaborando activamente con la respuesta observada de anticuerpos IgG1 e 1gG2.
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Figura 7. Poblaciones celulares y porcentajes de linfocitos T CD4 activas (++) en sangre total de ratones inmunizados. Leucocitos aislados
de sangre total en ratones a los 80 dpi. 10, 000 eventos fueron analizados a través de citometria de flujo siguiendo la ruta de paneles de la
figura 2. Andlisis estadistico en grupos (n=7 por grupo). ** p < 0,05, **** p < 0,001, ns = no significativo. Anova de una via, prueba post

hoc Tukey, los datos presentan +SEM.
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Ademas, se realizo la inmunotipificacion de los linfocitos B CD19+/CD80+ y se realiz6 la evaluacion del porcentaje
de las células B al dia 80 (Figura 8). En la figura 8A se muestra el porcentaje de la poblacién general de linfocitos
B al dia 80, donde se observo que no hubo diferencia significativa entre los tres grupos experimentales Control,
Vehiculo y TetraPep. Por otra parte, la Figura 8B muestra que las formulaciones vacunales indujeron un incremento
significativo de linfocitos CD19+/CD80+ activos de memoria con respecto al grupo control. Ademas, se observo
que en el grupo TetraPep hay un mayor porcentaje significativo de células de memoria con respecto al grupo
vehiculo. Lo cual nos demuestra que la formulacion TetraPep-GO es capaz de inducir una respuesta humoral que
se mantiene sostenida a través del tiempo y que también, los resultados observados en la figura 8B se correlacionan

directamente con lo observado en la induccién de las inmunoglobulinas 1gG1 e 1gG2.
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Figura 8. Pablaciones celulares y porcentajes de linfocitos B CD19+/CD80+ activas en sangre total de ratones inmunizados. Leucocitos
aislados de sangre total en ratones a los 80 dpi. 10, 000 eventos fueron analizados a través de citometria de flujo siguiendo la ruta de paneles
de la figura 3. Analisis estadistico en grupos (n=7 por grupo). A) poblacion general de linfocitos B CD19+ ns = no significativo. B) * p <

0,05, **** p < 0,001. Anova de una via, prueba post hoc Tukey, los datos presentan +SEM.
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21. DISCUSION

El PRRSV cobra relevancia por las afectaciones en la salud de los animales, lo que se traduce en grandes pérdidas
econdmicas en la industria porcina. La mejor manera de evitar los altos impactos de las infecciones virales, es a
través de la vacunacion. Sin embargo, a la fecha en que se realiza este manuscrito, las vacunas comerciales no son
capaces de inducir una respuesta protectora altamente eficiente contra virus silvestres circulantes, ya sean
homologos o heter6logos a la cepa con la que se disefiaron dichas vacunas, ademas de los efectos adversos que
llegan a presentar las vacunas basadas en virus atenuado. Por lo tanto, en este trabajo se plante6 analizar la respuesta
inmune inducida por una formulacion vacunal multiepitopica un modelo in vivo. El uso de epitopos que sean
inductores de las distintas fases de la respuesta inmune adaptativa son un tema que ha cobrado mucha relevancia en
el desarrollo de vacunas de nueva generacion que sean eficaces y seguras. Particularmente, en este trabajo se analiz6
la respuesta mediada por anticuerpos 1gGs, subtipos IgG1 e 1gG2, los cuales se ha reportado participan en las
respuestas a patogenos intracelulares con funciones variadas como fijacion del complemento, inhibicién de la
internalizacion del patégeno (neutralizacion) participacion en la respuesta celular mediada por toxicidad,
fagocitosis, etc. como lo reportd Paudal et al. (2022). En donde, la fusion efectora de las 1gG se debe a las fracciones
cristalizable (Fc) de cada subtipo, sin embargo, también mencioné que las funciones los subtipos pueden llegar a

variar segun el tipo de patégeno que induzca la infeccion (Rostamian et al, 2017).

