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1. LISTA DE ABREVIATURAS 
 

Ab-Anticuerpo 

Ag- Antígeno 

ARN- Ácido ribonucleico 

BSA- Albúmina de suero bovino 

CD- Clúster de diferenciación 

dpi-Días posteriores a la inmunización 

ELISA- Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas 

GP- Glicoproteína 

h- Hora 

IgG- Inmunoglobulina G 

NSP- Proteína no estructural 

ORF- Marco de lectura abierta 

PRRS-Síndrome reproductivo y respiratorio porcino 

PRRSV- Virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino  
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2. RESUMEN 
 

El síndrome 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 más agresivos que los brotes originales. 

El agente causal es el virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), el cual se trasmite 

rápidamente por contacto directo y a través de fluidos corporales de cerdos infectados a cerdos sanos. El método 

común para disminuir la trasmisión de PRRSV es a través de la vacunación.  Sin embargo, las vacunas comerciales 

que se administran actualmente no son capaces de brindar una protección 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 reversión de la 

virulencia del virus vacunal. También, las vacunas de virus inactivo KV, las cuales presentan una débil estimulación 

de la respuesta una respuesta inmune del hospedero.  

El objetivo de este trabajo fue analizar la inducción de la respuesta inmune humoral y celular contra péptidos 

sintéticos derivados de la secuencia peptídica de la Glicoproteína GP5 del virus PRRSV, en modelos in vivo. La 

proteína GP5 ha sido ampliamente estudiada como un buen candidato para el desarrollo de vacunas ya que presenta 

diversos epítopos B y T, los cuales participan en la respuesta inmune protectora en porcinos. Sin embargo, no se 

había estudiado la participación de cada uno de los principales epítopos de dicha proteína en el contexto de la 

inmunogenicidad. Se utilizaron dos modelos in vivo: lechones y ratones. Así mismo, se utilizaron dos péptidos que 

poseen epítopos B, denominados GP5-B o 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 formulación multiepitópica denominada TetraPep-Go, la cual contenía los péptidos antes 

descritos, además de dos péptidos que contienen epítopos T. Los datos mostraron en ambos casos que, los animales 

no presentaron reacciones adversas a la vacunación en ninguno de los dos esquemas de inmunización. Por un lado, 
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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), más aún, confirmaron la respuesta celular mediada por anticuerpos de tipo neutralizante y la participación de 

Linfocitos T y B. Considerando los datos en conjunto, se propone que el inmunógeno TetraPep-Go conformado por 

cuatro péptidos derivados de la proteína GP5, indujo una respuesta inmune sostenida, reconocida por cepas 

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

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

 

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 
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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. INTRODUCCIÓN 

4.1.  Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) 
 

El síndrome 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 genómica y antigenicidad 

(López-Heydeck et al, 2015). Esta diversidad genética y antigénica es uno de los principales desafíos para el 

desarrollo de estrategias de control efectivas. El PRRSV se caracteriza por su alta tasa de mutación y recombinación, 

lo que le permite evadir la respuesta inmune del hospedero y adaptarse a nuevos entornos. Además, el virus tiene la 

capacidad de persistir en los animales infectados, lo que contribuye a la diseminación y el mantenimiento de la 

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

4.2.  Distribución geográfica y prevalencia del PRRSV 
 

El PRRSV se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, siendo endémico en muchas regiones productoras 

de cerdos. La prevalencia de la enfermedad varía considerablemente entre países y regiones, dependiendo de 

factores como la densidad de población porcina, las prácticas de bioseguridad implementadas y los programas de 

control y erradicación establecidos (Ko et al, 2015). En algunas áreas, la infección por el PRRSV se ha vuelto 

endémica, con brotes recurrentes que afectan a las granjas porcinas. Esto ha dificultado los esfuerzos para lograr la 

erradicación de la enfermedad a nivel regional o nacional. La vigilancia epidemiológica y el monitoreo continuo de 

la circulación del virus son fundamentales para comprender la dinámica de transmisión y tomar medidas de control 

apropiadas (Pileri & Matieu, 2016). 

4.3 Factores de riesgo asociados a la transmisión del PRRS 
 

La transmisión del PRRS puede ocurrir por diversas vías, incluyendo el contacto directo entre animales, la 

exposición a partículas virales suspendidas en el aire o en secreciones nasales, la contaminación de vehículos, 

personas y fómites, así como la introducción de animales infectados en las granjas (Lunney et al, 2016). Factores 

como la alta densidad de población porcina, las deficiencias en las prácticas 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 transmisión y propagación del virus del PRRS (Angulo et al, 2023). Comprender y mitigar estos factores 

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

5. Impacto económico 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 económicas en la producción 

porcina a nivel mundial. Las pérdidas económicas atribuibles al PRRS se deben principalmente a la disminución 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 vacunación (Holtkamp et al, 

2013). Se estima que el PRRS genera pérdidas anuales de miles de millones de dólares para la industria porcina a 

nivel global. Además 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 producción porcina (Montaner-

Tarbes et al, 2019). 

