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I. RESUMEN GENERAL 

 

El virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV) afecta a cerdos y 

causa pérdidas económicas importantes a nivel mundial, tanto en la industria porcícola 

como a los países productores. El PRRSV se sigue propagando y genera brotes con 

nuevas cepas que son más agresivas que las anteriores. Además, a la fecha no se cuenta 

con vacunas eficientes que puedan limitar la infección por el riesgo a la reversión de la 

virulencia. En el presente trabajo se analizó la respuesta de las células T citotóxicas 

inducida por epítopos lineales de la proteína GP5 del PRRSV para investigar la protección 

inmunológica mediada por células citolíticas in vitro. El objetivo principal fue evaluar la 

eficacia y potencia en la activación de linfocitos T citotóxicos de cerdos inmunizados con 

péptidos de la proteína GP5 de PRRSV. Para ello, se acoplaron péptidos de GP5 a una 

proteína acarreadora y se utilizaron para inmunizar cerdos de 21 días de edad, los 

divididos se dividieron en cuatro grupos: control, vehículo, PTC1 (Péptido T Citotóxico 1) 

y PTC2 (Péptido T Citotóxico 2). Se midieron los niveles de citocinas a los 2 DPI y se 

cuantificaron los linfocitos T citotóxicos (CTL's, CD8+) a los 42 DPI mediante citometría 

de flujo. El péptido PTC2 incrementó la concentración sérica de citocinas proinflamatorias 

(TNF-α, IL-1β, IL-8) y citocinas que favorecen la inmunidad celular adaptativa (IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-12). Además, la concentración de CTL's (CD8+) fue significativamente mayor en 

los grupos inmunizados con los péptidos, lo que sugiere una respuesta proliferativa en 

esa población celular. Los CTL's estimulados de los cerdos inmunizados mostraron 

actividad citolítica en células infectadas con PRRSV in vitro. Estos resultados indican que 

los péptidos PTC1 y PTC2 estarían induciendo una respuesta inmunológica mediada por 

CTL's en cerdos inmunizados contra PRRSV in vivo. Esta protección se debe a la 

presencia de epítopos T en las secuencias de los péptidos, lo que sugiere que la 

utilización de epítopos lineales de GP5 podría ser una estrategia eficaz en el desarrollo 

de nuevas vacunas para la prevención del PRRSV. 

Palabras clave:  CTL, PRRS, inmunidad, vacuna, cerdo. 
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II. ABSTRACT 

 

The Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) affects pigs and 

cause significant economic losses worldwide, PRRSV impact both swine industry and 

productive countries. PRRSV continues spreading and generates outbreaks with new 

strains that are more aggressive than previous ones. In this study the cytotoxic T cell 

response induced by linear epitopes of the GP5 protein of PRRSV was analyzed to 

investigate the cytolytic cell protection in vitro. For that matter, GP5 derived peptides were 

conjugated to a carrier protein and used for the immunization of 21-day-old pigs, which 

were divided into four groups: control, vehicle, PTC1 (Cytotoxic T-Peptide 1) and PTC2 

(Cytotoxic T-Peptide 2). Cytokine levels were measured at 2 days post-immunization 

(DPI), and cytotoxic T lymphocytes (CTL's, CD8+) were quantified at 42 DPI using flow 

cytometry. The PTC2 peptide increased the serum concentration of proinflammatory 

cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-8) and cytokines that trigger adaptive cellular immunity (IL-4, 

IL-6, IL-10, IL-12). In addition, the concentration of CTL's (CD8+) was significantly higher 

in the groups immunized with the peptides, suggesting a proliferative response in that cell 

population. Primed CTL's from immunized pigs showed cytolytic activity against PRRSV-

infected cells in vitro. These results indicate that PTC1 and PTC2 peptides could induce 

a CTL-mediated response in pigs immunized against PRRSV in vivo. This protection is 

attributed to the presence of T epitopes in the peptide sequences, suggesting that the use 

of linear GP5 epitopes could be an effective strategy in the development of new vaccines 

for the prevention of PRRSV. 
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III. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino 

El Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS, por sus siglas en inglés) es una 

enfermedad que se presenta con una variedad de manifestaciones clínicas que afectan 

tanto a cerdos adultos como en lechones (López-Heydeck et al., 2015).  

En cerdos adultos, las manifestaciones del PRRS pueden ser subclínicas o presentar 

signos respiratorios que incluyen fiebre, letargo, anorexia, y disnea. Los animales 

infectados suelen mostrar un comportamiento apático y una disminución en la tasa de 

crecimiento. Las infecciones secundarias, especialmente virales y bacterianas, son 

comunes debido a la supresión del sistema inmune (Lunney et al., 2016). 

En lechones jóvenes de alrededor de 21 días de edad, el cuadro clínico del PRRS, es 

generalmente más severo. Los síntomas respiratorios pueden incluir tos, estornudos, 

disnea y cianosis de las extremidades. La infección temprana en lechones puede resultar 

en un crecimiento retardado, y en casos graves, una alta mortalidad que puede alcanzar 

el 100% en granjas infectadas. Las coinfecciones con otros patógenos respiratorios y 

gastrointestinales puede exacerbar los síntomas y aumentar la mortalidad en cerdos de 

todas las especies (Pileri & Mateu, 2016). 

La fase aguda de la infección se caracteriza por síntomas respiratorios graves y una alta 

tasa de mortalidad, ocurre especialmente en lechones y cerdos jóvenes. En la fase 

crónica, los signos clínicos son más leves, pero persisten durante un período prolongado, 

lo que resulta en una disminución de la eficiencia productiva y una recuperación lenta de 

la producción (Montaner-Tarbes et al., 2019). 

Estructura y genoma del PRRSV 

El virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) es un virus de RNA 

monocatenario positivo perteneciente a la familia Arteriviridae. Su estructura viral está 

caracterizada por una envoltura lipídica que rodea un núcleo central compuesto por el 
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genoma viral y proteínas de nucleocápside. La envoltura viral está formada por 

glicoproteínas de superficie, especialmente las glucoproteínas GP2, GP3, GP4 y GP5 

(Fang & Snijder, 2010), formando una estructura que se asemeja a una corona. La 

envoltura desempeña un papel crucial en la interacción con el huésped y la entrada viral 

en las células hospedera. El PRRSV exhibe una morfología alargada y pleomórfica bajo 

microscopía electrónica, con un diámetro de aproximadamente entre 45 a 65 nm, lo que 

lo distingue morfológicamente de otros virus arterivirales (Figura 1) (Mardassi et al., 

1994). 

El genoma del PRRSV es único en su organización y contenido génico. Se compone de 

una única molécula (cadena) de RNA de aproximadamente 15 kb de longitud, que codifica 

al menos diez proteínas estructurales y no estructurales. La cadena de RNA es 

policistrónica, lo que significa que contiene múltiples marcos de lectura abiertos (ORFs) 

que se superponen y se traducen en diferentes proteínas funcionales. Los ORFs 

principales se distribuyen a lo largo de la cadena de RNA y codifican proteínas 

estructurales como la proteína de la envoltura, la nucleocápside (N) y proteínas no 

estructurales como las proteínas implicadas en la replicación y transcripción viral (Jiang 

et al., 2020; Wang et al., 2020). 

El PRRSV exhibe una alta variabilidad genética y se clasifica en varios genotipos y 

subgenotipos basados en análisis filogenéticos del genoma viral. Los dos genotipos 

principales son el genotipo 1 (PRRSV-1) y el genotipo 2 (PRRSV-2), que difieren 

significativamente en su estructura genómica y en su patogenicidad. El PRRSV-1 se 

encuentra predominantemente en Europa y Asia, mientras que el PRRSV-2 prevalece en 

América del Norte y algunas partes de Asia. Además de estos genotipos principales, han 

surgido variantes regionales y subgenotipos del PRRSV con características genéticas y 

epidemiológicas únicas. Donde, entre estas variantes, el genotipo altamente patógeno 

del PRRSV (PRRSV -HP) ha generado una gran preocupación en la industria porcina 

debido a su capacidad para causar brotes severos de la enfermedad con altas tasas de 

mortalidad en cerdos de todas las edades (Benfield et al., 1992; Kappes & Faaberg, 

2015).  
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Las estrategias de control implementadas para mitigar el impacto del PRRSV incluyen la 

vacunación, la mejora de las prácticas de bioseguridad y la vigilancia epidemiológica 

continua (Assavacheep & Thanawongnuwech, 2022; Brockmeier et al., 2002). 

 

 

Figura 1. Arterivirus. Imagen representativa del virus PRRS (PRRSV), estructura, genoma y 

proteínas estructurales del virión (Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), 2020). 

 

Transmisión 

El virus asociado al PRRS, recibe el mismo nombre, es decir, virus del síndrome 

reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV). El PRRSV se transmite tanto de manera 

horizontal como vertical. La transmisión horizontal ocurre principalmente a través del 

contacto directo entre cerdos infectados y susceptibles. El virus puede estar presente en 

todas las secreciones y excreciones de los cerdos infectados; incluyendo saliva, orina, 

semen y heces. La transmisión aérea también es una vía significativa, facilitada por la 

alta densidad de cerdos en las granjas; donde el aire tiende a dispersar materia fecal 

infectada hasta por 4 km de distancia, con vientos de más de 4 km/h. Se puede transmitir 

por fomites como ropa, equipos y vehículos pueden actuar como vectores indirectos de 

transmisión (Apter, 2021). 
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Los factores que influyen en la transmisión incluyen la densidad de población, la 

bioseguridad de la granja, la virulencia de la cepa viral y las prácticas de manejo. La 

introducción de animales nuevos sin una cuarentena adecuada es una causa común de 

brotes en granjas previamente libres del virus (Martín-Valls et al., 2023). 

Transmisión vertical en la gestación 

La transmisión vertical del PRRSV ocurre cuando el virus se transmite desde la cerda 

gestante hacia el feto. Este tipo de transmisión es más común durante la fase final de la 

gestación (entre las semanas 72 y 85), ya que el virus puede atravesar la barrera 

placentaria (Rowland, 2010). 

