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I. RESUMEN GENERAL

El virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV) afecta a cerdos y
causa pérdidas econdmicas importantes a nivel mundial, tanto en la industria porcicola
como a los paises productores. EI PRRSV se sigue propagando y genera brotes con
nuevas cepas que son mas agresivas que las anteriores. Ademas, a la fecha no se cuenta
con vacunas eficientes que puedan limitar la infeccidén por el riesgo a la reversion de la
virulencia. En el presente trabajo se analiz6 la respuesta de las células T citotoxicas
inducida por epitopos lineales de la proteina GP5 del PRRSV para investigar la proteccion
inmunologica mediada por células citoliticas in vitro. El objetivo principal fue evaluar la
eficacia y potencia en la activacion de linfocitos T citotoxicos de cerdos inmunizados con
péptidos de la proteina GP5 de PRRSV. Para ello, se acoplaron péptidos de GP5 a una
proteina acarreadora y se utilizaron para inmunizar cerdos de 21 dias de edad, los
divididos se dividieron en cuatro grupos: control, vehiculo, PTC1 (Péptido T Citotoxico 1)
y PTC2 (Péptido T Citotoxico 2). Se midieron los niveles de citocinas a los 2 DPl y se
cuantificaron los linfocitos T citotéxicos (CTL's, CD8+) a los 42 DPI mediante citometria
de flujo. El péptido PTC2 incrementd la concentracion sérica de citocinas proinflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IL-8) y citocinas que favorecen la inmunidad celular adaptativa (IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12). Ademas, la concentracién de CTL's (CD8+) fue significativamente mayor en
los grupos inmunizados con los péptidos, o que sugiere una respuesta proliferativa en
esa poblacion celular. Los CTL's estimulados de los cerdos inmunizados mostraron
actividad citolitica en células infectadas con PRRSV in vitro. Estos resultados indican que
los péptidos PTC1 y PTC2 estarian induciendo una respuesta inmunolégica mediada por
CTL's en cerdos inmunizados contra PRRSV in vivo. Esta proteccion se debe a la
presencia de epitopos T en las secuencias de los péptidos, lo que sugiere que la
utilizacién de epitopos lineales de GP5 podria ser una estrategia eficaz en el desarrollo

de nuevas vacunas para la prevencion 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-a, IL-1, 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. INTRODUCCION GENERAL

Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino

El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS, por sus siglas en inglés) es una
enfermedad que se presenta con una variedad de manifestaciones clinicas que afectan

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

En cerdos adultos, las manifestaciones del PRRS pueden ser subclinicas o presentar
signos respiratorios que incluyen fiebre, letargo, anorexia, y disnea. Los animales
infectados suelen mostrar un comportamiento apatico y una disminucién en la tasa de
crecimiento. Las infecciones secundarias, especialmente virales y bacterianas, son

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

En lechones jovenes de alrededor de 21 dias de edad, el cuadro clinico del PRRS, es
generalmente mas severo. Los sintomas respiratorios pueden incluir tos, estornudos,
disnea y cianosis de las extremidades. La infeccidn 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 patégenos respiratorios y
gastrointestinales puede exacerbar los sintomas y aumentar la mortalidad en cerdos de

todas las especies (Pileri & Mateu, 2016).

La fase aguda de la infeccion se caracteriza por sintomas respiratorios graves y una alta
tasa de mortalidad, ocurre especialmente en lechones y cerdos jovenes. En la fase
cronica, los signos clinicos son mas leves, pero persisten durante un periodo prolongado,
lo que resulta en una disminucién de la eficiencia productiva y una recuperacion lenta de

la produccién (Montaner-Tarbes et al., 2019).
Estructura y genoma del PRRSV

El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) es un virus de RNA
monocatenario positivo perteneciente a la familia Arteriviridae. Su estructura viral esta

caracterizada por una envoltura lipidica que rodea un nucleo central compuesto por el
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genoma viral y proteinas de nucleocapside. La envoltura viral esta formada por
glicoproteinas de superficie, especialmente las glucoproteinas GP2, GP3, GP4 y GP5
(Fang & Snijder, 2010), formando una estructura que se asemeja a una corona. La
envoltura desempefia un papel crucial en la interaccion con el huésped y la entrada viral
en las células hospedera. EI PRRSV exhibe una morfologia alargada y pleomoérfica bajo
microscopia electrénica, con un diametro de aproximadamente entre 45 a 65 nm, lo que
lo distingue morfolégicamente de otros virus arterivirales (Figura 1) (Mardassi et al.,
1994).