Los resultados de la inmunizacion con la formulacién TetraPep-GO, mostraron un aumento significativo de los
anticuerpos 1gG1 e 1gG2 a los 42 y 80 dpi mientras, a los 21 dias se mantiene sin cambios significativos la IgG1 y
la 1IgG2 presenta cambios significativos solamente con respecto al grupo control, lo cual sugiere que ambas
inmunoglobulinas responden en forma similar a la estimulacion por la formulacién experimental, sin embargo, 1gG2
es la primera que aparece en esta respuesta humoral lo cual resulta interesante ya que esta inmunoglobulina es una
de las que se encuentran en menor concentracion en torrente sanguineo del raton (Bolliger & Everds 2012). Por otra
parte, al dia 42 donde se observé que ambos subtipos se incrementaron, se pudo observar que la respuesta de 1gG1

presenta una mayor concentracion de inmunoglobulinas con respecto a la respuesta observada a 1gG2 al dia 42, lo
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cual es algo esperado ya que segun la literatura (Bolliger & Everds 2012), IgG1 es la principal IgG que se encuentra
en circulacion y es a la que se atribuye la principal respuesta antiviral segun estudios realizados en otros virus, tales
como el virus de la influenza, el virus elevador de lactato deshidrogenasa murinay el virus de la fiebre hemorréagica

del simio (Huber et al, 2006) y HIV (Posner et al., 1991; Kadelca et al., 2018).

Finalmente, se observd que tras la inmunizacion secundaria se indujo nuevamente un incremento en la
concentracién de ambas 1gGs que fue significativo en el grupo TetraPep, lo cual es algo que se habia observado en
el modelo de lechdn (Perez-Duran et al, 2024) donde los animales se habian inmunizado con los péptidos basados
en epitopos B de manera independiente y que en este modelo multiepitdpico también se replicé esta respuesta
potenciada por la reinmunizacién. Interesantemente, se observé al dia 80 que la respuesta de IgG1 se mantuvo
estadisticamente significativa con respecto a los grupos control y vehiculo, sin embargo, aparentemente la
concentracién de 1gG1 se ve disminuida con respecto a los titulos del dia 42. Mientras que para la 1gG2 al dia 80,
los titulos se siguen presentando significancia con respecto a sus grupos control y vehiculo y lo que es mas
interesante, los titulos de 1gG2 al dia 80 se ven incluso superiores los titulos del grupo TetraPep al dia 42. Lo cual
sugiere que la respuesta de 1gG2 aln estd respondiendo a algln tipo de estimulo inducido por la formulacion
TetraPep-GO, lo anterior pudiera verse involucrado los adyuvantes de la formulacion ya que al contener un
adyuvante de aluminio, este induce un efecto deposito que puede mantener viable el antigeno por un tiempo mas

largo, sin embargo, hacen falta experimentos que pudieran demostrarlo.

En otro grupo de experimentos, se evalud la respuesta inmune celular a través inmunotipificacién de células T
cooperadoras. Asi que, se hicieron los siguientes grupos experimentales: control sin inmunizar, grupo vehiculo y
TetraPep. A los 80 dias, los datos evidenciaron que no hubo diferencia en los porcentajes de estas células entre los
grupos inmunizados, lo cual es algo esperado ya que la respuesta inmune T dependiente consiste en la inmunizacion
con antigenos proteicos y dado que nuestras formulaciones consisten en antigenos peptidicos acoplados a nucleos
de BSA, los resultados corresponden a la induccion de células T cooperadoras activas CD4+/CD44++. Lo que

resulta interesante en los datos obtenidos es que los linfocitos cooperadores se mantienen activos hasta el dia 80 sin
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que se haya aplicado refuerzo al dia 42. Lo anterior podria soportar la idea de que el mecanismo de accion de alguno

de los dos adyuvantes podria mantener los antigenos viables por méas tiempo.