Los factores que afectan la transmisión vertical incluyen la inmadurez del sistema inmune 

fetal, la carga viral de la madre, el incremento de la permeabilidad de la placenta a medida 

que se acerca el parto y los macrófagos alveolares y otras células inmunitarias del feto 

como las células dendríticas, que son los principales blancos del PRRSV, los cuales 

comienzan la expresión de receptores virales hacia el final de la gestación convirtiéndose 

en reservorio viral (Rowland, 2010). 

Las cerdas infectadas durante la gestación tardía tienen una mayor probabilidad de 

transmitir el virus a sus fetos, lo que puede resultar en abortos, nacimientos prematuros 

y fetos nacidos muertos o débiles (Rowland, 2010). Sin embargo, algunas cepas pueden 

ser más eficientes en esta transmisión debido a sus características genéticas y virulencia. 

La más eficiente es PRRSV de tipo 2. Para que esto ocurra, la carga viral en la sangre 

de la cerda debe ser significativamente alta para permitir que el virus atraviese la barrera 

placentaria. Estudios han mostrado que cargas virales de alrededor de 1X102 a 1X103 

partículas/ml en la sangre de la cerda son suficientes para causar infección fetal. 

Los fetos momificados son un hallazgo común en cerdas preñadas e infectadas con 

PRRSV de cualquier cepa, la incidencia puede variar significativamente dependiendo de 

la virulencia del virus y la salud general de la granja productora. (Mulligan et al., 2022). 

El impacto en la salud reproductiva de las cerdas gestantes puede ser significativo, con 

efectos que incluyen una disminución en la tasa de partos exitosos, aumento en la 

mortalidad fetal y una reducción en el tamaño de las camadas (Rowland, 2010).  



FERNANDO C. RICO 10 

 

Mecanismos de respuesta inmune antiviral 

La respuesta inmune forja la defensa del huésped contra la infección viral. Entre los 

distintos elementos del sistema inmunitario, las células citotóxicas, en particular las 

células T citotóxicas (CD8+ o CTL), desempeñan un papel fundamental en la eliminación 

de las células infectadas y en la restricción de la diseminación viral (Westmeier et al., 

2020). 

Las células T citotóxicas son activadas después de la presentación de péptidos virales 

por las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I (MHC-I); también 

llamadas SLA-I en cerdos, éstas se encuentran sobre la superficie de las células 

infectadas. Estos complejos activan a las células CTL y una vez activadas, las células T 

citotóxicas se dirigen específicamente a las células infectadas por el PRRSV y las 

eliminan mediante la liberación de INF-γ, granzimas y perforinas, que inducen la 

apoptosis o muerte celular programada de las células objetivo. Debido a esto, a este 

fenómeno de interacción entre dos células inmunológicas y su posterior liberación de 

proteínas citolíticas se le conoce como “El beso de la muerte” o sinápsis inmunológica 

(Calderon-Rico et al., 2024; Westmeier et al., 2020). 

Por su parte, las células T citotóxicas reconocen fragmentos de los antígenos virales 

presentados en las MHC-I o SLA-I por las células presentadoras de antígeno que pueden 

ser PAM, macrófagos o células dendríticas. Dicho reconocimiento ocurre a través de la 

unión al receptor de células T (TCR) con coactivadores como CD28, ICOS, PD-1, CD40 

que refuerzan la unión y amplifican la señal. La cual desencadena la activación y 

proliferación de más células T a través de la secreción de citocinas y el aumento de la 

generación de gránulos citotóxicos (Crisci et al., 2019). Estos gránulos están formados 

por perforinas y granzimas, por una parte, las perforinas son proteínas que se insertan 

en la membrana de la célula objetivo, formando poros que permiten la entrada de 

granzimas en el citoplasma. Una vez dentro, las granzimas, que son serina proteasas, 

desencadenan una cascada de eventos que lleva a la apoptosis de la célula infectada. 

Las células T citotóxicas también producen una variedad de citocinas y factores 

citotóxicos que contribuyen a la eliminación del virus y a la regulación de la respuesta 
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inmune. Entre estas citocinas se incluye al interferón-gamma (IFN-γ), que activa a las 

células fagocíticas y promueve la expresión de moléculas co-estimuladoras en las células 

presentadoras de antígeno, y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), que tiene 

propiedades proinflamatorias y citotóxicas. Todo esto ayuda en el proceso del 

enfrentamiento de la infección o el estado antiviral para eliminar células infectadas y 

activar a más células del sistema inmune (Janeway et al., 2001). 

 

Mecanismos de evasión de la respuesta inmune del virus PRRSV 

A pesar de la función protectora de la respuesta inmune, el PRRSV ha desarrollado varios 

mecanismos para evadir y alterar los procesos inmunitarios del huésped. Entre estos 

mecanismos se incluyen la expresión de proteínas no estructurales que interfieren con la 

presentación de antígenos y la activación de las células T como la replicasa NSP2 viral, 

así como la desregulación de la expresión de interferones y citocinas proinflamatorias 

como la supresión de la secreción de interferones tipo uno (IFN-α, IFN-β), IL-12, IFN-γ, 

IL-6 e IL-1β. Estos, son mecanismos de silenciamiento para evitar que células como los 

macrófagos o células CTL no reconozcan a células infectadas (Rout et al., 2023). 

Las proteínas no estructurales del PRRSV, como la proteína NSP1, han sido implicadas 

en la inhibición de la expresión de moléculas de SLA-I en la superficie de las células 

infectadas, lo que reduce la capacidad del sistema inmune para reconocer y eliminar las 

células infectadas. Además, el PRRSV puede modular la producción de interferones y 

citocinas proinflamatorias mediante la inhibición de la vía de señalización de interferón, 

la supresión de la activación de las células T y los macrófagos (Zhou et al., 2011). 

Además, los anticuerpos generados durante la infección por PRRSV pueden contribuir a 

la evasión del sistema inmune, esto al dirigirse a regiones no neutralizantes del virus y 

facilitar la entrada viral en las células hospedadoras (PAM). Estos anticuerpos no 

neutralizantes pueden promover la replicación viral y la diseminación del virus en el 

huésped, exacerbando así la gravedad de la enfermedad (Murtaugh, 2012; Petrini et al., 

2013). 
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En conjunto, estos mecanismos de evasión permiten al PRRSV evitar la respuesta 

inmune del huésped y establecer una infección persistente, lo que representa un brote 

de la infección, una infección a gran escala y en última instancia la muerte del animal 

infectado. Por tanto, conocer los mecanismos y activar la respuesta inmune antes de que 

el virus module negativamente la respuesta en individuos infectados, puede servir como 

un recurso significativo para el control y la prevención de la infección viral (Renukaradhya 

et al., 2015). 

 

Equilibrio de la respuesta inmune del huésped ante una infección viral 

Como ya se mencionó, las células CTL son un componente esencial de la respuesta 

inmune antiviral. Estas células reconocen fragmentos virales por la interacción del TCR 

con el SLA-I. Una vez activadas, las células T citotóxicas participan en la eliminación de 

las células infectadas mediante la liberación de proteínas citolíticas que inducen 

apoptosis, pero la acción debe ser regulada (Spetz et al., 2019). 

Existe otro componente que fisiológicamente actúa inhibiendo las respuestas 

exacerbadas del sistema inmune como la autoinmunidad y permiten mantener la 

tolerancia inmunológica, son las células supresoras inducidas (iTregs). Estas iTregs 

inhiben la respuesta de CTLs por medio de secreción de citocinas inmunosupresoras, 

contacto célula a célula, donde la unión de PD-1 a su receptor suprimen la activación y 

función de las CTLs o las iTregs pueden inducir apoptosis en las CTLs activadas a través 

de la expresión de moléculas como FasL (Fas ligando); estos son algunos de los 

mecanismos más relevantes. En la fisiopatología, dichas células son aprovechadas por 

los patógenos (virus) para inhibir la respuesta inmunitaria (Hosseinalizadeh et al., 2023). 

 En la infección por PRRSV, las células supresoras pueden limitar la activación y la 

proliferación de las células T citotóxicas, lo que puede resultar en una respuesta inmune 

subóptima, una supresión y una mayor susceptibilidad a la infección por el PRRSV. Por 

otro lado, un equilibrio adecuado entre las células T citotóxicas y las células supresoras 

es crucial para evitar la autoinmunidad y mantener la tolerancia inmunológica (Sakowska 

et al., 2022). Por esto, la importancia de mantener un equilibrio adecuado entre la 
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respuesta inmune y la tolerancia inmunológica se refleja en la contribución de los 

linfocitos T citotóxicos a la inmunidad protectora. Si bien las células T citotóxicas son 

esenciales para la eliminación del virus y la protección contra la infección, una respuesta 

inmune exagerada puede conducir a la inflamación excesiva y el daño tisular exacerbado, 

aumentando así la gravedad de la enfermedad. Por lo tanto, es crucial mantener un 

equilibrio entre la activación y la supresión de la respuesta inmune para garantizar una 

protección efectiva contra la infección por PRRSV sin causar daño innecesario al 

huésped (Tondini et al., 2022). 

Debido a esto, la contribución de los linfocitos T citotóxicos a la inmunidad protectora se 

extiende más allá de su capacidad para eliminar las células infectadas, porque este 

proceso debe ser regulado en todo momento. Más aún, las CTL pueden producir 

citocinas, como el interferón-gamma (IFN-γ) para la respuesta antiviral, confiriendo 

sensibilidad a las células del sistema inmune de la periferia ante cualquier cambio. Si la 

regulación de citocinas se sale de control se induce una tormenta de citocinas que puede 

asociarse la muerte del individuo. Por el contrario, en un contexto regulado y altamente 

dirigido, las CTL promueven la activación de otras células del sistema inmune y la 

eliminación del virus sin desencadenar una respuesta hiperreactiva.  

Además, se ha demostrado que los linfocitos T citotóxicos específicos para proteínas 

virales, ejemplo de una proteína viral es GP5 del PRRSV, juegan un papel crucial en la 

protección contra la infección y la enfermedad por PRRSV, lo que destaca su importancia 

como dianas potenciales para las estrategias vacunales (Cao et al., 2019) . 