El genoma del PRRSV es Unico en su organizacién y contenido génico. Se compone de
una unica molécula (cadena) de RNA de aproximadamente 15 kb de longitud, que codifica
al menos diez proteinas estructurales y no estructurales. La cadena de RNA es
policistronica, lo que significa que contiene multiples marcos de lectura abiertos (ORFs)
que se superponen y se traducen en diferentes proteinas funcionales. Los ORFs
principales se distribuyen a lo largo de la cadena de RNA y codifican proteinas
estructurales como la proteina de la envoltura, la nucleocapside (N) y proteinas no
estructurales como las proteinas implicadas en la replicacién y transcripcién 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 analisis 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 gendmica y en su patogenicidad. El PRRSV-1 se
encuentra predominantemente en Europa y Asia, mientras que el PRRSV-2 prevalece en
Ameérica del Norte y algunas partes de Asia. Ademas de estos genotipos principales, han
surgido variantes regionales y subgenotipos del PRRSV con caracteristicas genéticas y
epidemiologicas unicas. Donde, entre estas variantes, el genotipo altamente patégeno
del PRRSV (PRRSV -HP) ha generado una gran preocupacion 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
vacunacion, la mejora de las practicas de bioseguridad y la vigilancia epidemioldgica

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

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

proteinas estructurales del virion (Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), 2020).

Transmision

El virus asociado al PRRS, recibe el mismo nombre, es decir, virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV). El PRRSV se transmite tanto de manera
horizontal como vertical. La transmision 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 transmision aérea también es una via 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 mas de 4 km/h. Se puede transmitir
por fomites como ropa, equipos y vehiculos pueden actuar como vectores indirectos de

transmision (Apter, 2021).
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Los factores que influyen en la transmision incluyen la densidad de poblacion, la
bioseguridad de la granja, la virulencia de la cepa viral y las practicas de manejo. La
introduccion de animales nuevos sin una cuarentena adecuada es una causa comun de

brotes en granjas previamente libres del virus (Martin-Valls et al., 2023).
Transmision vertical en la gestacion

La transmisién vertical del PRRSV ocurre cuando el virus se transmite desde la cerda
gestante hacia el feto. Este tipo de transmision es mas comun durante la fase final de la
gestacion (entre las semanas 72 y 85), ya que el virus puede atravesar la barrera

placentaria (Rowland, 2010).

Los factores que afectan la transmision 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 macréfagos alveolares y otras células inmunitarias del feto
como las células dendriticas, que son los principales blancos del PRRSV, los cuales
comienzan la expresion de receptores virales hacia el final de la gestacion convirtiéndose

en reservorio viral (Rowland, 2010).

Las cerdas infectadas durante la gestacion tardia 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 mas eficientes en esta transmision debido a sus caracteristicas genéticas y virulencia.
La mas 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 1X10% a 1X10°3

particulas/ml en la sangre de la cerda son suficientes para causar infeccion fetal.

Los fetos momificados son un hallazgo comun en cerdas prefiadas 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 disminucion en la tasa de partos exitosos, aumento en la

mortalidad fetal y una reduccién en el tamafo de las camadas (Rowland, 2010).
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Mecanismos de respuesta inmune antiviral

La respuesta inmune forja la defensa del huésped contra la infeccién viral. Entre los
distintos elementos del sistema inmunitario, las células citotdxicas, en particular las
células T citotéxicas (CD8+ o CTL), desempefian un papel fundamental en la eliminacién
de las células infectadas y en la restricciéon de la diseminacion viral (Westmeier et al.,
2020).