Los resultados obtenidos aportan conocimiento nuevo que puede favorecer el desarrollo y optimizacion de modelos
vacunales y desarrollos bioldgicos dirigidos selectivamente contra uno o varios epitopos incluidos en un modelo
multiepitopico. De tal manera que se pueda avanzar en la formulacién de vacunas mejoradas y superando a las
vacunas clasicas que funcionan con modelos de virus o bacterias completos. Cabe destacar que en algunas vacunas
de virus atenuados se ha reportado que los virus se pueden retornar a patégenos en estado silvestre. En las particulas
caso de las proteinas de PRRSV, estas proteinas por si solas son capaces de inducir cierta inmunosupresion sobre
el animal segun lo reportado por Prieto y colaboradores en 2011. Nuestros resultados muestran que de manera
especifica la formulacion multiepitépica pudo inducir de manera eficaz la respuesta humoral mediada por
anticuerpos de subtipo 1gG1 e 1gG2, ademas de inducir células B de memoria por un tiempo extenso. También se

demostro la presencia de células T cooperadoras activadas a través del tiempo.

22. DISCUSION GENERAL

El complejo de enfermedades respiratorias porcinas contribuye a la disfuncion de las necesidades nutricionales y
de crecimiento de los animales, lo que provoca el detrimento de la salud del animal a largo plazo. En nuestro grupo
de trabajo, se ha estudiado la respuesta del sistema inmune del hospedero ante un inmund6geno peptidico, es decir,

péptidos individuales o en conjunto, derivados de una de las proteinas mas estudiadas del PRRSV, la proteina GP5.

Un primer acercamiento que se realiz6 para conocer como respondia el sistema inmune del cerdo ante una infeccion
natural y la respuesta especifica de los linfocitos T cooperadores, fue el trabajo realizado por (Calderén-Rico et al.,
2023), en el que se demostr6 que dependia del tiempo de infeccion, la carga viral y los agentes patdgenos presentes
en el cerdo, en conjunto estos factores determinan la capacidad para activar mecanismos de defensa antiviral. En
dicho trabajo se demostrd que efectivamente el PRRSV coexiste con otros virus y microorganismos que conforman
el complejo respiratorio porcino. Este antecedente nos facilitd la decision de delimitar que individuos que

efectivamente estaban infectados por el PRRSV, para después demostrar que los anticuerpos presentes en el suero
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de dichos animales naturalmente infectados reconocian a los antigenos peptidicos que se utilizaron para inmunizar
los lechones y asi explorar su potencial inmunogénico por primera vez. Lo anterior, nos permitié sugerir que los
péptidos estudiados presentan una reactividad cruzada y ademas son conservados en comparacion con epitopos

presentes tanto en una vacuna comercial, como en el virus silvestre circulante en la region de Michoacén.

En parrafos anteriores se mencion6 que las vacunas actuales para la prevencion del PRRSV, consisten en virus
inactivos o virus con baja virulencia. Sin embargo, en cada caso estan bien descritas las desventajas técnicas de
cada una de ellas. En comparacion con las vacunas clasicas y las vacunas de un solo epitopo, las vacunas de epitopo
multiple tienen disefios Unicos y cumplen con propiedades muy particulares, tales como: contiene diversos epitopos
seleccionados previamente utilizando bioinformatica, constan de epitopos que son reconocidos por células By/o T,
contienen epitopos de diferentes antigenos virales que pueden ampliar su espectro, asi como incluir informacion
de uno a mas virus especificos; contienen adyuvantes o potenciadores de la respuesta inmune e intrinsecamente
cumplen con la bioseguridad que se requiere porque no son capaces de inducir la enfermedad (Saadi et al, 2017).
En los altimos afios ha cobrado gran relevancia el estudio de una nueva plataforma de vacunas basadas en epitopos
contra los virus SARS-COV-2 (Umintaibatin et al., 2023; Sirohi et al., 2020), Viruela simica o0 Mpox (Tan et al.,

2023), Dengue (Fadaka et. al., 2021) y PRRSV (Liu & Chen 2024).