5.2 Desafíos en el control y la erradicación del PRRS 
 

El control y la erradicación del PRRS han sido un desafío considerable para la industria porcina debido a la 

complejidad de la enfermedad, la diversidad genética y antigénica del virus, la persistencia de la infección en los 

animales y la falta de vacunas completamente eficaces (Pileri & Mateu, 2016). Los esfuerzos de control se han 

centrado en la implementación de medidas de bioseguridad, programas de monitoreo y vacunación, pero aún se 

requieren mayores avances en el desarrollo de soluciones más efectivas (Angulo et al, 2023). La falta de una 

respuesta inmunitaria eficiente, la incapacidad de las vacunas actuales para prevenir la infección y la transmisión, 

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 búsqueda de nuevas estrategias vacunales y enfoques 

complementarios de control integral de la enfermedad son fundamentales para lograr un mejor manejo y, 

eventualmente, la erradicación del PRRS. 
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6. Estrategias de prevención 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 prevención y el control de la enfermedad (Yang et al, 2020, Gutierrez et al, 2012). Uno de los 

principales desafíos de las vacunas clásicas es su capacidad limitada para conferir una protección cruzada entre 

diferentes cepas del virus del PRRS. Debido a la elevada diversidad genética y antigénica del PRRSV, las vacunas 

basadas en cepas específicas a menudo no logran una protección eficaz frente a la amplia gama de variantes virales 

que circulan en el campo (Yu et al, 2015). Además, las vacunas de virus vivo modificado plantean preocupaciones 

en cuanto a su seguridad, ya que pueden revertir a formas más virulentas o recombinarse con cepas de campo, dando 

lugar a brotes infecciosos que son más 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 duración, lo que 

limita su efectividad a largo plazo (Charerntantanakul, 2012). Estas limitaciones han impulsado la búsqueda de 

nuevas estrategias vacunales más 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 más efectivas contra el PRRS (Rose & Andraud, 2017). Esto incluye el uso de plataformas de expresión 

de antígenos alternativos, como sistemas bacterianos, virales o de células eucariotas, que permiten la producción de 

antígenos recombinantes con características mejoradas en términos de inmunogenicidad y eficacia (Tan et al., 

2017). Además, se han investigado estrategias de formulación vacunal multiepitópica, en las que se seleccionan y 

combinan múltiples epítopos conservados y relevantes inmunológicamente, con el objetivo de inducir una respuesta 

inmunitaria más amplia y eficaz (Nan et al, 2017). Estos enfoques buscan superar las limitaciones de las vacunas 

basadas en cepas específicas, al dirigir la respuesta inmune a determinantes antigénicos críticos para la protección 
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contra una mayor diversidad de variantes del PRRSV. Asimismo, la incorporación de adyuvantes mejorados y el 

desarrollo de sistemas de liberación control (Charerntantanakul 2020). 

7.  Enfoques multiepitópicos en el diseño de vacunas  

7.1. formulación vacunal multiepitópica  
 

Las vacunas multiepitópicas se basan en la selección y combinación de múltiples epítopos altamente conservados 

y relevantes inmunológicamente, es decir, epítopos conservados entre cepas y genotipos, además que sean altamente 

inmunogénicos, en uno o varios antígenos del patógeno de interés (Zhang et al, 2018). Este enfoque busca inducir 

una respuesta inmunitaria más amplia y efectiva, superando las limitaciones de las vacunas basadas en cepas 

específicas. Al centrarse en epítopos conservados entre diferentes variantes del virus, las vacunas multiepitópicas 

tienen el potencial de generar una mayor cobertura antigénica y protección 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 desafío significativo para el desarrollo de vacunas eficaces (Gao et al, 2022). 

7.2 Ventajas de las vacunas multiepitópicas frente a vacunas convencionales  
 

Las vacunas multiepitópicas ofrecen diversas ventajas potenciales en comparación con las vacunas convencionales. 

En primer lugar, al incorporar múltiples epítopos inmunogénicos, estas vacunas pueden inducir respuestas 

inmunitarias más amplias y robustas, lo que se traduce en una mayor capacidad de generar protección cruzada frente 

a diversas variantes del patógeno (Zhang, 2018). Además, al dirigirse a determinantes antigénicos conservados, las 

vacunas multiepitópicas pueden ser menos susceptibles a la variabilidad genética y antigénica del PRRSV, lo que 

les confiere una mayor durabilidad y estabilidad de la protección (Gao et al, 2022). Esto es especialmente relevante 

en el contexto del PRRSV, donde la evolución constante del virus dificulta el desarrollo de vacunas efectivas a largo 

plazo. Asimismo, las vacunas multiepitópicas pueden ser más flexibles en términos de su diseño y composición, lo 

que permite su adaptación 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. Tecnologías emergentes en el desarrollo de vacunas 

8.1. Sistemas de expresión en células procariotas y eucariotas  
 

En el desarrollo de vacunas contra el PRRS, se han explorado diversas plataformas de expresión de antígenos, tanto 

en sistemas procariotas como eucariotas. Los sistemas procariotas, como las bacterias Escherichia coli, ofrecen 

ventajas en términos de una producción rápida y económica de proteínas recombinantes (Zhang et al, 2015). Sin 

embargo, estas plataformas pueden presentar limitaciones en cuanto al plegamiento y las modificaciones 

postraduccionales de los antígenos de tipo proteico, lo que puede afectar su inmunogenicidad y estabilidad. Por otro 

lado, los sistemas eucariotas, como las células de mamífero, de insecto o de levadura, permiten una mejor 

reproducción de las características estructurales y funcionales de los antígenos virales, lo que puede mejorar su 

reconocimiento y presentación al sistema inmunitario (Roques et al, 2013). Estos sistemas eucariotas requieren 

mayores inversiones en infraestructura y recursos, pero ofrecen un mejor entorno para la expresión de proteínas 

complejas, como aquellas derivadas del PRRSV. 

8.2. Vectores virales y vacunas de ADN 
 

Además de las plataformas de expresión tradicionales, se han explorado enfoques alternativos basados en vectores 

virales y vacunas de ADN para la entrega de antígenos del PRRS (Chase- Topping et al, 2020). Los vectores virales, 

como los adenovirus, pueden utilizarse para transportar y expresar los antígenos del PRRSV en las células del 

hospedero, lo que puede inducir una respuesta inmunitaria más completa (Jiang et al, 2007). Por otro lado, las 

vacunas de ADN consisten en la entrega directa de genes codificantes para los antígenos, lo que permite que las 

células del hospedero expresen y presenten estos antígenos al sistema inmunitario (Du et al, 2017). Estos enfoques 

basados en vectores y vacunas de ADN tienen la ventaja de imitar más fielmente la presentación natural de los 

antígenos, lo que puede resultar en una mayor eficacia en la inducción de respuestas inmunitarias celulares y 

humorales. 