Por todo esto, se busca destacar que la regulación de la respuesta inmune antiviral es un 

proceso complejo que involucra una interacción dinámica entre las células T citotóxicas, 

las células supresoras y otros componentes del sistema inmune (Nuñez-Anita et al., 

2023). Mantener un equilibrio adecuado entre la activación y la supresión de la respuesta 

inmune es indispensable para garantizar una protección efectiva contra la infección por 

PRRSV sin causar daño innecesario al hospedero. 
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Correlatos de protección 

Los correlatos de protección son marcadores inmunológicos que se asocian con la 

defensa contra la infección o la enfermedad. En el contexto de la infección por el PRRSV, 

los títulos de anticuerpos y la respuesta celular mediada por linfocitos T, especialmente 

los linfocitos T citotóxicos, han sido identificados como correlatos potenciales de 

protección (Li. C., et al., 2022). 

La presencia de altos títulos de anticuerpos neutralizantes frecuentemente se había 

asociado con la mayor protección contra la infección y la enfermedad por PRRSV. Esto 

porque los anticuerpos pueden bloquear la entrada del virus en la célula hospedadora y 

prevenir la replicación viral, lo que se asocia indirectamente con la reducción de la carga 

viral y la gravedad de la enfermedad (Abebe & Dejenie, 2023).  

Sin embargo, en virus como el SARS-Cov-2 y PRRSV la presencia de anticuerpos 

neutralizantes son insuficientes para determinar la eliminación viral. Se ha discutido en la 

literatura que los anticuerpos neutralizantes no están correlacionados con el pronóstico 

de la resolución de la enfermedad. Por eso, es necesario evaluar la inmunidad celular 

para evaluar su potencial en la relación entre activación de células capaces de inducir 

citólisis sobre células infectadas y relacionarlo como una correlación de protección (Li & 

Murtaugh, 2012; Petrini et al., 2013). 

La evaluación de la respuesta inmune protectora mediada por la inmunidad celular, es un 

parámetro que no se utiliza habitualmente como correlato de la protección. Por lo tanto, 

la eficacia de la inmunidad celular mediada por linfocitos citotóxicos (CTL) es poco 

conocida. Sin embargo, en años recientes se ha comenzado a estudiar la inmunidad 

celular relacionada a la protección en vacunas candidatas contra el SARS-CoV-2 y el 

virus de la gripe (Goldblatt et al., 2022). 

Se ha demostrado que la respuesta celular mediada por linfocitos T, en particular la 

respuesta de linfocitos T citotóxicos específicos para proteínas virales como GP5, puede 

contribuir a la eliminación del virus y a la protección contra la reinfección (Vanhee et al., 

2011). 
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Los péptidos derivados de GP5 (una de las proteínas estructurales del PRRSV) han 

surgido como posibles inductores de respuesta inmune celular y candidatos para el 

desarrollo de vacunas contra el PRRSV (Calderon-Rico et al., 2024). Estos péptidos 

pueden ser reconocidos por los linfocitos T citotóxicos y desencadenar una respuesta 

inmune específica para el virus, lo que puede conferir protección contra la infección y la 

enfermedad. La contribución de los linfocitos T citotóxicos a la inmunidad protectora 

inducida por péptidos GP5 sugiere su potencial como componentes clave de las 

estrategias vacunales contra el PRRSV (Vanhee et al., 2011). 

Por tanto, la comprensión de los correlatos de protección en el contexto de la infección 

por PRRSV es crucial para el desarrollo de vacunas efectivas y el diseño de estrategias 

de control de la enfermedad.  

Además, la identificación de correlatos inmunológicos puede facilitar la evaluación de la 

eficacia de las vacunas y guiar la selección de antígenos para la formulación de vacunas 

más eficaces contra el PRRSV. Comparaciones con estudios similares en otros virus 

como en el caso del SARS-Cov-2 pueden proporcionar información y entrecruzar el 

conocimiento sobre los mecanismos de protección inmunológica y ayudar en el desarrollo 

de vacunas contra el PRRSV (Cox, 2013; McMahan et al., 2021; Rimmelzwaan et al., 

2007). 

Hasta la fecha, las vacunas de nueva generación que se fundamentan en péptidos virales 

han sido objeto de un intenso escrutinio y continúan siendo candidatas en fase 

experimental para combatir virus en cerdos. Bajo este enfoque, se encuentran las 

vacunas dirigidas contra parásitos y virus, las cuales han demostrado un potencial 

considerable. Han sido llevados a cabo meta-análisis recopilatorios, donde se analizan 

datos provenientes de numerosos estudios, con el fin de discernir si el empleo de péptidos 

como candidatos vacunales ofrece una protección significativa, la siguiente tabla hace 

una breve síntesis de dichos artículos (Tabla 1). 
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Tabla 1. Péptidos utilizados contra virus y parásitos en cerdos. Diversos estudios que se 

encuentran en fase de experimentación han usado péptidos como candidatos para favorecer la 

activación de la respuesta inmune (Autoría propia). 

Diana 
Modelo 

experimental 

Tipo de 
vacuna de 
péptidos 

Resultados 
principales 

Conclusiones Autor 

Parásito 
Cisticercosis 

(Taenia 
solium) 

Cerdo 
Mezcla de tres 

péptidos 
sintéticos 

Anti 
parasitario 

reducción de la 
carga parasitaria, 
de los cisticercos 

(de Aluja et 
al., 2005) 

Virus 

Fiebre aftosa 
porcina 
(FMDV) 

Meta-análisis 
Incluyendo 
artículos de 

cerdo y ratón 

VLP que 
expresa 
epítopos 

(mezcla de 
péptidos) en 
su cubierta 

Protección 
contra 
cepas 

virulentas 

Dependiendo de 
la dosis de 

observa un efecto 
protector (97% 

comparable a la 
vacuna comercial 

con 2 mg) 

(Jiao & Wu, 
2024) 

peste porcina 
clásica 
(PPCV) 

Cerdo 

(FlagDIVA) 
con tres 
péptidos 
unidos 

Protección 
contra 
cepas 

virulentas 

La vacuna tiene 
una efectividad 

del 82% 

(Bohórquez 
et al., 2021) 

Circovirus 
porcino 
(PCV2) 

Cerdo 

4 péptidos 
sintéticos 
unidos a 

liposomas o 
nanopartículas 
de poliestireno 

Aumento de 
títulos de 

anticuerpos 

Vacuna en 
experimentación 

(Duong et 
al., 2023) 

Influenza 
porcina A 
(SwIAV) 

H1N1 

Cerdo 

Liposomas 
con 10 

péptidos 
sintéticos 

Protección 
contra la 

gripe clínica 

Reducción de la 
excreción viral 

nasal y la carga 
viral 

(Dhakal et 
al., 2018) 

PRRSV Cerdo 
9 péptidos 
sintéticos 

Aumento de 
IFN-γ 

Aumento de 
citocinas 

proinflamatorias 

(Chen et al., 
2013) 

 

Vacunas actuales y la necesidad del desarrollo de nuevas estrategias 

La gestión efectiva del virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) en 

la industria porcina ha sido un desafío continuo. En este contexto, la vacunación ha 

surgido como una herramienta clave en el control de la enfermedad. Sin embargo, su 

eficacia ha estado acompañada de ciertas limitaciones, lo que ha impulsado la búsqueda 

de nuevas estrategias terapéuticas para combatir esta infección viral (Renukaradhya et 

al., 2015). 
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La vacunación se ha utilizado ampliamente en la industria porcina como una medida 

preventiva para reducir la carga viral y proteger a los cerdos contra la infección por 

PRRSV. Las vacunas están diseñadas para inducir una respuesta inmune protectora que 

puede limitar la replicación del virus y prevenir el desarrollo de la enfermedad clínica. Sin 

embargo, la efectividad de las vacunas contra el PRRSV puede ser variable y está 

influenciada por diversos factores, incluida la cepa viral utilizada en la vacuna, el estado 

inmune del hospedador y las condiciones de manejo en la granja (Assavacheep & 

Thanawongnuwech, 2022; Brockmeier et al., 2002). 

Las vacunas contra el PRRSV han demostrado ser eficaces en la reducción de la carga 

viral y la prevención de la enfermedad en cerdos. Sin embargo, su eficacia puede ser 

limitada debido a varias razones. Por ejemplo, las vacunas de virus activo-atenuados 

pueden revertir a una forma virulenta y causar la enfermedad en cerdos vacunados o 

susceptibles. Por otro lado, las vacunas de virus inactivado pueden no proporcionar una 

protección completa contra la infección, especialmente contra cepas heterólogas del virus 

(Renukaradhya et al., 2015). 

 

Limitaciones de las vacunas actuales 

A pesar de los avances en el desarrollo de vacunas contra el PRRSV, existen varias 

limitaciones que deben abordarse. Uno de los desafíos principales es la falta de 

protección cruzada entre diferentes cepas del virus (Health & States, 2016). Esto significa 

que las vacunas pueden ser efectivas solo contra la cepa específica utilizada en la 

vacuna, lo que limita su utilidad en entornos donde circulan múltiples variantes del virus. 

Además, la duración de la inmunidad inducida por las vacunas puede ser variable y puede 

requerir dosis de refuerzo periódicas para mantener la protección (Brinton  S. 2008; 

Kvisgaard K. et al., 2020; C. Li, Liu, et al., 2022). 

Ante estas limitaciones, se ha intensificado la investigación en el desarrollo de nuevas 

estrategias vacunales. Esto incluye enfoques como vacunas basadas en vectores virales, 

vacunas de ADN, vacunas recombinantes y vacunas de subunidades o péptidos que 

pueden ofrecer una protección más amplia contra múltiples cepas del PRRSV. Además, 
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se están explorando nuevas formulaciones de vacunas para mejorar la respuesta inmune 

y prolongar la duración de la protección (Rezaei & Nazari, 2022). 

En resumen, las vacunas siguen siendo una herramienta importante en el control de la 

infección por PRRSV, pero su eficacia puede ser limitada debido a las restricciones 

mencionadas previamente. El desarrollo de nuevas estrategias vacunales y ofrece 

esperanzas para mejorar la protección contra el PRRSV y reducir su impacto en la 

industria porcina. 