La pregunta de investigacion que se abordd en este trabajo fue analizar las propiedades inmunogénicas de 4 péptidos
lineales (GP5-B, GP5-B3, GP5-T y GP5-T3), derivados de una de las proteinas virales de PRRSV. Para ello,
estudiamos las propiedades por separado y luego en conjunto. Por un lado, Calderén-Rico et al., 2024, demostré la
eficacia y potencia para inducir una respuesta celular mediada por dos péptidos que contenian epitopos T, lo cual
promovid actividad citolitica en células infectadas por PRRSV. Por otro lado, con los datos presentados en el
capitulo 1 de este trabajo, en el que lechones inmunizados con los péptidos GP5-B o GP5-B3 mostraron una
respuesta humoral sostenida de anticuerpos IgG especificos de péptidos. Ademas, indujeron la activacion de las
células B y su diferenciacion en células B plasmaéticas/formadoras de anticuerpos IgG especificas de péptidos se

obtuvieron datos concretos para el estudio de los cuatro péptidos unidos a una proteina acarreadora. Los resultados
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hasta este punto sugerian que la formulaciéon vacunal multiepitopo tendria la capacidad de inducir la respuesta

inmune humoral y celular en el hospedero.

El paso siguiente consistié en evaluar la respuesta inmune inducida por los péptidos GP5-B, GP5-B3, GP5-T y
GP5-T3 de manera conjunta en un modelo murino (Capitulo 2), tanto en el contexto de la respuesta mediada por
anticuerpos totales (IgG) como la respuesta de células B asociadas a la induccion de anticuerpos. Al evaluar 1gG
total en un curso temporal de 0, 21, 42 y 80 dias se observd que en los grupos de ratones inmunizados con
TetraPepGo, la concentracion de IgGs, alcanzé su nivel més alto a los 42 dpi y que esta respuesta de anticuerpos se
mantuvo hasta el dia 80, lo cual, se puede asociar a la presencia anticuerpos (IgG total) de vida larga. Datos
preliminares que se encuentran en curso mostraron que la respuesta a TetraPepGo en ratones es sostenida. Tal como
lo han reportado otros autores, el siguiente experimento seria establecer un reto viral en lechones y analizar la

proteccidn contra un virus silvestre (Franzoni et al, 2013).

De acuerdo con los datos en la literatura, las caracteristicas de la formulacion de TetraPepGo, sugieren la induccion
de la respuesta inmune del hospedero, tanto humoral como celular, con las ventajas técnicas de seguridad,

inmunogenicidad y posible proteccion contra cepas heterélogas.

23. CONCLUSION

Este estudio mostrd que la formulacién multiepitopica TetraPep-Go pudo inducir la respuesta humoral mediada por
lgGs tanto IgG1 e IgG2 y una respuesta celular mediada por células T CD4+/CD44+ en ratones. TetraPep-Go podria
ser un potencial candidato para el desarrollo de un modelo vacunal efectivo y seguro para la prevencion de

infecciones por PRRSV.

24, PERSPECTIVAS

Los datos obtenidos en el presente trabajo sientan las bases para estudios futuros que realicen las pruebas in vivo de
TetraPep-Go en un modelo de lechones.
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25.1. Anexo | (articulo de divulgacion, autoria como requisito del PIDCB)

Lunes 25 de abril de 2023 I 5

Realidad sobre las vacunas. Su contenido y seguridad

Frandsco Perez-Duran y Rosa Elvira Kufez Anita
Fanuitad de Med|ona Vetemnana y Zootecnia