9. Adyuvantes y sistemas de liberación de antígenos 

9.1.  Tipos de adyuvantes y sus mecanismos de acción  
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Los adyuvantes desempeñan un papel crucial en las formulaciones vacunales, al mejorar la inmunogenicidad y la 

eficacia de los antígenos (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 

generación (Bakoyannakis et al, 1992). Cada uno de estos adyuvantes tiene mecanismos específicos de acción para 

potenciar la respuesta inmunitaria, ya sea mediante la estimulación de las células presentadoras de antígenos, la 

activación de vías inmunitarias innatas, la formación de depósitos de antígenos o la mejora de la respuesta humoral 

y celular (Charertantanakul, 2020; Pascale et al, 2015). La selección y la combinación adecuada de adyuvantes 

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

9.2. Estrategias de formulación y administración de vacunas  
 

Además de la selección de adyuvantes, la formulación y la vía de administración de las vacunas también son factores 

clave para mejorar la inmunogenicidad y la protección conferida. Se han explorado enfoques como la encapsulación 

de antígenos en sistemas de liberación controlada, la utilización de nanopartículas o micropartículas, y la 

administración por diferentes vías, como la subcutánea, intramuscular e intranasal. Estos sistemas de formulación 

y entrega de las vacunas pueden permitir una liberación sostenida de los antígenos, una mejor presentación al 

sistema inmunitario y la estimulación de respuestas inmunitarias más efectivas en las vías de infección de virus 

(Charertantanakul, 2012). 

 

10. Evaluación de vacunas contra virus 

10.1.  Modelos animales para la evaluación de vacunas  
 

Características y selección de modelos relevantes: La evaluación preclínica 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 progresión de la enfermedad similar a la observada 

en la infección natural (Choi et al¸2021). Otros modelos animales, como los ratones o los hámsteres, también se 
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han utilizado en estudios preliminares (Perez-Durán, 2020; Zamora-Avilés, 2022), pero tienen limitaciones en 

cuanto a la reproducción de la enfermedad y los parámetros de protección relevantes para el PRRSV. La selección 

de un modelo animal apropiado, con características como la susceptibilidad a diferentes cepas virales, la 

reproducción de los signos clínicos y la posibilidad de evaluar parámetros inmunológicos y de protección, es 

fundamental para la evaluación preclínica de las vacunas candidatas.  

10.2.  Parámetros de eficacia y seguridad en estudios preclínicos 
 

En los estudios preclínicos con modelos animales, se evalúan diversos parámetros 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 desafío, la disminución de los signos 

clínicos y lesiones patológicas, la mejora en los parámetros reproductivos y de crecimiento, y la evaluación de la 

respuesta inmunitaria humoral y celular inducida por las vacunas (Duerlinger et al, 2022). Además, se analizan 

aspectos de seguridad, como la ausencia de efectos adversos, la estabilidad de las formulaciones y la posibilidad de 

revertir a formas más virulentas del virus. Estos datos preclínicos son fundamentales para seleccionar los candidatos 

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

 

11. JUSTIFICACIÓN 
 

El virus del PRSS es la enfermedad de mayor impacto económico en la industria porcícola a nivel mundial. Además, 

representa una preocupación debido a los patógenos emergentes zoonóticos por consumo de carne contaminada. 

Las vacunas existentes contra PRRSV no son capaces de brindar protección contra cepas circulantes. Además, el 

virus vacunal puede retornar a un estado patógeno que ocasiona brotes agresivos.  

GP5 es la proteína más antigénica del virus, sin embargo, su aplicación como modelo vacunal, ha presentado 

toxicidad en modelos animales. 

Identificar epítopos en la proteína GP5 capaces activar linfocitos B secretores de anticuerpos neutralizantes y 

epítopos capaces de inducir una respuesta mediada por linfocitos T, nos permitirá tomar decisiones racionales para 
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la formulación de un candidato vacunal multiepitópico que pueda montar una respuesta inmune fuerte y sostenida 

capaz de proteger contra reinfecciones por cepas circulantes. 

 

12. HIPÓTESIS 
 

Péptidos sintéticos derivados de la proteína GP5 integrados en una formulación multiepitópica, inducirán una 

respuesta inmune mediada por anticuerpos y por linfocitos B. 

 

13. OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar la respuesta inmune antiviral inducida por una formulación vacunal multiepitópica contra el virus que 

produce el Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. 

 

14. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• 1.- Evaluar in vivo la inducción de la respuesta humoral media por IgGs en respuesta los péptidos GP5-B y 

GP5-B3. 

• 2.-Evaluar in vivo la inducción de la respuesta humoral mediada por linfocitos B en respuesta a los péptidos 

GP5-B y GP5-B3. 

• 3.-Evaluar in vivo la respuesta inmune inducida por la formulación multiepitópica. 

 

15. RESULTADOS 

16. Capítulo 1  
 

Los datos presentados en el capítulo 1 corresponden a los objetivos 1 y 2 de este trabajo de tesis. Los resultados de 

ambos objetivos fueron publicados en la revista Vaccines, el título del artículo 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 señalaron que los péptidos sintéticos derivados la proteína GP5 del 

PRRSV y que además contenían epítopos B, son inmunogénicos y son suficientes para inducir una respuesta inmune 

mediada por citocinas, anticuerpos y diferenciación de células B en los lechones inmunizados. En este capítulo, se 

muestra la evidencia experimental que señala como la inmunización con los péptidos GP5-B o GP5-B3 inducen una 

respuesta de citocinas proinflamatorias, las cuales están asociadas a la inmunidad celular innata y adaptativa. 