Desarrollo biotecnológico de vacunas de péptidos como candidatos vacunales 

contra PRRSV 

El desarrollo de vacunas de péptidos representa una estrategia prometedora en la lucha 

contra el virus PRRS. Estas vacunas se basan en la identificación y síntesis de péptidos 

específicos que contienen epítopos inmunogénicos capaces de activar la respuesta 

inmune celular, especialmente de los linfocitos citotóxicos CD8+ (Hilchie et al., 2019). 

La investigación ha demostrado que los péptidos derivados de cepas del PRRSV pueden 

ser altamente inmunoestimuladores, mejorando la respuesta celular mediada por 

linfocitos T auxiliares CD4+ y linfocitos CTL. Estos péptidos conservan su capacidad para 

estimular las células citotóxicas entre diferentes cepas del PRRSV, lo que sugiere que 

podrían ser candidatos efectivos para nuevas vacunas contra este virus (Welner et al., 

2017). 

En particular, se ha observado que los péptidos derivados de la proteína GP5 del PRRSV 

contienen epítopos T que tienen el potencial de inducir una respuesta de células 

citotóxicas contra el virus. Las CTL son células efectoras clave en la respuesta inmune 

antiviral, ya que tienen la capacidad de reconocer y eliminar selectivamente las células 

infectadas por el PRRSV, lo que limita la replicación viral y previene la progresión de la 

enfermedad (Vashisht et al., 2008). 

De acuerdo con lo anterior, la identificación y caracterización de péptidos derivados de 

GP5, que tienen la capacidad de activar la respuesta de CTL, abre nuevas oportunidades 

para el desarrollo de vacunas de péptidos contra el PRRSV. Estas vacunas podrían 

ofrecer una protección más amplia y duradera contra la infección viral, ya que se basan 
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en componentes específicos del virus que son conservados entre diferentes cepas (Liang 

et al., 2021; Mokhtar et al., 2016). 

Diversos trabajos en la academia han utilizado péptidos derivados de GP5 en distintos 

modelos relevantes como cultivo celular, el modelo murino y porcino para conocer la 

respuesta de péptidos derivados de GP5 con respecto a la activación de la inmunidad 

humoral y celular. Donde, los trabajos han sido satisfactorios puesto que se ha observado 

que péptidos derivados de PRRSV del genotipo 2 y derivados de GP5 pueden activar 

células secretoras de IFN-γ (CTL´s) e inducir proliferación de células inmunes que 

potencialmente son las principales mediadoras de la inmunidad protectora celular (Chen 

et al., 2013; Díaz et al., 2009; Vashisht et al., 2008). 

Además, las vacunas de péptidos ofrecen ventajas potenciales en términos de seguridad 

y especificidad, ya que los péptidos pueden ser diseñados para ser altamente específicos 

para cada tipo viral y no contener componentes de virus activos o atenuados que puedan 

revertir a una forma virulenta (TopuzoĞullari et al., 2020). 

En nuestro grupo de trabajo se ha trabajado con algunos péptidos descritos en la 

literatura y también se han caracterizado algunos péptidos derivados de GP5 que podrían 

estar involucrados en la respuesta humoral y/o celular, que se han evaluado en proyectos 

anteriores. En este trabajo se exploró la participación de dos péptidos que contienen 

epítopos T derivados de la proteína GP5, denominados PTC1 y PTC2, en la regulación 

de la respuesta inmune adaptativa mediada por CTL´s en lechones. La respuesta inmune 

mediada por CTL´s, es un eje importante para la protección contra el virus que no se mide 

comúnmente y esta información no se conoce en relación con el PRRSV. El objetivo 

principal del trabajo fue investigar la eficacia y potencia en la activación de linfocitos T 

citotóxicos (CTL´s), en cerdos inmunizados con péptidos derivados de la proteína GP5 

de PRRSV.  

En resumen, las vacunas de péptidos representan una estrategia promisoria en el 

desarrollo de vacunas contra el PRRSV (Renukaradhya et al., 2015). La capacidad de 

estos péptidos para activar específicamente la respuesta de células T citotóxicas sugiere 

que podrían ser candidatos efectivos para vacunas duraderas contra este virus, 
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ofreciendo nuevas esperanzas en la lucha contra esta enfermedad devastadora en la 

industria porcina (Cox, 2013; McMahan et al., 2021; Rimmelzwaan et al., 2007). Al 

avanzar en nuestro conocimiento en el entendimiento de estos aspectos, podemos 

trabajar hacia un futuro donde el PRRS sea controlado de manera más efectiva, 

beneficiando tanto a los productores porcinos como a los consumidores. 

 

 

IV. JUSTIFICACIÓN 

 

El Virus Del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV) representa un 

desafío significativo para la industria porcícola, con una persistencia que afecta entre el 

20% y el 70% de las explotaciones tanto a nivel nacional como internacional. En México, 

el PRRSV ha sido clasificado como un patógeno de alta prioridad, lo que ha generado 

una demanda urgente para el desarrollo de biológicos para prevenir esta enfermedad. 

La glicoproteína 5 (GP5) del PRRSV juega un papel crucial en la interacción del virus con 

la célula huésped. GP5 contiene epítopos de reconocimiento para linfocitos T, lo que 

podría favorecer la respuesta adaptativa protectora mediada por la activación de células 

T citotóxicas (CTLs). 

Por ello, es fundamental analizar la capacidad de los péptidos derivados de la proteína 

GP5 para inducir una respuesta inmune adaptativa protectora, evaluando su eficacia en 

la activación de linfocitos citotóxicos específicos. Los resultados de este estudio 

contribuirán a la toma de decisiones fundamentadas en el diseño de inmunógenos 

efectivos para la prevención del PRRSV. 

 

V. HIPÓTESIS 
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Péptidos con epítopos T derivados de la proteína GP5 son capaces de activar a los 

CTL´s y propiciar la eliminación de células infectadas con PRRSV. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la eficacia y potencia en la activación de linfocitos T citotóxicos de cerdos 

inmunizados con péptidos de la proteína GP5 de PRRSV. 

 

1. Analizar las poblaciones celulares de linfocitos citotóxicos CD8+, en lechones 

inmunizados con péptidos derivados de la proteína GP5, a través de 

inmunotipificación. 

2. Evaluar el perfil de citocinas en respuesta a la inmunización con péptidos 

derivados de la proteína GP5. 

3. Evaluar la potencia de la activación de linfocitos T citotóxicos en células de 

cerdo, a través de ensayos directos de citólisis en co-cultivo. 

 

 

 

VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

Péptidos 

Los péptidos utilizados para el presente trabajo derivan de la secuencia GP5 del PRRSV 

tipo 2 y se denominaron péptido T citotóxico número 1 y péptido T citotóxico número 2 

(PTC1 y PTC2, respectivamente). 

El péptido PTC1 fue identificado previamente en nuestro grupo de trabajo (Perez-Duran, 

2020a). Su antigenicidad se determinó mediante análisis bioinformáticos (Immunoepitope 

VI. OBJETIVOS  

6.1 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 6.2 
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Data base IEDB y CCL Main Workbench 20.0, datos no publicados). PTC1 corresponde 

a la región del endodominio y presenta un alto grado de conservación (encima de 80% 

de homología) entre los diferentes genotipos reportados en la base de datos. 

En cambio, el péptido PTC2 contiene dos epítopos reportados conjuntamente por Vashit 

y colaboradores (2008). Estos corresponden a la identificación del autor como epítopos 

blanco de células T inmunodominantes. Nuestro equipo de trabajo realizó análisis por 

bioinformática (Immunoepitope Data base IEDB and CCL Main Workbench 20.0, datos 

no publicados) que identificaron a PTC2 como un probable epítopo de células T (Piña 

Díaz, 2021). 

Ambas secuencias peptídicas coinciden con el endodominio de GP5, correspondiente a 

los residuos 117 a 163. Los péptidos fueron sintetizados químicamente mediante síntesis 

en fase sólida por GenScript (Piscataway, NJ, EE.UU.): 

a) PTC1, RLYRWRSPVIGHLIDLKRVRVSAEQWGRPC (30 aa), pureza de 95%. 

b) PTC2, KGRLYRWRSPVIVEKLAALICFVIRLAKNC (29 aa), pureza del 98%. 

Para unir ambos péptidos en la formula vacunal se incluyó una cisteína en el extremo 

carboxilo terminal de su secuencia, para poder unirlos covalentemente a una proteína 

acarreadora. Ambos péptidos se resuspendieron en dimetilsulfóxido (DMSO) y se 

ajustaron a una concentración de 1 mg/mL de una solución madre. Posteriormente, se 

utilizaron 100 µl de cada péptido para las inmunizaciones de cada animal y ensayos de 

inmunorreactividad. 

Se realizó un análisis in silico utilizando las secuencias de PTC1 y PTC2 con las 

secuencias reportadas para PRRSV tipo 1, 2 y cepas de alta patogenicidad en el 

programa Protein BLAST (Altschul et al., 1997). Los resultados muestran una cobertura 

de búsqueda para PTC1 del 100% en PRRSV tipo 1, 96-100% para PRRSV tipo 2, y 93-

100% para HP-PRRSV. PTC2 mostró una similitud entre secuencias del 100% para los 

tres genotipos. Estos resultados sugieren que las secuencias se conservan entre 

genotipos (Perez-Duran, 2020a). 

Diseño experimental, animales y alojamiento 
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Se utilizaron veintiocho animales que procedían de la explotación porcícola certificada 

(Buenas Prácticas Ganaderas o BPP) de fines comerciales, la empresa Agroalimentos 

“La Concepción”, en la que periódicamente se verificaba que los animales fueran 

negativos a PCV2 y PRRSV (Datos no mostrados). De esta granja se seleccionaron 

aleatoriamente lechones destetados de 21 días de edad (el día final del periodo de 

lactancia) para el presente estudio, sexo indistinto, provenientes de seis camadas 

diferentes; cerdos mestizos cruce de las razas Large White y Pietrain. Todos los lechones 

fueron sometidos a un plan estándar y rutinario de medicina preventiva que incluía 

suplementación de Hierro/Zinc y vacunaciones. Las vacunaciones incluyeron: Coccidia 

(Coxizuril 5%, 20 mg/Kg vía oral, Lapisa, México) a los 3 días del nacimiento, Mycoplasma 

hyopneumoniae y Circovirus porcino tipo 2 (Comboflex 2,0 mL vía IM) a los 3 y 19 días 

del nacimiento, e Influenza porcina (Por-cimune influenza 2,0 mL vía IM Lapisa, México) 

a los 21 días de edad. 