Resumen

Se han cumplido casi dos siglos de fa muerte def padre de la
vacuncbegia, Edward enner. Su fegado se ha visto afectado cada
waz m4s por grupoes de parsonas, quienes buscan persuvadic de fa
vacunacion. Dichos mewimiantos radicales tienen una dara pos-
‘tura contra las wacunas, las consideran sustancias peligrosas. &r-
gumentan gue dichos bioldgicos pueden desencadenar diversos
efectos adversos, tales como: alerglas severas, al desarrollo de
enfermecad grave e incluso la muerte. &5 importante resaftar
que, pase & su gran benefico, tedo medicamanto, Indluidas las
vacunas, algunas veces, na semore, pueden causar reacclones
adversas en su mayora de leves a moderadas. Por b tanto, |a gu-
sencla de cualquier reaccdn no dessads, no se puece aseguiar
de manera absoluta cuando se adrministra una vacuna o cualguier
otro products sanitario. 5in embargo, este concepclin se exage-
ra con opsiones en redas sociales @ intarnet, lo cval hace dudar
& la poblacidn del gran bensficia de [a vecunacidn, salvar la vida
de las persanas. El objelive de este articulo es informer desde el
canacimiento cientifico, pero en frmines sirmples acerca del con-
tenide de las vacunes, su proceso de elabosacidn y la forma en
gui 58 garantiea su seguridad.

Cesde el padre de la inmunclogia a la actualidad
Edward Jennes e consderado el padre de la inmunologia. Sus
principales logros datan de finales del siglo XV, durante una
tpoca donde las enfermedades provocadas por diversos microar-
ganismos, incheidos bacterias y virus, eran ef comen asocade a
la murerte de moontables individuos v animales. La gran proeza
del medico ||‘|g|é; fue cantralar af "'l.Jl‘m‘l monskren mMudp"‘J &l
cual, matd & miflones de personas en Europa y arrasd con tribus
indigenas en el continente americans. Estamos kablando, por
supuesto, del virus que provoca la viroela, Jenner, observo que
las personas que manipulaban ce manera continga a las vacas,
que presentabian la virdela bovina, no desarrsllaban los cuadros
mortales de la enfermedad. Por o tante, dedugo gues "algo” que
estaba presente en las lesianes en vacas protegla de alguna ma-
nera a los individuos, Asi fue como desarmolld wn método inkd-
to, mediante ef cual transfird de manera segura ¢ agente causal
de la viruela bowina a una persona ¢ comprobe s hipatesis, Exta
practica ya s¢ habéa descrito antes de que Jenner |3 utdizara, Sin
embarge, Jenner demosird de manera sstematica e ineguivoca,
la alta eficiencia de este meétodo para prevenir enfermedades vi-
rales, Este hecho cambio la historia de la medicina para siempre,
al convartirse en la primera vacuna.

A partir del édxito que tuvo Jenner con su vacuna contra b virue-
la, otros grandes cientificos del desarroflo de vacunas, tales como

Lowss Pasteur, obtuvienon grandes avances on otras vaounas que,
por una parte, prevendian el desarrolio de enfermedades causa-
das par microorganismas infeccicsos (patagenas) o gue, porotra
parts, brindaban &l baneficio de reducir o atenuvar los sintomas
cuando se presentaba la enfermedad, Lo que conduje a mejorar
las expectativas en la calidad de vida y salud pdbica.

Tecnologia de las primeras vacunas y de las vacunas actuales
Estas vacunas del pasado, desarrolladas con la tecnologla, méto-
dos ¥ conacimiento de la época, estuvieron basadas en microorn-
ganismas aternuados, es decir, virus o bactenas que fueron destrui-
dos por calor o métadas QuEmacos pata gue permanacieran com-
pletos y activos, pero gue perdsaron capacidad para desarmodiar fa
enfermedad. Este tipo de vecunas se mantuvienrsn en uso durante
muchg tiempo, hasta gue el avance centfico y el dasarmio de
tecnologlss, permitieron el desarrollo de las primeras vacunas que
contienen 5040 algun compomenta de [os microorganismaos.
Actuaimente el avance cientifico en el drea de la biotecnalogia,
Iz medicing y la biologia, han permitico el desarrodlo de vacunas
de nueva generacion, las cuales han logrado superar por mucha
los posibles efectos adversos que pediesen presentarsa con
las vacunas cldsicas. Estas vacunas estdn constituidas de una
peguafiz fraccidn del microorganismo contra el cue se desea
genarar proteccldn a avés de la waounacdn, por elemplo,
de dddos nucleices (ADM y ARN} o de secuencias cortas de
aminoacidos (néptidos v epltoposk. El principal obstouls que
superan e5tos modelos de nueva generacidn con resgecto a
fas wacunas del pasado, es eleninar el posdhle efecto adverso
en el micreorganiemo atenuado pare retomar @ su forma
infeccingg, reducienda g ol desastollo de la enfermedad o lo
pacientes vacunados, Debido a que SsLas vaCUREs ng conbienen
HECrOOFGaniamas i proteinas completas, sqo frecciones de elles
e postetiormente de cumplie s Tuncidn de montar proteccidn