Además, GP5-B y GP5-B3 indujeron una respuesta humoral mediada por anticuerpos específicos anti-péptido, la 

cual se indujo significativamente a los 21 días después de la inmunización y se mantuvo hasta los 42 días. También, 

ambos péptidos tienen la capacidad de inducir la diferenciación de células B, como se pudo observar en su 

seguimiento desde células B naïve (CD2+/CD21+), células entrenadas (CD2-/CD21+) hasta células plasmáticas 

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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17. CAPÍTULO 2 
 

Los datos presentados en el capítulo 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 

investigación, una vez que se concluyan los experimentos enfocados en la contraparte de la respuesta celular que 

no se contempló para este trabajo de tesis, se podrá obtener un manuscrito original que permita hacer una 

contribución en el área de vacunas para porcinos contra el virus PRRSV.    

En el capítulo uno, se expuso evidencia que muestra que la inmunización 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 maduración de las subpoblaciones de células B durante el desarrollo de la respuesta humoral, así como 

la aparición de anticuerpos específicos. En el presente capítulo, se consideraron los datos publicados por Calderón-

Rico et al, 2023, en los cuales se demostró que dos péptidos derivados de la proteína GP5, los cuales contenían 

epítopos 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 investigación. La propuesta de este trabajo 

consiste en elucidar las cualidades de un candidato a vacuna denominado TetraPep-Go, que consistió en cuatro 

péptidos acoplados a una proteína acarreadora BSA, dos de los cuales correspondían a epítopos B y dos a epítopos 

T, adicionada de los adyuvantes, hidróxido de aluminio (Alhydrogel® 2%) y adyuvante basado en oligonucleótidos 

(ODN 1018 VacciGrade). El objetivo fue, establecer una formulación multiepitópica basada en péptidos que 

corresponden a epítopos inmunodominantes de la proteína GP5, así como evaluar la respuesta inmune antiviral 

protectora ante PRRSV, usando adyuvantes capaces de potenciar la respuesta mediada por IgGs y la respuesta de 

células T, tanto cooperadoras como citotóxicas. De manera que, la formulación sea capaz de inducir una respuesta 

inmune adaptativa completa. Por tanto, en este trabajo se analizó la respuesta inmune humoral y celular en un 

modelo de ratón, mediante la inmunización subcutánea de TetraPep-Go. 
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18. Justificación 
 

La vacunación es el mejor método para prevenir infecciones virales, sin embargo, las vacunas que se comercializan 

contra PRRSV son vacunas clásicas, las cuales contienen el virus atenuado o virus inactivado completo. Dichas 

vacunas presentan baja protección, también, se asocian a la aparición de brotes severos debido al retorno del virus 

vacunal a un estado de patógeno (Du et al., 2017). Por lo anterior, es necesaria la investigación en antígenos 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 protección contra 

virus circulantes, o dichos modelos vacunales se encuentran en fase de experimentación (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 experimentación fueron descritos anteriormente por (Perez-Durán, 2024) 

y Calderón-Rico, 2023). Los péptidos fueron resuspendidos en Dimethyl sulfoxide (DMSO) a una concentración 

de 4µg/µl 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 alimentación 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-ZOO1999, fueron sometidos a aprobación por el Comité local 

de Cuidado de los animales de experimentación de la FMVZ. Todos los procedimientos de inyección se realizaron 

con ayuda de un dispositivo de inmovilización y sin anestesia. 
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21 ratones se separaron en 3 grupos de manera aleatoria: i) Control, el cual sirvió como control negativo sin 

inmunizar, ii) vehículo, que consistió en la inmunización con una proteína acarreadora BSA más dos adyuvantes, 

iii) grupo TetraPep-Go, que consistió de los 4 péptidos acoplados a BSA más los dos adyuvantes del grupo vehículo. 

Los ratones fueron inmunizados por vía subcutánea, control, vehículo o TetraPep-Go, las cuales contenían en cada 

grupo, adyuvante alhydrogel (AlOH 2%), adyuvante ODN 1018 (Invivogen) y la proteína acarreadora maleimida-

BSA acoplada a la mezcla de los cuatro péptidos (Tetrapep-GO). En el caso de la formulación vehículo, esta 

consistió de adyuvante alhydrogel (AlOH 2%), adyuvante ODN 1018 y la proteína acarreadora BSA maleimide. 

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

19.2. Inmunización y obtención de muestras 
 

Las inmunizaciones se realizaron por vía subcutánea, por un lado, un volumen de 197 µl para cada animal, en el 

caso del grupo control BSA, de la mezcla total fueron: 32 µl de DMSO (vehículo), 64 µl maleimida [1 mg/ml] 

(imject Maleide Activated BSA, de Thermofisher) conjugado según especificaciones del fabricante, 96 µl de 

adyuvante aluminum hydroxide (Alhydrogel® 2%) y 5 µl de adyuvante ODN 1018. Por otro lado, un volumen de 

197 µl para cada animal, en el caso del grupo experimental, de la mezcla total fueron: 32 µg de cada péptido 

[4µg/µL], 64 µl de maleimida [1 mg/ml] (imject Maleide Activated BSA, de Thermofisher) conjugado según 

especificaciones del fabricante y 96 µl de adyuvante aluminum hydroxide (Alhydrogel® 2%) y 5 µl de adyuvante 

ODN 1018 (Tabla 1). Posteriormente se realizó el seguimiento de los ratones a través del tiempo, con periódicas 

tomas de muestra sanguínea a los 0, 21, 42 y 80 días post-inmunización dpi. Los ratones se sacrificaron por 

decapitación al día 80 y la sangre se recogió 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 volúmenes y concentraciones de los componentes de 

cada formulación 

 

 

 

 

 

Las muestras sanguíneas fueron obtenidas de los ratones antes de inmunizar a través de punción de la vena lateral 

de la cola, la punción se realizó con agujas de 0.80 mm de diámetro, los ratones fueron sujetados en un dispositivo 

de inmovilización. La sangre completa se recolectó 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 ultracongelación a -80 °C. 