Las células T citotdxicas son activadas después de la presentacion de péptidos virales
por las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (MHC-I); también
llamadas SLA-lI 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
citotoxicas se dirigen especificamente a las células infectadas por el PRRSV y las
eliminan mediante la liberacién de INF-y, granzimas y perforinas, que inducen la
apoptosis o0 muerte celular programada de las células objetivo. Debido a esto, a este
fendmeno de interaccidn entre dos células inmunoldgicas y su posterior liberacion de
proteinas citoliticas se le conoce como “El beso de la muerte” o sinapsis inmunoldgica
(Calderon-Rico et al., 2024; Westmeier et al., 2020).

Por su parte, las células T citotoxicas reconocen fragmentos de los antigenos virales
presentados en las MHC-I o SLA-I por las células presentadoras de antigeno que pueden
ser PAM, macréfagos o células dendriticas. Dicho reconocimiento ocurre a través de la
union al receptor de células T (TCR) con coactivadores como CD28, ICOS, PD-1, CD40
que refuerzan la union y amplifican la sefal. La cual desencadena la activacion y
proliferacion de mas células T a través de la secrecion de citocinas y el aumento de la
generacion de granulos citotoxicos (Crisci et al., 2019). Estos granulos estan formados
por perforinas y granzimas, por una parte, las perforinas son proteinas 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 citotdéxicas también producen una variedad de citocinas y factores

citotdéxicos que contribuyen a la eliminacién del virus y a la regulacién de la respuesta
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inmune. Entre estas citocinas se incluye al interferébn-gamma (IFN-y), que activa a las
células fagociticas y promueve la expresion de moléculas co-estimuladoras en las células
presentadoras de antigeno, y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), que tiene
propiedades proinflamatorias y citotoxicas. Todo esto ayuda en el proceso del
enfrentamiento de la infeccion o el estado antiviral para eliminar células infectadas y

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

Mecanismos de evasién de la respuesta inmune del virus PRRSV

A pesar de la funcion 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 expresion de proteinas no estructurales que interfieren con la
presentacion de antigenos y la activacion de las células T como la replicasa NSP2 viral,
asi como la desregulacion de la expresion de interferones y citocinas proinflamatorias
como la supresion de la secreciéon de interferones tipo uno (IFN-a, IFN-B), IL-12, IFN-y,
IL-6 e IL-1B. Estos, son mecanismos de silenciamiento para evitar que células como los

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

Las proteinas no estructurales del PRRSV, como la proteina NSP1, han sido implicadas
en la inhibicion de la expresion 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. Ademas, el PRRSV puede modular la produccion de interferones y
citocinas proinflamatorias mediante la inhibicién de la via de sefializacion de interferon,

la supresion de la activacion de las células T y los macrofagos (Zhou et al., 2011).

Ademas, los anticuerpos generados durante la infeccién por PRRSV pueden contribuir a
la evasion 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 replicacién viral y la diseminacion del virus en el
huésped, exacerbando asi la gravedad de la enfermedad (Murtaugh, 2012; Petrini et al.,
2013).
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En conjunto, estos mecanismos de evasion permiten al PRRSV evitar la respuesta
inmune del huésped y establecer una infeccidon persistente, lo que representa un brote
de la infeccion, una infeccion a gran escala y en ultima 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 prevencién de la infeccion viral (Renukaradhya
et al., 2015).

Equilibrio de la respuesta inmune del huésped ante una infeccién viral

Como ya se menciond, las células CTL son un componente esencial de la respuesta
inmune antiviral. Estas células reconocen fragmentos virales por la interaccion del TCR
con el SLA-I. Una vez activadas, las células T citotoxicas participan en la eliminacion de
las células infectadas mediante la liberacion de proteinas citoliticas que inducen

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

Existe otro componente que fisioldgicamente actua inhibiendo las respuestas
exacerbadas del sistema inmune como la autoinmunidad y permiten mantener la
tolerancia inmunolégica, son las células supresoras inducidas (iTregs). Estas iTregs
inhiben la respuesta de CTLs por medio de secrecion de citocinas inmunosupresoras,
contacto célula a célula, donde la union de PD-1 a su receptor suprimen la activacion y
funcién de las CTLs o las iTregs pueden inducir apoptosis en las CTLs activadas a través
de la expresidon de moléculas como FasL (Fas ligando); estos son algunos de los
mecanismos mas relevantes. En la fisiopatologia, dichas células son aprovechadas por