JQuién hace qué en la UNIVERSIDAD? | .
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inmune, san destrusdos por las mismas oblulas del paciente, sin
que alla supanga una alteracion o madificacidn de su-material
genetico. Las nuevas vacunas también superan of problema de las
reacciones alérgicas. Esto, debido a gue pueden ser totalmente
sinteticas y generadas en condiciones totalmente estériles, libres
do particulas contaminantes, de tal manera que se evita of usa de
consarvadores an su farmulacidn

Lo gue hay detras del desarrallo de las vacunas

El avance tecnoldgico en les ditimas décades ha sido tal, que
armalmente hay conocimiente constante en el ambite del desa-
rrodlo de componentesvacunales. Conocimiento que parmite a los
cientfices tomar decsones fundamentadas pare la elabosacon
de wacunas con mayor eficaca v sequridad, Tales componentes,
tanto por separedo, comao en la formulackdn de lz vecuna, deben
SUPETaT UNa rigurcsa evaluacdn por parte de la comunidad clen-
tifica. Para ello, |z infarmadidn de las vacunas se pubiica en revis-
tas dentficas con arbitraje estricte, donde se puade consuitar la
informacdn tedrica y practica que sustenta y valida I3 eficiencia
¥ sequridad de los medeios vacunales. Posteriormente, sl el pro-
ducto biokdgoo pretende ser comencializado como una vacuna,
dste debar ser sametito a evaluacidn per parte de organizaciones
exnecializedas en el drea de la salud humana de cada pals, don-
e se pretends licenciar la vacuna, Por éjemplo, por la FOA (Food
and drug admimstration, por s significads en inglés) en Estados
Unidos o por la Cormisstn Federal para la proteccion de resgos sa-
nltarios (COFEPRIS) an Méxlos, Esto implica someter la vacune a
priebas clinicas muy rgurosas en las que cada crgenizacion tie-
e protocolos y estéedares para la validacion y aprobacidn de las
wacunas, Los protocolos de estas onganizeciones son semilares en
tado el mendo y san basados en recomendaciones de organiza-
cigees internacionalas camo L Cln;uniz.ur_rén Mundial de le Salud
[CMS), entre otrag,

Las vacunas contra COVID-1g

Lt vacunas que se desarsollaran para combatir la problemat-
ca mundial de Covid-2g, pertenecen principalmente a vacunas
da nueva generacidn, como las vacunas de ARN, vacunas de su-
bunidades y las vacunas de wectores virales, Si bien, estas vacy-

' | Awien hace gud en la UNIVERSIDAD?

s fueron desarmollscas v aprobadas para s use enun lapsa de
tiemipn muy cortn en comparacian con ofras vacuniss, Es may im-
portante resaltar que todas las vacunas coentan con o5 estudios
de calidad v seguridad agropiados para garantizar sy eficiencia al
prateger de |a enfermadad causada por el virus SARS-Cov-z.

La sequridad en las vacunas e5 la mayor priovidad on el desa-
rrolle de estas v por ello, s vacunas cantra COVID-1g han sido
somatidas a rigurosas normas de seguridad para pader aprobar
su uso en la poblacion. A la fecha, miflanes de personas en todo
al mundo han recibido alguna de las destintas vacunas que se Co-
marcializan sin que se hayan reportada efectos secundarios a lar
o plazo.