Grupo (N=7) 

Formulation 
 

Carrier 

Maleimide 

BSA        

(µg/µL) 

Adjuvante 

ODN 1018 

Adjuvante 

aluminum 

hydroxide                 

(µL) 

GP5-B 

peptide 

(4µg/µL) 

GP5-B3 

peptide 

(4µg/µL) 

Péptido 

GP5-T 

(4µg/µL) 

Péptido 

GP5-T3 

(4µg/µL) 

DMSO 

(µL) 

Volumen total 

formulación (µL) 

(µL) 

Control                   

Vehículo 64 5 96         32 197 

TetraPep 64 5 96 8 8 8 8   197 
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Figura 1. Diseño experimental. A) representación esquemática del diseño experimental, donde los ratone fueron inmunizados con las 

formulaciones vehículo o TetraPep-GO y las muestras de suero y sangre fueron colectadas. B) Línea del tiempo de los experimentos donde 

se muestra la inmunización al día 0 y refuerzo al día 21, así como los muestreos de suero a los días 0,21 42 y 80. Además el sacrificio al día 

80, así como la muestra de sangre total. 

 

19.3. Detección de anticuerpos IgG 
 

El análisis de anticuerpos se realizó acorde a los procedimientos de Pérez-Durán et al. (2024). Sin embargo, en esta 

parte del estudio, se realizó la detección de IgG1 e IgG2. Los resultados se muestras en concentración en [ng/ml]. 

19.4. Obtención de células blancas en sangre total 
 

Inmunización

Inmunización

Control sin 
inmunizar

BSA + 
Péptidos + 
adyuvantes
(TetraPep-Go)

BSA + 
adyuvantes 
(Vehículo)

Suero

Llegad

a

-7 días 0 días 21 dpi 80 dpi

SacrificioAdaptación

B

A
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Al finalizar el periodo de inmunización de los grupos control y experimentales, los ratones fueron sacrificados por 

decapitación y se recuperó la sangre periférica total (aproximadamente 600 µl por ratón), la cual fue mezclada con 

6 ml de buffer de lisis de células rojas 1x (Miltenyi Biotec 10x, núm. Cat: 130-094-183), se mezcló por inversión 

durante 10 minutos, posteriormente se centrifugó a 2,000 RPM durante 6 minutos y se decantó el sobrenadante, se 

resuspendió el pellet en el volumen residual y se realizó un lavado con 2 ml de PBS 1x. Finalmente las muestras se 

centrifugaran a 2,000 RPM por 6 minutos y se desechó el sobrenadante para resuspender las muestras en PBS 1x 

para su posterior análisis por citometría de flujo.  

19.5. Diseño de paneles para inmunotipificación de células T 
 

Se realizaron pruebas de marcaje con los anticuerpos anti-CD3 PerCp/Cy5.5 (145.2C11, Biolegend,), anti-CD4 

Alexa Flúor 405 (RM4.5, ThermoFisher Scientific) y anti-CD44 PE (IM7, ThermoFisher Scientific) para diseñar 

los paneles de tipificación de células T activas de memoria (Figura 2). Para lo cual, primeramente usando los 

parámetros de tamaño y complejidad (FSC-A y SSC-A respectivamente) se delimitaron los linfocitos (Figura 2A), 

a partir de la población de linfocitos, en la figura 2B se seleccionaron las células individuales o singlets mediante 

los parámetros de tamaño (FSC-A y FSC-H), a partir de los singlets, se realizó un análisis de dobles positivos en el 

cual se analizaron el canal BL3-A (CD3-PerCp/Cy5.5) contra VL1-A (Alexa Flúor 405) para la detección de 

linfocitos T cooperadores CD3+/CD4+ (Figura 2C). Finalmente, a partir de los CD3+/CD4+ se evaluó la expresión 

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 análisis de linfocitos T. La respuesta inmune T dependiente fue inducida en ratones inmunizados con TetraPep-GO. Las 

células fueron recuperadas al día 80. Los marcadores usados fueron anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD44. A) delimitación de la población general 

de linfocitos. B) Selección de células individuales o singlets. C) análisis de dobles positivos en panel de cuadrantes donde la población de 

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

en función de la expresión y sobreexpresión 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. Diseño de paneles para inmunotipificación de células B 
 

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

CD19-PE (1D3, ThermoFisher Scientific) para diseñar los paneles de tipificación de células B activas de memoria 
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(Figura 3). Para lo cual, primeramente, usando los parámetros de tamaño (FSC-H y FSC-A) se delimitaron las 

células individuales o singlets (Figura 3A), a partir de singlets, en la figura 3B, se seleccionó la población de 

linfocitos mediante los parámetros de complejidad y tamaño (FSC-H y SS-H respectivamente), tras la delimitación 

de los linfocitos, en la figura 3C se realizó un análisis de dobles positivos para evaluar las poblaciones de linfocitos 

B, comparando BL2-A (PE) contra VL1-A (Alexa Flúor 450). Donde, el panel de cuadrantes identifica la población 

general de linfocitos B CD19+ (Q3) y la población de linfocitos B activos de memoria CD19+/CD80+ (Q2). Los 

resultados se muestran en porcentaje de células B. 

 

Figura 3. Panel de análisis de linfocitos B. La respuesta inmune humoral fue inducida en ratones inmunizados con TetraPep-Go. Las células 

fueron recuperadas al día 80. Los marcadores usados fueron anti-CD19 y anti-CD80. A) Selección de células individuales o singlets. B) 

delimitación de la población general de linfocitos. C) análisis de dobles positivos en panel de cuadrantes donde la población 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. Análisis estadístico 
 

La presentación de gráficos y el análisis estadístico fueron desarrollados en el software GraphPad Prism IX. Los 

resultados presentan el promedio de tres mediciones diferentes de cada animal y se expresan con media ± S.E.M. 