A los 21 días de edad, 28 lechones fueron separados al corral (galera) experimental de 

>33,6 m2 (conforme a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana vigente NOM-62-ZOO-

1999). La granja de experimentación fue la Unidad de Fomento Ganadero de La Carreta 

del gobierno del estado de Michoacán, ubicada en la comunidad del calvario, C.P. 58928 

con ubicación 19°48'09.9"N 101°03'47.1"W.  

Se utilizó la herramienta en línea GraphPad-Random number generator 

(https://www.graphpad.com/quickcalcs/randomN1/) para asignar aleatoriamente cada 

animal a uno de los cuatro grupos de siete individuos cada uno. Se marcaron con número 

individual las orejas de los cerdos con tatuajes y aretes. Se dividieron aleatoriamente en 

cuatro grupos de 7 individuos en los cuatro corrales experimentales. 

El día cero del experimento, se inoculó a los animales según el grupo al que pertenecían. 

El grupo control se inoculó con 800 µl de PBS (N=7), el grupo vehículo se inoculó con la 

preparación de 400 µl de PBS y 400 µl de hidróxido de aluminio (adyuvante) (N=7), el 

grupo PTC1 se inoculó con una preparación que contenía PTC1 (N=7), y el grupo PTC2 

se inoculó con una preparación con PTC2 (N=7). La preparación de inoculación para los 

péptidos fue: 200 µg de péptido PTC1 o PTC2 (1 mg/mL), 200 µg de BSA-maleimida [1 

mg/mL] (Thermofisher Maleide Activated BSA), conjugada según las especificaciones del 
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fabricante y 400 µl de adyuvante alhidrogel (InvivoGen San Diego, CA) con un volumen 

final de 800 µl. Los lechones se inmunizaron por vía intramuscular en la zona del glúteo 

mayor. En lo sucesivo, los grupos Control y Vehículo se referirán como controles. 

Las camas se limpiaron diariamente. Los lechones tuvieron acceso permanente a agua 

potable ad libitum y fueron alimentados con una dieta comercial (Folechon fase 1, 

Vitalechón fase 1, fase 2, fase 3 y Vitalechon iniciador Valles) (Sagarpa A-6436-004) 

siguiendo las dosis recomendadas por el fabricante, utilizando un dispositivo 

semiautomático (comedero para lechones de 9 libras). Además, los corrales se 

enriquecieron con material para jugar (cadena suspendida) y acariciar (botellas de 

plástico en suspensión). Los animales tuvieron un periodo de adaptación de siete días 

(Día –7 del experimento), antes del inicio del experimento (Día 0). El mapa de 

inmunización y muestreo sanguíneo se muestra en. 

El alojamiento, manejo, cuidado y muestreo de los animales se realizó de acuerdo con 

los lineamientos internacionales del Animal Care and Use Program (NIH, EUA) y 

nacionales, la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 vigente. El protocolo de 

estudio CICUMSNH-A101-FMVZ fue aprobado por el Comité Institucional de Ética en 

Investigación (Comité de Investigación y Ética Animal de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo) previo 

al inicio del plan de desarrollo del proyecto. 

Peso de los lechones 

Se determinó la ganancia de peso de los animales en cada semana de experimentación. 

Se utilizó una báscula de piso con un rango de peso de 1 kg hasta 100 Kg. 

Toma de muestras sanguíneas y aislamiento de células mononucleares de sangre 

periférica 

Se recogieron muestras de sangre mediante punción de la vena yugular, a los 0, 2, 21 y 

42 DPI. La sangre se extrajo con y sin EDTA (15 ml por animal) en tubos de tapa color 

morado (para recolección de sangre total) y oro/amarillo (para recolección de suero) 

comerciales (Vacutainer, BD, N.J., EE.UU.) y se procesaron dentro de las 3 h siguientes 

a la extracción.  
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Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron de la sangre 

completa mediante separación en gradiente de densidad utilizando Lymphoprep® 

(StemCell Technologies, Vancouver, Columbia Británica, Canadá), se modificó el 

protocolo para optimizar la obtención de células monoclonales (PBMC). Siendo necesaria 

la recolección de 15 mL de sangre periférica, los 15 mL de muestras de sangre completa 

se diluyeron cuidadosamente 1:1 (volumen:volumen) con el reactivo Lymphoprep; 

después, se centrifugaron a 464 × g durante 25 min sin pausa (no brake). Se recogió la 

interfase y se transfirió a un tubo cónico, se lavó dos veces con 2 mL de PBS para eliminar 

detritos (restos celulares); después, se centrifugó a 694 × g durante 15 min. Se añadió el 

reactivo amortiguador de lisis de glóbulos rojos 1X (Milltenyi Biotec) y se incubó a 

temperatura ambiente durante 5 min para eliminar restos celulares que pudieran 

intervenir con el aislamiento de linfocitos. Después, se lavaron dos veces con 2 mL de 

PBS, y se centrifugaron a 573 × g durante 5 min. Todos los reactivos utilizados para la 

separación se llevaron a temperatura ambiente previo a su utilización. El pellet/botón 

celular se resuspendió en 2 400 µL de FBS/DMSO al 10% y se dividió en cuatro criotubos. 

Esta técnica es ampliamente utilizada para la criopreservación de células (BD Technical 

Protoco, 2015). Las muestras se mantuvieron ultracongeladas a -80°C hasta su uso para 

análisis posteriores. 

 

Ensayo de detección de citocinas 

La concentración de citocinas se cuantificó utilizando el kit comercial preconfigurado de 

inmunoensayo multiplex Cytokine & Chemokine 9-Plex Porcine ProcartaPlex® panel 

(Invitrogen, Viena, Austria, No. de cat. EPX090-60829-901), siguiendo los protocolos del 

fabricante (ProcartaPlex® Multiplex Immunoassay user guide). Para ello, se utilizó el 

equipo Luminex 200 (Austin, TX, EE.UU.). La concentración se evaluó en muestras de 

suero obtenidas 2 DPI. Las citocinas evaluadas fueron: IFN-α, IFN-γ, IL-1β, TNF-α, IL-4, 

IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p40. Cuando el instrumento Luminex notificó una concentración 

"por debajo del límite de detección", los valores se notificaron como cero. 

Análisis por citometría de flujo de las poblaciones de linfocitos citotóxicos 
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La citometría se realizó utilizando aproximadamente 1x106 células/mL de PBS por cada 

muestra de cada individuo. Las células se tiñeron y luego se evaluaron en el citómetro de 

flujo (Attune NxT acoustic fo-cusing cytometer, Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA, 

EE.UU.). El citómetro está configurado con dos láseres, uno azul (488 nm) y otro violeta 

(405 nm).  

El análisis incluyó tres subpoblaciones de células T de interés: CD3+/CD8+/CD44+, 

CD8+/CD44- y CD8-/CD44+. Los anticuerpos utilizados fueron anti-pig-CD3ε PE-Cy™7 

(Becton Dickinson, cat: 561477), anti-pig-CD8α (76-2-11) FITC (Invitrogen, cat: MA5-

28714) y anti-pig-CD44 (marca, cat: MEM-263) PE (Invitrogen, cat: MA1-19781).  

Se recogieron al menos 10 000 eventos en cada corrida de cada muestra para analizar 

los paquetes de eventos individuales. Se realizó un diagrama de puntos con la 

comparación de la dispersión frontal-A frente a la dispersión frontal-H, donde se 

descartaron los dobles (células dúplex que pudieran interferir en la medición). Se aplicó 

un diagrama de puntos de dispersión lateral contra dispersión frontal lineal de singletes 

para delimitar la población de linfocitos. Con el gráfico de población de linfocitos, se 

realizó una estrategia de gating de subconjuntos para comparar las células BL1-CD3+ 

contra la dispersión lateral lineal. A continuación, se realizó otro gating de cuadrante de 

subconjunto para seleccionar 4 subpoblaciones de linfocitos T: CD8-/CD44- (Q4), 

CD8+/CD44+ (Q2), CD8+/CD44- (Q3) y CD8-/CD44+ (Q1). Los resultados obtenidos de 

cada subpoblación se muestran como porcentaje de células positivas. 

Ensayos in vitro 

Plásmidos y líneas celulares 

La clona infecciosa de PRRSV norteamericano de tipo 2 (cepa NVSL 97-78950) clonado 

en el plásmido pFL-12 fue un generoso regalo del Dr. Asit K. Pattnaik de la Universidad 

de Nebraska. La línea celular PK-15 Siglec-10+ CD163+ (PK-15 S10-CD163) fue donada 

generosamente por el Dr. Hans J. Nauwynck de la Universidad de Gante. Las células PK-

15 S10-CD163 y MARC-145 (ATCC CRL-2378.1) se cultivaron en Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de 
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penicilina/estreptomicina (P/S; 10.000 U/mL; 10 mg/mL; Thermo Fisher Scientific Carls-

bad, CA, EE.UU.) y 0,5% de gentamicina (10000 U/mL; Thermo Fisher Scientific). 

Transcripción in vitro, propagación de la clona infecciosa y recuperación del virus 

PRRS 

La propagación de la clona infectiva se llevó a cabo utilizando el plásmido FL-12 que 

contiene el genoma completo de PRRSV tipo II (variedad NVSL 97-78950, tipo 

americano) fue donado por el Dr. Asit K. Pattnaik de la Universidad de Nebraska. El 

plásmido fue reconstituido en agua ultrapura (Tipo I) Milli-Q® para su utilización. El 

plásmido pFL-12 que contiene el genoma completo del PRRSV tipo 2 se cuantificó con 

el NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA, EE.UU.). La PCR de punto 

final para corroborar los ORF´s clonados en el plásmido se realizó utilizando los 

cebadores descritos por nuestro grupo de trabajo: ORF3 5-3': forward: 

GGATGTACCGCACCATGGAA, reverso: CCTGTCATGCGCAGATTGTG (pb: 187); 

ORF4 5-3': forward: AAGGCCACTTGACCAGTGTT, inversa ATGCTGCGGTAG-

TGTTGGTT: (pb: 368); ORF5 5-3': adelante: TGCTCGCGATTGCTTTCTTT, inversa: 

ATGAGAGCTGCTGTTGCTGT (pb: 84); ORF6 5-3': forward: CCTTGACACAG-

TCGGTCTGG, inversa: AGGACATGCAGTTCTTCGCA (pb: 140) y ORF7 5-3': adelante: 

GTTGGGTGGCAGAAAAGCTG, inversa: GGGCTTCTCCGGGTTTTA (pb: 210). 