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

En la infeccién por PRRSV, las células supresoras pueden limitar la activacion y la
proliferacion de las células T citotoxicas, lo que puede resultar en una respuesta inmune
suboptima, una supresidon y una mayor susceptibilidad a la infeccion por el PRRSV. Por
otro lado, un equilibrio adecuado entre las células T citotoxicas y las células supresoras
es crucial para evitar la autoinmunidad y mantener la tolerancia inmunolégica (Sakowska

et al., 2022). Por esto, la importancia de mantener un equilibrio adecuado entre la
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respuesta inmune y la tolerancia inmunolégica se refleja en la contribucion de los
linfocitos T citotoxicos a la inmunidad protectora. Si bien las células T citotoxicas son
esenciales para la eliminacion del virus y la proteccion contra la infeccion, una respuesta
inmune exagerada puede conducir a la inflamacién excesiva y el dano tisular exacerbado,
aumentando asi la gravedad de la enfermedad. Por lo tanto, es crucial mantener un
equilibrio entre la activacion y la supresion de la respuesta inmune para garantizar una
proteccion efectiva contra la infeccion por PRRSV sin causar dafio innecesario al
huésped (Tondini et al., 2022).

Debido a esto, la contribucion de los linfocitos T citotdxicos a la inmunidad protectora se
extiende mas alla de su capacidad para eliminar las células infectadas, porque este
proceso debe ser regulado en todo momento. Mas aun, las CTL pueden producir
citocinas, como el interferon-gamma (IFN-y) para la respuesta antiviral, confiriendo
sensibilidad a las células del sistema inmune de la periferia ante cualquier cambio. Si la
regulacion 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 activacién de otras células del sistema inmune y la

eliminacién del virus sin desencadenar una respuesta hiperreactiva.

Ademas, se ha demostrado que los linfocitos T citotéxicos especificos para proteinas
virales, ejemplo de una proteina viral es GP5 del PRRSV, juegan un papel crucial en la
proteccion contra la infeccidn 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 regulacidon de la respuesta inmune antiviral es un
proceso complejo que involucra una interaccién dinamica entre las células T citotoxicas,
las células supresoras y otros componentes del sistema inmune (Nufiez-Anita et al.,
2023). Mantener un equilibrio adecuado entre la activacion y la supresién de la respuesta
inmune es indispensable para garantizar una proteccion efectiva contra la infecciéon por

PRRSV sin causar dafio innecesario al hospedero.
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Correlatos de proteccion

Los correlatos de proteccion son marcadores inmunoldgicos que se asocian con la
defensa contra la infeccidn o la enfermedad. En el contexto de la infeccidn por el PRRSV,
los titulos de anticuerpos y la respuesta celular mediada por linfocitos T, especialmente
los linfocitos T citotdoxicos, han sido identificados como correlatos potenciales de
proteccion (Li. C., et al., 2022).

La presencia de altos titulos de anticuerpos neutralizantes frecuentemente se habia
asociado con la mayor proteccion contra la infeccion y la enfermedad por PRRSV. Esto
porque los anticuerpos pueden bloquear la entrada del virus en la célula hospedadora y
prevenir la replicacion viral, lo que se asocia indirectamente con la reduccién 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 eliminacién viral. Se ha discutido en la
literatura que los anticuerpos neutralizantes no estan correlacionados con el prondstico
de la resolucién de la enfermedad. Por eso, es necesario evaluar la inmunidad celular
para evaluar su potencial en la relacion entre activacion de células capaces de inducir
citolisis sobre células infectadas y relacionarlo como una correlacion de proteccion (Li &
Murtaugh, 2012; Petrini et al., 2013).

La evaluacién de la respuesta inmune protectora mediada por la inmunidad celular, es un
parametro que no se utiliza habitualmente como correlato de la proteccion. Por lo tanto,
la eficacia de la inmunidad celular mediada por linfocitos citotoxicos (CTL) es poco
conocida. Sin embargo, en afos recientes se ha comenzado a estudiar la inmunidad
celular relacionada a la proteccion 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 citotoxicos especificos para proteinas virales como GP5, puede
contribuir a la eliminacion del virus y a la proteccion contra la reinfeccion (Vanhee et al.,
2011).
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Los péptidos derivados de GP5 (una de las proteinas 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 citotdxicos y desencadenar una respuesta
inmune especifica para el virus, lo que puede conferir proteccidn contra la infeccion y la
enfermedad. La contribucion de los linfocitos T citotoxicos 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 comprensiéon de los correlatos de proteccion en el contexto de la infeccidon
por PRRSV es crucial para el desarrollo de vacunas efectivas y el disefio de estrategias
de control de la enfermedad.