El análisis estadístico se realizó mediante análisis de varianza de una vía (ANOVA), prueba de Tukey. Niveles de 
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significancia p<0.05fue considerado estadísticamente significativo. Para el análisis de los datos de citometría de 

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

20. RESULTADOS 

20.1. Seguimiento al peso corporal 
 

Durante todo el proceso de experimentación se realizó la observación clínica en los ratones. No se observó daño a 

tejido en el sitio de inyección 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 día 0 hasta el día 80 dpi. El peso en gramos 

se graficó a los 0, 21, 42 y 80 días (Figura 4). Los resultados muestran una ganancia de peso en los dos grupos 

inmunizados con el vehículo y la formulación 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 duración 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 líneas de color y los intervalos intercuartílicos con barras de error. Para 

evaluar la significación estadística se empleó un ANOVA de dos vías seguido de la prueba post hoc de Tukey. para evaluar la significación 

estadística. El análisis no reveló diferencias significativas de peso entre los grupos. 
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20.2. Detección de anticuerpos IgG 
 

A los 0 días se observan los títulos de IgG1 en concentraciones sin diferencia significativa, es decir, a niveles basales 

(Figura 5A), donde se realizó la primera inmunización en los grupos vehículo y TetraPep. Tras la primera 

inmunización, se realizó la evaluación de IgG1 a los 21 días (figura 5B) en la cual se observó un incremento en los 

títulos de IgG1 en el caso del grupo vehículo y TetraPep. Sin embargo, estos incrementos no presentaron diferencia 

significativa con respecto al grupo control. Por otra parte, a los 21 días se realizó la inmunización secundaria que 

fue evaluada hasta el día 42 (Figura 5D) donde se presentó un incremento significativo de IgG1 en el grupo vehículo 

con respecto al grupo control, además, el grupo TetraPep también presentó un incremento significativo con respecto 

al grupo vehículo y con respecto al grupo control. Finalmente, se realizó la última evaluación de los ratones al día 

80 (Figura 5D) en donde se demostró que la respuesta de IgG1 aun presentó un incremento estadísticamente 

significativo con respecto a los dos grupos control y vehículo. 

  

 

Figura 5. Respuesta humoral mediada por anticuerpos IgG1 inducida por inmunización en ratones. Los ratones fueron inmunizados por vía 

subcutánea con una formulación de péptidos acoplados a un acarreador BSA en grupo TetraPep + adyuvante alhydrogel® (AlOH 2%) y ODN 

1018. Se tomaron muestras de los animales e inmunizados dos veces a intervalos de 21 días. La concentración de IgG1 se evaluó a los 0, 21, 

42 y 80 días dpi mediante ensayo ELISA. A) 0 días ns= no significativo. B). 21 días dpi ns= no significativo. C) 42 días * p < 0,0005, **** 

p < 0,0001. D) 80 días 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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Además del subtipo IgG1, también se realizó la evaluación de la inducción de IgG2 en respuesta a la inmunización 

con las formulaciones vehículo o TetraPep-GO, a continuación, se presentan los datos obtenidos.  

A los 0 días se observan los títulos de IgG2 en concentraciones sin diferencia significativa, es decir, a niveles 

basales, tal como se había observado en la respuesta de IgG1 (Figura 6A). Tras la primera inmunización, se realizó 

la evaluación de IgG2 a los 21 días (figura 6B) en la cual se observó un incremento en los títulos de IgG2 los grupos 

vehículo y Tetrapep, dicho incremento fue estadísticamente significativo con respecto al grupo control, sin embargo, 

no se presentó diferencia significativa en los grupos vehículo y TetraPep. A los 42 días (Figura 6C) se presentó un 

incremento significativo de IgG2 en el grupo vehículo con respecto al grupo control, además, el grupo TetraPep 

también presentó un incremento significativo con respecto al grupo vehículo y con respecto al grupo control. 

Finalmente, se realizó la última evaluación de los ratones al día 80 (Figura 6D) en donde se demostró que la 

respuesta de Ig2 también presentó un incremento sostenido de anticuerpos estadísticamente significativo con 

respecto a los dos grupos control y vehículo. 

 

Figura 6. Respuesta humoral mediada por anticuerpos IgG2 inducida por inmunización en ratones. Los ratones fueron inmunizados por vía 

subcutánea con una formulación de péptidos acoplados a un acarreador BSA en grupo TetraPep + adyuvante alhydrogel® (AlOH 2%) y ODN 

1018. Se tomaron muestras de los animales e inmunizados dos veces a intervalos de 21 días. La concentración de IgG2 se evaluó a los 0, 21, 

42 y 80 días dpi mediante ensayo ELISA. A) 0 días ns= no significativo. B). 21 dpi * p < 0,05, **** p < 0,001, ns = no significativo. C) 42 

días **** p < 0,0001. D) 80 días 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 inmunotipificación de las células T se realizó al día 80 dpi y los porcentajes de células T CD4+/CD44++ se 

evaluaron en 3 grupos experimentales: Control, Vehículo y Tetrapep (figura 7). Los resultados mostraron la 

presencia de un alto porcentaje de linfocitos T cooperadores activos (CD4+/CD44++) que era estadísticamente 

significativo en los grupos vehículo y TetraPep con respecto al grupo control. Además, no se observaron diferencias 

significativas entre el grupo vehículo y el grupo TetraPep. Esto sugiere que ambas formulaciones son capaces de 

inducir la activación linfocitos T cooperadores que se mantienen activos a través del tiempo y posiblemente 

colaborando activamente con la respuesta observada de anticuerpos IgG1 e IgG2. 