[resde la apancién de la primera vacuna contra covid-1g an
2023, tedavia continda el monitoren de las vacunas para garanti-
Zar gue sean seguras y efectivas & largo plazo.

La vatunacidn se ha consalidada como uno de los grandes hites
de la medicing ya gue, gracias a esta practica, se ha mejoradao la
calidad de vide de los seres humanos y animales. Perg lomas im-
portante es que la apScacion de vacunas ha salvado millones de
widas, Par lo tanto, entender gue & deserralle de vacunas e un
proceso metodico v muy rigurass, que busca la generacion de
productos bioldgicos sequros ¢ eficaces capaces de prevenir la
snfermedad yio eviter la muerts, permitird scabar con el temor
infundide mculcado en la poblacion hacia Las vacunas,
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Los algoritmos de nuestro sistema analizan un documento en profundidad para
buscar inconsistencias que permitirian distinguirlo de una entrega normal. Si
advertimos algo extrafio, lo marcamos como una alerta para que pueda revisarlo.

Una marca de alerta no es necesariamente un indicador de problemas. Sin embargo,
recomendamos que preste atencién y la revise.
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Formato de Declaracion de Originalidad
¥ Uso de Inteligencia Artificial

Coordinacign Gensral de Estudios de Posgrado -
Univerasidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

EIASHN

A quian cormesponda,
Par este medio, quien abajo firma, bajo protesta de decir verdad, declara Io siguiente:

= {ue presenta para revision de criginalidad el manuscrito cuyos detalles se especifican abajo.

Que todas las fuentes consultadas para la elaboracion del manuscrite estan debdamenie
identificadas dentro del cuerpo del texto, & incluidas en Iz lista de referencias.

e« Que, en caso de haber usade un sistema de inteligencia artificial, en cuakguier stapa del desarrolio
da sU trabajo, lo ha especificado en la tabla que se encuenira en este documento.

« Cue conoce la normativa de la Universidad Michcacana de San Nicolas de Hidalgo, en particular
los Incisos IX y Xi1 det articuto 85, y los articulos 86 y 101 del Estatuto Universitario de la UMSNH,
ademas del transitoric tercero del Reglamento General para los Estudios de Posgrado de la
UMSNH,

Datos del manuscrito que se presenta a revision
Programa T i i
s " Doctorado en Ciencias Bioldgicas
T“.H]G dﬂ'l INVESTHRALACM Dk LINA FORMULACKIN VACURAL MULTIEF TOPICA PARA L PREVERCHIMN DE! SINDROME REFRODUCTIW
‘I:I‘ilhajn W RESPIRATORIC PORCING
Nombre CorTeo slectrénico
Autoties | oo ncisco Perez Duran 08187 13g@umich.mx
Director | Roga Elvira Nufez Anita rosa.anita@umich.mx
Codirector | ,..ondro Brave Patifio alejandro.bravo@umich.mx
Coordinador . . . .
del programa Omar Chassin Noria ochassin@umisch.mx
Uso de Inteligencia Artificial
Rubro . | ueo sitno) | o Mﬁmiﬁn
Asistencia en la 'Wﬂn No No aplica




Formato de Declaraciéon de Originalidad
y Uso de Inteligencia Artificial

Coordinacion General de Estudios de Posgrado -
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

Uso de Inteligencia Artificial

Rubro Uso (si/no) Descripcion
Traduccion al espaiiol No No aplica
Traduccion a otra lengua No No aplica
Revision y correccion de estilo | No aplica
Analisis de datos No No aplica
Busqueda y organizacion de _
informacion No No aplica
Formateo de las referencias :
bibliograficas No No aplica
Generacion de contenido ;
multimedia No No aplica
Otro No No aplica
Datos del solicitante

Francisco Perez Duran
Nombre y firma

Morelia Michoacan Meéxico a 23 de octubre 2024
Lugar y fecha
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