Ademas, la identificacion de correlatos inmunoldgicos puede facilitar la evaluacion de la
eficacia de las vacunas y guiar la seleccion de antigenos para la formulacion de vacunas
mas eficaces contra el PRRSV. Comparaciones con estudios similares en otros virus
como en el caso del SARS-Cov-2 pueden proporcionar informacién y entrecruzar el
conocimiento sobre los mecanismos de proteccidn inmunoldgica 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 generacion que se fundamentan en péptidos virales
han sido objeto de un intenso escrutinio y continian siendo candidatas en fase
experimental para combatir virus en cerdos. Bajo este enfoque, se encuentran las
vacunas dirigidas contra parasitos y virus, las cuales han demostrado un potencial
considerable. Han sido llevados a cabo meta-analisis recopilatorios, donde se analizan
datos provenientes de numerosos estudios, con el fin de discernir si el empleo de péptidos
como candidatos vacunales ofrece una proteccion significativa, la siguiente tabla hace

una breve sintesis de dichos articulos (Tabla 1).

FERNANDO C. RICO 15



Tabla 1. Péptidos utilizados contra virus y parasitos en cerdos. Diversos estudios que se

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

activacion de la respuesta inmune (Autoria propia).

. Modelo Tipo de Resultados .
Diana . vacuna de L Conclusiones Autor
experimental L principales
péptidos
Cisticercosis Mezcla de tres . reduccion de la :
. ) e Anti - (de Aluja et
Parasito (Taenia Cerdo péptidos e . carga parasitaria,
) o parasitario e al., 2005)
solium) sintéticos de los cisticercos
Dependiendo de
VLP que pendie
s ‘s la dosis de
. Meta-analisis expresa Proteccion
Fiebre aftosa , observa un efecto .
. Incluyendo epitopos contra o (Jiao & Wu,
porcina , protector (97%
articulos de (mezcla de cepas 2024)
(FMDV) . - . comparable a la
cerdo y ratén péptidos) en virulentas .
; vacuna comercial
su cubierta
con 2 mg)
. (FlagDIVA) Proteccion .
peste porcina La vacuna tiene ,

e con tres contra . (Bohorquez
clasica Cerdo éotidos cepas una efectividad et al., 2021)
(PPCV) pep CER del 82% .

unidos virulentas
- 4 péptidos
Virus .p p
. . sintéticos
Circovirus . Aumento de
. unidos a i Vacuna en (Duong et
porcino Cerdo . titulos de ) .
liposomas o . experimentacion al., 2023)
(PCV2) . anticuerpos
nanoparticulas
de poliestireno
Influenza Liposomas ‘. Reduccion de la
. Proteccion e
porcina A con 10 excrecion viral (Dhakal et
Cerdo o contra la
(SWIAV) péptidos rive clinica nasal y la carga al., 2018)
HAN1 sintéticos ~ 9"P viral
Aumento de
9 péptidos Aumento de . (Chen et al.,
PRRSV Cerdo sintéticos IFN-y citocinas 2013)

proinflamatorias

Vacunas actuales y la necesidad del desarrollo de nuevas estrategias

La gestion efectiva del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) en

la industria porcina ha sido un desafio continuo. En este contexto, la vacunacion ha