 

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 citometría de flujo siguiendo la ruta de paneles de la 

figura 2. Análisis estadístico en grupos (n=7 por grupo). ** p < 0,05, **** p < 0,001, ns = no significativo. Anova de una vía, prueba post 

hoc Tukey, los datos presentan ±SEM. 
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Además, se realizó la inmunotipificación de los linfocitos B CD19+/CD80+ y se realizó la evaluación del porcentaje 

de las células B al día 80 (Figura 8). En la figura 8A se muestra el porcentaje de la población general de linfocitos 

B al día 80, donde se observó que no hubo diferencia significativa entre los tres grupos experimentales Control, 

Vehículo 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. Además, se observó 

que en el grupo TetraPep hay un mayor porcentaje significativo de células de memoria con respecto al grupo 

vehículo. Lo cual nos demuestra que la formulación 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 inducción de las inmunoglobulinas IgG1 e IgG2. 

 

 

Figura 8. Poblaciones 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 citometría de flujo siguiendo la ruta de paneles 

de la figura 3. Análisis estadístico en grupos (n=7 por grupo). A) población general de linfocitos B CD19+ ns = no significativo. B) * p < 

0,05, **** p < 0,001. Anova de una vía, prueba post hoc Tukey, los datos presentan ±SEM. 
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21. DISCUSIÓN 
 

El PRRSV cobra relevancia por las afectaciones en la salud de los animales, lo que se traduce en grandes pérdidas 

económicas en la industria porcina. La mejor manera de evitar los altos impactos de las infecciones virales, es a 

través de la vacunación. 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 

homólogos o heterólogos a la cepa con la que se diseñaron dichas vacunas, además de los efectos adversos que 

llegan a presentar las vacunas basadas en virus atenuado. Por lo tanto, en este trabajo se planteó analizar la respuesta 

inmune inducida por una formulación vacunal multiepitópica un modelo in vivo. El uso de epítopos 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 generación que sean eficaces y seguras. Particularmente, en este trabajo se analizó 

la respuesta mediada por anticuerpos IgGs, subtipos IgG1 e IgG2, los cuales se ha reportado participan en las 

respuestas a patógenos intracelulares con funciones variadas como fijación del complemento, inhibición de la 

internalización del patógeno (neutralización) participación en la respuesta celular mediada por toxicidad, 

fagocitosis, etc. como lo reportó Paudal et al. (2022). En donde, la fusión efectora de las IgG se debe a las fracciones 

cristalizable (Fc) de cada subtipo, sin embargo, también mencionó que las funciones los subtipos pueden llegar a 

variar según el tipo de patógeno que induzca la infección (Rostamian et al, 2017). 

Los resultados de la inmunización con la formulación TetraPep-GO, mostraron un aumento significativo de los 

anticuerpos IgG1 e IgG2 a los 42 y 80 dpi mientras, a los 21 días se mantiene sin cambios significativos la IgG1 y 

la IgG2 presenta cambios significativos solamente con respecto al grupo control, lo cual sugiere que ambas 

inmunoglobulinas responden en forma similar a la estimulación por la formulación experimental, sin embargo, IgG2 

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 concentración en torrente sanguíneo del ratón (Bolliger & Everds 2012). Por otra 

parte, al día 42 donde se observó que ambos subtipos se incrementaron, se pudo observar que la respuesta de IgG1 

presenta una mayor concentración de inmunoglobulinas con respecto a la respuesta observada a IgG2 al día 42, lo 
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cual es algo esperado ya que según la literatura (Bolliger & Everds 2012), IgG1 es la principal IgG que se encuentra 

en circulación y es a la que se atribuye la principal respuesta antiviral según estudios realizados en otros virus, tales 

como el virus de la influenza, el virus elevador de lactato deshidrogenasa murina y el virus de la fiebre hemorrágica 

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

Finalmente, se observó que tras la inmunización secundaria se indujo nuevamente un incremento en la 

concentración de ambas IgGs que fue significativo en el grupo TetraPep, lo cual es algo que se había observado en 

el modelo de lechón (Perez-Duran et al, 2024) donde los animales se habían inmunizado con los péptidos basados 

en epítopos B de manera independiente y que en este modelo multiepitópico también se replicó esta respuesta 

potenciada por la reinmunización. Interesantemente, se observó al día 80 que la respuesta de IgG1 se mantuvo 

estadísticamente significativa con respecto a los grupos control y vehículo, sin embargo, aparentemente la 

concentración de IgG1 se ve disminuida con respecto a los títulos del día 42. Mientras que para la IgG2 al día 80, 

los títulos se siguen presentando significancia con respecto a sus grupos control y vehículo y lo que es más 

interesante, los títulos de IgG2 al día 80 se ven incluso superiores los títulos del grupo TetraPep al día 42. Lo cual 

sugiere que la respuesta de IgG2 aún está respondiendo a algún tipo de estímulo inducido por la formulación 

TetraPep-GO, lo anterior pudiera verse involucrado los adyuvantes de la formulación ya que al contener un 

adyuvante de aluminio, este induce un efecto deposito que puede mantener viable el antígeno por un tiempo más 

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

En otro grupo de experimentos, se evaluó la respuesta inmune celular a través inmunotipificación de células T 

cooperadoras. Así que, se hicieron los siguientes grupos experimentales: control sin inmunizar, grupo vehículo y 

TetraPep. A los 80 días, 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 inmunización 

con antígenos proteicos y dado que nuestras formulaciones consisten en antígenos peptídicos acoplados a núcleos 

de BSA, los resultados corresponden a la inducción 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 día 80 sin 
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que se haya aplicado refuerzo al día 42. Lo anterior podría soportar la idea de que el mecanismo de acción de alguno 

de los dos adyuvantes podría mantener los antígenos viables por más tiempo. 