Posteriormente, se realizó una electroforesis en gel con el plásmido completo y las 

amplificaciones de los ORF para corroborar la presencia e integridad del plásmido y del 

genoma del PRRSV (datos no mostrados). 

A continuación, el plásmido se linealizó con la enzima AclI (New England Biolabs, MA, 

EE.UU.) para realizar una transcripción de ARN in vitro utilizando el kit TranscriptAid T7 

High Yield (Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA, EE.UU.), tal como se describe por el 

fabricante, esto para generar un RNA mensajero de polaridad positiva, el cual se traduce 

cuando es transfectado a la célula blanco. Se transfectaron 5µg de RNA viral en células 

MARC-145 (las cuales son permisivas al virus.) utilizando Lipofectamina 3 000® 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA, EE.UU.) como se describió 

anteriormente (Ansari et al., 2006). Las células MARC-145 infectadas se incubaron 

durante dos días (48 h). Después, se lisaron las células junto con el sobrenadante. A 
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continuación, se realizó un pasaje a un nuevo cultivo MARC-145 con medio DMEM 10% 

FBS sin antibiótico y se incubó durante 48 h para permitir la amplificación y replicación 

viral. Posteriormente, las células y el sobrenadante fueron lisados, alicuotados y 

almacenados a - 80°C con el medio original DMEM suplementado con 20% FBS. 

Extracción de RNA, retrotranscripción, PCR de punto final y ensayo de PCR en 

tiempo real para la detección y cuantificación del virus PRRS 

El ARN viral se obtuvo a partir de 500 μl de células infectadas con MARC-145 -PRRSV 

(obtenidas como se ha descrito anteriormente). La extracción del ARN se llevó a cabo 

utilizando 500 μL del reactivo TRIzol® (Invitrogen Thermo Scientific, CA, EE.UU.), de 

acuerdo con la guía del usuario para el aislamiento del RNA. A continuación, el 

precipitado de RNA se resuspendió en 15 μl de agua ultrapura libre de RNasas. Las 

muestras se conservaron en hielo. La transcripción inversa (retrotranscripción) se llevó a 

cabo con el kit comercial Re-vertAid H Minus Reverse Transcriptase® (Thermo Fisher 

Scientific Carlsbad, CA, EE.UU.) siguiendo las especificaciones del fabricante. 

Las copias virales se cuantificaron por qPCR utilizando 11 µl de DNAc y el reactivo Syber 

green® (Biorad, Hercules, CA, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante 

para la mezcla, se utilizaron 0,5 µl del primer ORF7 forward 5′-3′: 

GTTGGGTGGCAGAAAAGCTG y reverso 5′-3′: GGGCTTCTCCGGGTTTTA primer a [10 

µM] para la amplificación de una banda de peso de 210 pb que corresponde al ORF7. 

Curva estándar para la cuantificación de PRRRSV 

La curva estándar de qPCR se realizó utilizando el plásmido pFL-12 PRRSV (tipo-2). La 

concentración del plásmido se correlacionó con un número estimado de copias virales 

(Woźniakowski et al., 2012). Las diluciones seriadas séxtuples oscilaron entre 6,4 × 109 

y 2,0 × 106 de número de copias virales, este conjunto de datos se utilizó para la 

construcción de la curva estándar y medir las copias virales en muestras de suero y 

sobrenadante de la amplificación viral del PRRSV en células infectadas MARC-145. 

 El cálculo de los parámetros de la curva estándar mostró un coeficiente de correlación 

R2=0.996 con una pendiente = -3,159, intercepción = 21,55 y eficacia E = 107,279%. 

Utilizando una fórmula estándar para el cálculo del análisis de regresión lineal Y = -3 
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159X+21,55 fue posible cuantificar el número de copias virales en las muestras 

examinadas. 

Co-cultivos de linfocitos primarios con células PK-15 S10-CD163 infectadas con 

PRRSV 

El ensayo de citotoxicidad se realizó en un co-cultivo de células PK-15 S10-CD163, como 

las células diana, y con linfocitos porcinos primarios aislados de los cuatro grupos 

experimentales, como las células cebadas (CTL´s). 

Primeramente, se sembraron células PK-15 S10-CD163 a una concentración de 10 000 

células/pocillo en placa negra de 96 pocillos con fondo plano transparente (Thermo 

Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) con medio DMEM 2% FBS (Thermo Scientific, 

Carlsbad, CA, EE.UU.). Las células se incubaron durante 24h a 37⁰C y 5% CO2. A 

continuación, las células se infectaron con PRRSV a una MOI de 0.2 en DMEM 10% FBS 

inactivado y se sembraron al mismo tiempo que los linfocitos en la placa.  

Tras la descongelación, se realizó una normalización de los linfocitos viables antes del 

experimento como control de viabilidad. La viabilidad se midió mediante un ensayo con 

bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio (MTT). Las células se cultivaron 

a 1×104 células/pocillo en medio basal RPMI y se incubaron a 37°C en placas de 96 

pocillos con un 5% de CO2. A continuación, se añadieron 20 µl de MTT (5 mg/mL en PBS) 

a cada pocillo, y las células se incubaron durante 4 h a 37°C. A continuación, se 

centrifugaron a 830 x g durante 5 min y se eliminaron inmediatamente los sobrenadantes. 

Se añadieron 100 µl de dimetilsulfóxido (DMSO) y se determinó la absorbancia (595 nm) 

mediante un lector de microplacas (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). La viabilidad celular 

se expresó cómo porcentaje (%) de viabilidad, en comparación con linfocitos frescos 

como control. El porcentaje de viabilidad se calculó como se muestra: [(densidad óptica 

de las muestras) / (densidad óptica del control)] x 100. Las muestras se analizaron por 

triplicado. Todos los grupos mostraron un rango alrededor de ≈ 40% de viabilidad tras la 

descongelación de los crioviales a -80⁰C. 

Los PBMC criopreservados a partir de 42 DPI se descongelaron a temperatura ambiente 

y se sembraron en placas de cultivo de 100 mm (Corning, NY, EE.UU.) por 2h en 
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condiciones de cultivo estándar con RPMI (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) 

10% FBS. Esto, para el aislamiento de linfocitos primarios porque los macrófagos tienen 

la propiedad de ser adherentes. Posteriormente se retiró el sobrenadante, el cual 

contenía el enriquecido de linfocitos aislados. 

Tras la incubación, se recogieron los linfocitos no adheridos y se identificaron como 

linfocitos aislados. Estos linfocitos se separaron en dos muestras, una se cultivó con 

RPMI 10% FBS y la otra se incubó con RPMI 10% FBS suplementado con 10 µg/mL de 

fitohemaglutinina (PHA) (SIGMA Aldrich). Las células se incubaron durante 24 h a 37⁰C 

y 5% de CO2. 

Para los ensayos de co-cultivo, se añadieron aislados de linfocitos a las células PK-15 

infectadas. En detalle, se añadieron linfocitos primarios a una concentración de 8 000 

células/50 µl/pocillo para alcanzar una proporción 8:1 (linfocito:PK-15), utilizando RPMI 

10% FBS sin rojo fenol (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Además, cada pocillo 

recibió 50 µl de reactivo Green celltox (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.). Los co-

cultivos se incubaron a 37°C con un 5% de CO2. La fluorescencia se cuantificó a las 12 

h y 24 h en un equipo Varioskan LUX (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) medido 

a 485/520 nm. 

Análisis estadístico 

Las diferencias estadísticas entre los grupos infectados y no infectados se evaluaron en 

primer lugar mediante pruebas de normalidad y log-normalidad para todos los ensayos, 

a continuación, se analizaron mediante análisis de la varianza (ANOVA) de una o dos 

vías y seguidamente mediante la prueba post hoc de Kruskal-Wallis o las pruebas post 

hoc de Brown-Forsythe y Welch, según se detalla en las leyendas de las figuras. Los 

valores p de * P < 0,05, ** P < 0,01 y *** P < 0,001 se consideraron estadísticamente 

significativos. Se utilizó el software GraphPad Prism (versión 8.0.1, GraphPad Software, 

San Diego). 
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VIII. RESULTADOS 

Ganancia de peso a través de las semanas de experimentación 

La ganancia de peso semanal aumentó de forma constante a lo largo del experimento en 

los cuatro grupos. No hubo diferencias significativas en los grupos PBS y vehículo en 

comparación con los grupos PTC1 y PTC2 (Figura 2). 

 

Figura 2: Ganancia de peso. Peso de los cerdos en experimentación en las distintas semanas 
de crecimiento (N=28) divididos en 4 grupos (n=7). Las curvas indican la mediana de 7 sujetos 
individuales, y las barras de error representan el rango intercuartílico. Las diferencias 
estadísticamente significativas se determinaron mediante ANOVA de dos vías y prueba pos hoc 
de Tukey. Se observaron diferencias no significativas. 
 

Cuantificación de la concentración de citocinas proinflamatorias 

Se cuantificó la concentración de citocinas en muestras de suero provenientes de cada 

animal de los cuatro grupos experimentales obtenidas 2 DPI después de la primera 

inmunización, para determinar el estado proinflamatorio. Los cerdos inmunizados con 

PTC2 mostraron una mayor concentración sérica de TNF-α e IL-1β en comparación con 

los grupos de control y vehículo (Figura 3 A y B). Por el contrario, en el grupo PTC2, la 

IL-8 y el IFN-α no mostraron diferencias significativas en las concentraciones séricas, en 

comparación con los grupos de control (Figura 3 C y D). El grupo PTC1 no mostró 

diferencias en las concentraciones séricas de citocinas en comparación con los controles. 
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Estos resultados sugieren que el péptido PTC2 puede inducir una condición 

proinflamatoria tras la inmunización. Se cuantificó 48 horas después de la primera 

inmunización para observar el efecto inmunomodulador en la primera etapa de 

procesamiento y presentación del antígeno. 