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

eficacia ha estado acompafiada de ciertas limitaciones, lo que ha impulsado la busqueda

de nuevas estrategias terapéuticas para combatir esta infeccion viral (Renukaradhya et
al., 2015).
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La vacunacion se ha utilizado ampliamente en la industria porcina como una medida
preventiva para reducir la carga viral y proteger a los cerdos contra la infeccion por
PRRSV. Las vacunas estan disefiadas para inducir una respuesta inmune protectora que
puede limitar la replicacion del virus y prevenir el desarrollo de la enfermedad clinica. Sin
embargo, la efectividad de las vacunas contra el PRRSV puede ser variable y esta
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 reduccion de la carga
viral y la prevencion 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
proteccion completa contra la infeccion, especialmente contra cepas heterdlogas 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 desafios principales es la falta de
proteccion cruzada entre diferentes cepas del virus (Health & States, 2016). Esto significa
que las vacunas pueden ser efectivas solo contra la cepa especifica utilizada en la
vacuna, lo que limita su utilidad en entornos donde circulan multiples variantes del virus.
Ademas, la duracion de la inmunidad inducida por las vacunas puede ser variable y puede
requerir dosis de refuerzo periddicas para mantener la proteccion (Brinton S. 2008;
Kvisgaard K. et al., 2020; C. Li, Liu, et al., 2022).

Ante estas limitaciones, se ha intensificado la investigacion 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 proteccidon mas amplia contra multiples cepas del PRRSV. Ademas,
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se estan explorando nuevas formulaciones de vacunas para mejorar la respuesta inmune

y prolongar la duracion de la proteccion (Rezaei & Nazari, 2022).

En resumen, las vacunas siguen siendo una herramienta importante en el control de la
infeccion 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 proteccion contra el PRRSV y reducir su impacto en la

industria porcina.

Desarrollo biotecnolégico 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 identificacion y sintesis de péptidos
especificos que contienen epitopos inmunogénicos capaces de activar la respuesta

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

La investigacidn 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 citotoxicas entre diferentes cepas del PRRSV, lo que sugiere que
podrian ser candidatos efectivos para nuevas vacunas contra este virus (Welner et al.,
2017).

En particular, se ha observado que los péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV
contienen epitopos T que tienen el potencial de inducir una respuesta de células
citotoxicas 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 replicacién viral y previene la progresion de la
enfermedad (Vashisht et al., 2008).

De acuerdo con lo anterior, la identificacion y caracterizacion 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 podrian

ofrecer una proteccion mas amplia y duradera contra la infeccién viral, ya que se basan
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en componentes especificos 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 activacion 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-y (CTL’s) e inducir proliferacién de células inmunes que
potencialmente son las principales mediadoras de la inmunidad protectora celular (Chen
et al., 2013; Diaz et al., 2009; Vashisht et al., 2008).

Ademas, las vacunas de péptidos ofrecen ventajas potenciales en términos de seguridad
y especificidad, ya que los péptidos pueden ser disefiados para ser altamente especificos
para cada tipo viral y no contener componentes de virus activos o atenuados que puedan

revertir a una forma virulenta (TopuzoGullari 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 podrian
estar involucrados en la respuesta humoral y/o celular, que se han evaluado en proyectos
anteriores. En este trabajo se explord la participacion de dos péptidos que contienen
epitopos T derivados de la proteina GP5, denominados PTC1 y PTC2, en la regulacion
de la respuesta inmune adaptativa mediada por CTL’s en lechones. La respuesta inmune
mediada por CTL’s, es un eje importante para la proteccion contra el virus que no se mide
comunmente y esta informacion no se conoce en relacion con el PRRSV. El objetivo
principal del trabajo fue investigar la eficacia y potencia en la activacion de linfocitos T
citotoxicos (CTL's), en cerdos inmunizados con péptidos derivados de la proteina 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 especificamente la respuesta de células T citotdxicas sugiere

que podrian 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 mas efectiva,

beneficiando tanto a los productores porcinos como a los consumidores.

IV. JUSTIFICACION

El Virus Del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV) representa un
desafio significativo para la industria porcicola, 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 patégeno de alta prioridad, lo que ha generado

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

La glicoproteina 5 (GP5) del PRRSV juega un papel crucial en la interaccion del virus con
la célula huésped. GP5 contiene epitopos de reconocimiento para linfocitos T, lo que
podria favorecer la respuesta adaptativa protectora mediada por la activacion de células
T citotoxicas (CTLs).

Por ello, es fundamental analizar la capacidad de los péptidos derivados de la proteina
GP5 para inducir una respuesta inmune adaptativa protectora, evaluando su eficacia en
la activacion de linfocitos citotoxicos especificos. Los resultados de este estudio
contribuiran a la toma de decisiones fundamentadas en el disefio de inmundgenos

efectivos para la prevencion del PRRSV.