Los resultados obtenidos aportan conocimiento nuevo que puede favorecer el desarrollo y optimización de modelos 

vacunales y desarrollos biológicos dirigidos selectivamente contra uno o varios epítopos incluidos en un modelo 

multiepitópico. De tal manera que se pueda avanzar en la formulación de vacunas mejoradas y superando a las 

vacunas clásicas 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 patógenos en estado silvestre. En las partículas 

caso de las proteínas de PRRSV, estas proteínas por si solas son capaces de inducir cierta inmunosupresión sobre 

el animal según lo reportado por Prieto y colaboradores en 2011. Nuestros resultados muestran que de manera 

específica la formulación multiepitópica pudo inducir de manera eficaz la respuesta humoral mediada por 

anticuerpos de subtipo IgG1 e IgG2, además de inducir células B de memoria por un tiempo extenso. También se 

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

22. DISCUSIÓN GENERAL 
 

El complejo de enfermedades respiratorias porcinas contribuye a la disfunción 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 inmunógeno peptídico, es decir, 

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

Un primer acercamiento que se realizó para conocer como respondía el sistema inmune del cerdo ante una infección 

natural y la respuesta específica de los linfocitos T cooperadores, fue el trabajo realizado por (Calderón-Rico et al., 

2023), en el que se demostró que dependía del tiempo de infección, la carga viral y los agentes patógenos presentes 

en el cerdo, en conjunto estos factores determinan la capacidad para activar mecanismos de defensa antiviral. En 

dicho trabajo se demostró que efectivamente el PRRSV coexiste con otros virus y microorganismos que conforman 

el complejo respiratorio porcino. Este antecedente nos facilitó la decisión 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 reconocían a los antígenos peptídicos que se utilizaron para inmunizar 

los lechones y así explorar su potencial inmunogénico por primera vez. Lo anterior, nos permitió sugerir que los 

péptidos estudiados presentan una reactividad cruzada y además son conservados en comparación con epítopos 

presentes tanto en una vacuna comercial, como en el virus silvestre circulante en la región de Michoacán.  

 En párrafos anteriores se mencionó que las vacunas actuales para la prevención del PRRSV, consisten en virus 

inactivos o virus con baja virulencia. Sin embargo, en cada caso están bien descritas las desventajas técnicas de 

cada una de ellas. En comparación con las vacunas clásicas y las vacunas de un solo epítopo, las vacunas de epítopo 

múltiple tienen diseños únicos y cumplen con propiedades muy particulares, tales como: contiene diversos epítopos 

seleccionados previamente utilizando bioinformática, constan de epítopos que son reconocidos por células B y/o T, 

contienen epítopos  de diferentes antígenos virales que pueden ampliar su espectro, así como incluir información 

de uno a más virus específicos; contienen adyuvantes o potenciadores de la respuesta inmune e intrínsecamente 

cumplen con la bioseguridad que se requiere porque no son capaces de inducir la enfermedad (Saadi et al, 2017).  

En los últimos años ha cobrado gran relevancia el estudio de una nueva plataforma de vacunas basadas en epítopos 

contra los virus SARS-COV-2 (Umintaibatin et al., 2023; Sirohi et al., 2020), Viruela símica o Mpox (Tan et al., 

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

La pregunta de investigación que se abordó 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 proteínas virales de PRRSV. Para ello, 

estudiamos las propiedades por separado y luego en conjunto. Por un lado, Calderón-Rico et al., 2024, demostró la 

eficacia y potencia para inducir una respuesta celular mediada por dos péptidos que contenían epítopos T, lo cual 

promovió actividad citolítica en células infectadas por PRRSV. Por otro lado, con los datos presentados en el 

capítulo 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 específicos de péptidos. Además, indujeron la activación de las 

células B y su diferenciación en células B plasmáticas/formadoras de anticuerpos IgG específicas de péptidos se 

obtuvieron datos concretos para el estudio de los cuatro péptidos unidos a una proteína acarreadora. Los resultados 
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hasta este punto sugerían que la formulación vacunal multiepítopo tendría la capacidad de inducir la respuesta 

inmune humoral y celular en el hospedero. 

El paso siguiente consistió 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 (Capítulo 2), tanto en el contexto de la respuesta mediada por 

anticuerpos totales (IgG) como la respuesta de células B asociadas a la inducción de anticuerpos. Al evaluar IgG 

total en un curso temporal de 0, 21, 42 y 80 días se observó que en los grupos de ratones inmunizados con 

TetraPepGo, la concentración de IgGs, alcanzó su nivel más alto a los 42 dpi y que esta respuesta de anticuerpos se 

mantuvo hasta el día 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 sería establecer un reto viral en lechones y analizar la 

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

De acuerdo con los datos en la literatura, las características de la formulación de TetraPepGo, sugieren la inducción 

de la respuesta inmune del hospedero, tanto humoral como celular, con las ventajas técnicas de seguridad, 

inmunogenicidad y posible protección contra cepas heterólogas.  

 

23. CONCLUSIÓN 
 

Este estudio mostró que la formulación multiepitópica TetraPep-Go pudo inducir la respuesta humoral mediada por 

IgGs tanto IgG1 e IgG2 y una respuesta celular mediada por células T CD4+/CD44+ en ratones. TetraPep-Go podría 

ser un potencial candidato para el desarrollo de un modelo vacunal efectivo y seguro para la prevención 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. ANEXOS 
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25.1. Anexo I (artículo de divulgación, autoría como requisito del PIDCB) 
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Fuentes principales

13% Fuentes de Internet

7% Publicaciones

0% Trabajos entregados (trabajos del estudiante)

Marcas de integridad
N.º de alertas de integridad para revisión

No se han detectado manipulaciones de texto sospechosas.
Los algoritmos de nuestro sistema analizan un documento en profundidad para 
buscar inconsistencias que permitirían distinguirlo de una entrega normal. Si 
advertimos algo extraño, 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 atención y la revise.
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