 

Figura 3. Análisis de citocinas proinflamatorias en suero de cerdos inmunizados con PTC1, 
PTC2 y los grupos control. Las muestras de suero se recogieron 48 h después de la inoculación. 
Las citocinas se midieron mediante un inmunoensayo multiplex de citocinas utilizando un equipo 
Luminex. A) TNF-α. B) IL-1b. C) IL-8. D) IFN-α. Las barras indican la mediana de 7 sujetos 
individuales y las barras de error representan el rango intercuartílico. Las diferencias 
estadísticamente significativas se determinaron mediante ANOVA y la prueba pos hoc de Kruskal-
Wallis. 
 

Evaluación sérica de citocinas relacionadas con la actividad de la inmunidad 

celular de linfocitos cooperadores. 

Se cuantificó la concentración de citocinas en muestras de suero provenientes de cada 

animal de los grupos experimentales obtenidas 2 DPI después de la primera 
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inmunización, para determinar las citocinas que pudieran estar relacionadas con la 

activación de linfocitos cooperadores de tipo Th1 y Th2. Donde, los cerdos del grupo 

PTC2 mostraron un aumento de la concentración sérica de IL-4, IL-10 e IL-6, en 

comparación con los grupos control y vehículo (Figuras 4A, B, D y E). En el caso de la 

IL-12, la concentración aumentó en los grupos vehículo, PTC1 y PTC2 en comparación 

con el control (Figura 4C). Por lo tanto, es posible que el vehículo pudiera influir en la 

concentración de IL-12 en esta configuración experimental. 
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Figura 4. Cuantificación de IFN-γ, IL-6, IL-12, IL-4 e IL-10 en suero porcino. El suero de los 
cerdos fue colectado a 48 h después de la inoculación. Las citocinas se midieron mediante un 
inmunoensayo de citocinas multiplex utilizando un equipo Luminex. Las barras indican la mediana 
de 7 sujetos individuales, y las barras de error representan el rango intercuartílico. Las diferencias 
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estadísticamente significativas se determinaron mediante ANOVA, prueba pos hoc de Kruskal-
Wallis. 
 

Citometría de flujo para la identificación de poblaciones celulares de linfocitos 

citotóxicos CD8+ 

La población de linfocitos citotóxicos (CD8+) en sangre periférica se cuantificó a los 42 

DPI. La población de células CD8+ aumentó en los cerdos inmunizados con PTC1 y 

PTC2, en comparación con los grupos PBS y vehículo (Figura 5A). El grupo inmunizado 

solamente con el vehículo mostró un recuento de células CD8+ superior en comparación 

con el grupo control, pero seguía siendo inferior al de los cerdos inmunizados con ambos 

péptidos. Estos datos sugieren que los péptidos podrían tener un efecto directo sobre la 

producción y diferenciación de linfocitos citotóxicos.  

Para determinar si los péptidos podían influir en el estado de activación de los linfocitos 

citotóxicos, cuantificamos las células CD8+/CD44+ doblemente positivas que pueden 

corresponder a la población de CTL´s activados (Yang & M. Binns, 1993) mediante 

citometría de flujo. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el recuento de 

CD8+/CD44+ en los grupos inmunizados con péptidos en comparación con los controles 

(Figura 5B). 
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Figura 5. Análisis por citometría de flujo de las poblaciones de linfocitos T, poblaciones de 
células CD8+ y CD8+CD44+ de cerdos a los 42 DPI.  
A) Porcentaje de población total de células citotóxicas CD8+. B) Porcentaje de células citotóxicas 
activadas totales CD8+CD44+. Las barras indican la mediana de 7 sujetos individuales y las 
barras de error representan el rango intercuartílico. Las diferencias estadísticamente significativas 
se determinaron mediante ANOVA y pruebas pos hoc de Brown-Forsythe y Welch. 

 

Co-cultivos de linfocitos aislados de los cuatro grupos experimentales con células 

infectadas por el PRRSV 

Los linfocitos cebados con PTC1 y PTC2 reconocen y eliminan las células infectadas por 

el virus PRRS. Los linfocitos aislados de 42 DPI, de todos los grupos experimentales, se 

co-cultivaron con células infectadas por el PRRSV para evaluar su actividad citotóxica. 

La actividad citotóxica se estimó a partir de las unidades de fluorescencia relativa (RFU), 

esto es equivalente a las células no viables. Como control de viabilidad se utilizaron 

células PK-15 infectadas únicamente con el virus.  

Tras 12 h de co-incubación, no se observó una diferencia estadísticamente significativa 

entre las células viables de ningún grupo de tratamiento, es decir, se presentó el mismo 

nivel de células muertas independientemente del esquema de inmunización (Figura 6A). 

Por el contrario, cuando los linfocitos fueron estimulados con PHA 24 h previo al co-

cultivo, la diferencia en la viabilidad celular fue significativamente mayor en el grupo 

inmunizado con PTC1 (Figura 6B). 

Tras 24 h de co-incubación, el efecto de PTC1 sobre la viabilidad celular fue claramente 

superior al de PTC2 y al de los grupos de control, así como con y sin estimulación con 

PHA (Figura 6C y D). 
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Figura 6. Respuestas de células CTL´s específicas de los péptidos derivados del PRRSV 
in vitro. Se sembraron células PK-15 S10-CD163 en una proporción (radio) de 1:8 con linfocitos 
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aislados de cerdos inmunizados según los grupos experimentales: Control, Vehículo, PTC1 y 
PTC2. Además, los linfocitos de los grupos: vehículo, PTC1 y PTC2 fueron pre-activados in vitro 
con PHA durante 24 h antes del co-cultivo. A) Medición de la RFU a las 12 h de co-cultivo. B) 
Medición a las 12 h del co-cultivo con linfocitos pretratados con PHA. C) Medición de la RFU a 
las 24 h del co-cultivo. D) Medición a las 12 h de co-cultivo con linfocitos pretratados con PHA. 
Las barras indican la mediana de 7 sujetos individuales y las barras de error representan el rango 
intercuartílico. Las diferencias estadísticamente significativas se determinaron mediante ANOVA 
y pruebas pos hoc de Brown-Forsythe y Welch. 
 

 

IX. DISCUSIÓN 

 

Las vacunas candidatas contra el PRRSV basadas en subunidades peptídicas se han 

estudiado desde hace más de 25 años. Sin embargo, la eficacia protectora de estas 

vacunas es variable entre cepas y la mayoría no confiere protección contra cepas 

heterólogas. Además, la respuesta de este tipo de inmunización puede ser comparable a 

la de las vacunas con virus inactivados (Renukaradhya et al., 2015).  

Las vacunas de virus vivo modificado (atenuado) o MLV son actualmente las más 

utilizadas, pero no ofrecen una protección completa y esterilizante frente al PRRSV. Las 

vacunas de nueva generación como las que utilizan la proteína GP5 completa, tampoco 

promueven una respuesta adecuada. Por lo tanto, todavía se precisan vacunas eficaces 

y seguras como candidatos para combatir la infección contra el PRRSV. Por ejemplo, los 

péptidos derivados de plantas (extractos) y sintéticos han demostrado una sólida 

inducción de la inmunidad mediada por células T (Hilchie et al., 2019). Estos resultados 

sugieren que los péptidos son prometedores para la investigación y el desarrollo de 

nuevas vacunas. 

En el presente estudio informamos de las características inmunogénicas de dos 

novedosos péptidos derivados de la proteína GP5 del PRRSV tipo 2 como candidatos a 

una formulación vacunal, haciendo hincapié en su potencial para inducir inmunidad 

mediada por células T. A esto, PTC1 abarca los residuos de amino ácidos 148-161 (Seq. 

Ref. UJD73100.1) y PTC2 corresponde a los residuos de amino ácidos 116-130 y 148-

163 (Seq. Ref. UOA04012.1) integrados en el péptido. También, PTC1 comparte un 76% 
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de similitud con la secuencia previamente reportada por el grupo de Chen, C. y 

colaboradores (2013). En este trabajo fue reportado que la secuencia denominada GP5-

149T contiene un epítopo de células T y fue capaz de inducir una respuesta inmune de 

células T (Chen et al., 2013). Por otra parte, PTC2 contiene dos secuencias integradas 

en el epítopo, la primera corresponde a un epítopo inmunodominante de células T 

reportado por Vashisht, K. y colaboradores (2008). La segunda secuencia se sobrelapa 

con la secuencia PTC1. Se han identificado epítopos de células T en GP5 que apoyan el 

uso de esta proteína para inducir una respuesta mediada por células T (Chen et al., 2013; 

Díaz et al., 2009; Marsman et al., 2020; Vashisht et al., 2008). Se ha encontrado que 

péptidos similares a PTC1 y PTC2 promueven la activación de células secretoras de IFN-

γ (como los CTL's); así como, la proliferación de PBMCs de ratones y cerdos; además, 

están relacionados con la actividad secretora de las células T, analizando la secreción de 

IFN-γ (Chen et al., 2013; Díaz et al., 2009; Vashisht et al., 2008). 

El diseño experimental no afectó a la salud ni a la tasa de crecimiento de los cerdos. En 

nuestro estudio, el aumento de peso fue independiente del protocolo de inmunización 

(Fig. 2), lo que indica que los cerdos tuvieron una tasa de crecimiento normal. A esto, con 

frecuencia, se menciona que el control del aumento de peso es indicativo del estado de 

salud y bienestar de los animales de producción (He et al., 2015), por lo que sustenta la 

idea de que los animales crecieron saludablemente durante todo el periodo de 

experimentación. Además, todos los lechones utilizados para el experimento fueron 

negativos al PRRSV, dato que fue confirmado por PCR. 

Para los experimentos, se utilizó la formulación candidata a vacuna que contenía uno de 

los dos péptidos derivados de GP5 llamados PTC1 y PTC2, los cuales se dividieron en 

dos grupos diferentes, donde, mostraron diferentes patrones de estimulación en lo que 

respecta a las citocinas proinflamatorias, las citocinas relacionadas con la activación de 

la inmunidad celular y la actividad citotóxica relacionada con los linfocitos cebados. 

Primero se analizó el perfil proinflamatorio de los cerdos inmunizados con los péptidos. 

Se evaluó por medio de la concentración de TNF-α, IL1-β, IL-8 e IFN-α (Fig. 3). El 

resultado mostró un aumento del TNF-α y la IL1-β (Fig. 3, A y B), lo que sugiere que el 

PTC2 induce un estado proinflamatorio a los 2 DPI. Respecto a esto último, estudios 
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similares en los que se utilizaron péptidos derivados del PRRSV y proteínas 

transportadoras como vehículo, mostraron un aumento del TNF- α, que es una citocina 

relacionada con una potenciación de la respuesta inmunitaria Th1 (Chen et al., 2013). 

También se ha reportado que la adición de proteínas transportadoras a los péptidos como 

las proteínas de mayor peso molecular son una estrategia eficaz para aumentar la 

respuesta inmunitaria a los antígenos de la vacuna (Chen et al., 2013). 

En el presente trabajo se realizó la medición de citocinas a las 48 h porque informes 

reportados previamente por otros autores muestran un aumento que durante las 24 y 48 

h postratamiento, esto es una ventana de exposición donde se puede observar el pico 

del incremento de citocinas. Se observó un aumento de citocinas proinflamatorias y vías 

de señalización relacionadas con la activación de células T (Marsman et al., 2020; 

Somasundaram et al., 1999). Transcurrido este tiempo, en los reportes se observa que 

disminuyen paulatinamente las vías de señalización como lo es la vía STAT, relacionada 

con el fenotipo Th1 (Marsman et al., 2020). El grupo de Arunachalam et al. (2023) ha 

descrito que después de 7 días de vacunación con la vacuna BNT162b2 de Pfizer-

BioNTech, las quimiocinas y citocinas como CXCL10, IL-6, IFN-α e IFN-γ, volvieron a 

niveles normales (Arunachalam et al., 2021; C. Li, Lee, et al., 2022). 

Relacionado con lo anterior, la inmunización con PTC2 tras 2 DPI se correlacionó con 

una mayor concentración sérica de citocinas relacionadas con la respuesta inmunológica 

celular Th1 y Th2 (Fig. 4). Concretamente, la mayor concentración de IFN-γ e IL-12 está 

relacionada con la activación de linfocitos ayudantes de linaje Th1 (Mountford et al., 

1999); mientras que la mayor concentración de IL-4 e IL-6 sugiere la estimulación de 

linfocitos Th2 (Heijink et al., n.d.; Rincón et al., 1997). 

En el presente estudio se muestra que se promovió la activación de la inmunidad celular 

relacionada con los linfocitos de tipo Th1 y Th2. Esta misma respuesta se ha observado 

en la inmunización con SARS-CoV-2 en un modelo murino (Chung et al., 2022). Las 

respuestas inmunitarias relacionadas con Th1/Th2 a través de la secreción de sus 

citocinas predominantes como IFN-ɣ e IL-4 que pudieran conferir protección porque 

inducen potentemente la actividad citolítica de los CD8+ y activa células B (Chung et al., 

2022). La activación de la diferenciación de los linfocitos Th1/Th2 podría favorecer la 
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reducción de la carga viral y también podría prevenir significativamente la pérdida de peso 

corporal, como se observó previamente con las vacunas de SARS-CoV-2. Además, la 

posible secreción de anticuerpos neutralizantes se vería favorecida con la activación de 

Th1 y Th2 (Chung et al., 2022). En nuestro trabajo no se analizó el papel de los 

anticuerpos neutralizantes, pero en el futuro se investigará para determinar su capacidad 

de reconocer y neutralizar el virus del PRRSV. 

En general, por parte de la respuesta de secreción de citocinas se puede mencionar que 

PTC2 induce un perfil inmunomodulador de citocinas proinflamatorias T cooperadores 

Th1/Th2, mientras que PTC1 ceba linfocitos (probablemente CTL) con un efecto 

citotóxico sobre las células infectadas por el PRRSV. 

La respuesta de las células CTL se ha estudiado previamente por otros autores utilizando 

péptidos derivados del PRRSV tipo 1 y altamente patógeno (HP) (Liang et al., 2021; 

Mokhtar et al., 2016). En estos trabajos, los cerdos inmunizados con péptidos de las 

proteínas NSP2 y M aumentan la actividad de los CTL´s que particularmente producen 

IFN-γ (Liang et al., 2021) y sugieren que esta respuesta podría ser suficiente para 

proteger frente a la enfermedad por PRRSV, incluso en ausencia de anticuerpos 

neutralizantes (Mokhtar et al., 2016). Además, se ha sugerido que los péptidos capaces 

de inducir CTL´s podrían ser necesarios para una inmunidad óptima contra el PRRSV 

(Liao et al., 2013; Pan et al., 2020; Zhang et al., 2011) 

En el presente trabajo, se evaluó la población de linfocitos citotóxicos (CTL’s) en cerdos 

inmunizados con los péptidos PTC1 y PTC2 a los 42 DPI. Donde se observó que ambos 

péptidos indujeron un aumento significativo de células CD8+. Anteriormente, en un 

modelo de ratón, observamos un aumento de la población de CTL (CD8+) tras la 

inmunización con PTC1 (datos no publicados) (Perez-Duran, 2020b). Este resultado se 

confirma en el presente estudio, en el que observamos un aumento de la población de 

linfocitos citotóxicos totales (CD8+) con ambos grupos, PTC1 y PTC2, en comparación 

con el grupo control y vehículo (Fig. 5). El aumento de linfocitos citotóxicos totales en el 

grupo vehículo (BSA proteína) está bien caracterizado para el adyuvante hidróxido de 

aluminio (alhidrogel), ya que este puede modular la respuesta de los linfocitos T mediante 

el aumento del receptor del inflamasoma (NLRP3); así como, por otras vías 
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independientes de la proteína 3 del inflamasoma. Estas vías promueven la secreción de 

altos niveles de factores proinflamatorios a través de las células presentadoras de 

antígenos que actúan directa o indirectamente sobre las células B y T (He et al., 2015). 

Además, las sales de aluminio aumentan la población de células citotóxicas activadas 

(Sheikh et al., 1999), promueven la presentación cruzada de antígenos de células 

dendríticas (DC) in vitro y mejoran la actividad citolítica de los CTL (Sheikh et al., 1999; 

Wei et al., 2020). 

Respecto a esto, se evaluó el fenotipo de activación de las células T CD8+ (CD8+/CD44+) 

a los 42 DPI. No hubo diferencias significativas en los perfiles de activación de la 

población CD8+, a pesar de la mayor población observada en los grupos inmunizados. 

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Franzoni et al. (2013), donde, se 

evidencia que es necesario un desafío viral para observar una diferencia en la activación 

de células CD8+ activadas (CD8+/CD44+). También se reportó en el mismo estudio que 

solo el grupo inmunizado con una vacuna atenuada contra el virus de la peste porcina 

clásica (VPPC) y desafiado con una cepa virulenta mostró un perfil de activación CD8+ y 

mostró el pico más alto más alto de células activadas tras 56 días de inmunización 

(Franzoni et al., 2013). Este resultado sugiere que los CD8+ cebados podrían activarse 

por la presencia del antígeno vírico in vitro o in vivo tras una correcta estimulación en los 

cerdos inmunizados. 

La población de células CD8+ mostró un aumento significativamente mayor en los cerdos 

inmunizados con los péptidos PTC1 y PTC2; por lo tanto, se decidió explorar su actividad 

citotóxica in vitro para confirmar que los péptidos podían cebar linfocitos en condiciones 

aisladas de experimentación. Para esto, los ensayos de co-cultivo de citólisis in vitro se 

realizaron basándose en un ensayo previamente descrito (Mendieta et al., 2018). Los 

linfocitos aislados de cerdos inmunizados mostraron una mayor actividad citotóxica 

cuando se co-cultivaron con células infectadas por el PRRSV y se estimularon 

previamente con PHA (Figura 5), lo que indica que PTC1 y PTC2 pueden cebar a las 

células CD8+ tras la inmunización. Es bien sabido que la PHA puede inducir la activación 

y proliferación de linfocitos a través de la reticulación de glicoproteínas en la superficie 

celular (Chilson et al., 1984; Siedlik et al., 2017). La PHA puede activar los linfocitos T 
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porque se une al complejo TCR/CD3 imitando todos los eventos de activación 

intracelular, de forma similar al mecanismo desencadenado por los anticuerpos anti-CD3 

(Movafagh et al., 2011). 

La actividad relacionada con las células CTL específicas se ha catalogado como un 

correlato prometedor de la protección vacunal. Por ejemplo, Y. Li et al. (2023) 

demostraron que los CTL cebados mejoran la protección frente al PRRSV tipo 1 en un 

contexto de infección transplacentaria, reduciendo la carga viral en los animales 

infectados. 

En conjunto, los datos mostrados en el presente trabajo, sugieren que ambos péptidos 

pueden ser eficaces para inducir una respuesta inmunitaria de tipo celular. Por una parte, 

el péptido PTC2 desencadenó una reacción de citocinas característica de una respuesta 

coordinada Th1/Th2, mientras que el péptido PTC1 promovió la actividad citolítica. 

Quedan por dilucidar los mecanismos por los que PTC1 y PTC2 inducen dicha respuesta 

inmune celular. 

 

X. CONCLUSIÓN 

 

Los péptidos PTC1 y PTC2 inducen una respuesta de células T y un perfil proinflamatorio 

en cerdos inmunizados contra el PRRSV, lo que sugiere una respuesta inmune robusta 

y eficiente debido a la presencia de epítopos T en sus secuencias. 
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ANEXO 4. GP52-PTC1 
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ANEXO 5. GP5T3-PTC2 
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