V. HIPOTESIS
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Péptidos con epitopos T derivados de la proteina GP5 son capaces de activar a los

CTL s y propiciar la eliminacion de células infectadas con PRRSV.

VI. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia y potencia en la activacion de linfocitos T citotdxicos de cerdos

inmunizados con péptidos de la proteina GP5 de PRRSV.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar las poblaciones celulares de linfocitos citotoxicos CD8+, en lechones
inmunizados con péptidos derivados de la proteina GP5, a través de
inmunotipificacion.

2. Evaluar el perfil de citocinas en respuesta a la inmunizacion con péptidos
derivados de la proteina GP5.

3. Evaluar la potencia de la activacion de linfocitos T citotdxicos en células de

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

VII. MATERIALES Y METODOS
Péptidos
Los péptidos utilizados para el presente trabajo derivan de la secuencia GP5 del PRRSV

tipo 2 y se denominaron péptido T citotéxico numero 1 y péptido T citotoxico numero 2
(PTC1y PTC2, respectivamente).

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

2020a). Su antigenicidad se determiné mediante analisis bioinformaticos (Immunoepitope
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Data base IEDB y CCL Main Workbench 20.0, datos no publicados). PTC1 corresponde
a la regién del endodominio y presenta un alto grado de conservacién (encima de 80%

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

En cambio, el péptido PTC2 contiene dos epitopos reportados conjuntamente por Vashit
y colaboradores (2008). Estos corresponden a la identificacion del autor como epitopos
blanco de células T inmunodominantes. Nuestro equipo de trabajo realizé analisis por
bioinformatica (Immunoepitope Data base IEDB and CCL Main Workbench 20.0, datos
no publicados) que identificaron a PTC2 como un probable epitopo de células T (Pifa
Diaz, 2021).

Ambas secuencias peptidicas coinciden con el endodominio de GP5, correspondiente a
los residuos 117 a 163. Los péptidos fueron sintetizados quimicamente mediante sintesis

en fase solida 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 incluy6 una cisteina en el extremo
carboxilo terminal de su secuencia, para poder unirlos covalentemente a una proteina
acarreadora. Ambos péptidos se resuspendieron en dimetilsulféxido (DMSO) y se
ajustaron a una concentracién de 1 mg/mL de una solucién madre. Posteriormente, se
utilizaron 100 pl de cada péptido para las inmunizaciones de cada animal y ensayos de

inmunorreactividad.

Se realizé un analisis 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 busqueda para PTC1 del 100% en PRRSV tipo 1, 96-100% para PRRSV tipo 2, y 93-
100% para HP-PRRSV. PTC2 mostré una similitud entre secuencias del 100% para los
tres genotipos. Estos resultados sugieren que las secuencias se conservan entre

genotipos (Perez-Duran, 2020a).

Disefio experimental, animales y alojamiento
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Se utilizaron veintiocho animales que procedian de la explotacion porcicola certificada
(Buenas Practicas Ganaderas o BPP) de fines comerciales, la empresa Agroalimentos
‘La Concepcion”, en la que periddicamente se verificaba que los animales fueran
negativos a PCV2 y PRRSV (Datos no mostrados). De esta granja se seleccionaron
aleatoriamente lechones destetados de 21 dias de edad (el dia 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 estandar y rutinario de medicina preventiva que incluia
suplementaciéon de Hierro/Zinc y vacunaciones. Las vacunaciones incluyeron: Coccidia
(Coxizuril 5%, 20 mg/Kg via oral, Lapisa, México) a los 3 dias del nacimiento, Mycoplasma
hyopneumoniae y Circovirus porcino tipo 2 (Comboflex 2,0 mL via IM) a los 3 y 19 dias
del nacimiento, e Influenza porcina (Por-cimune influenza 2,0 mL via IM Lapisa, México)

a los 21 dias de edad.

A los 21 dias de edad, 28 lechones fueron separados al corral (galera) experimental de
>33,6 m? (conforme a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana vigente NOM-62-ZOO-
1999). La granja de experimentacion fue la Unidad de Fomento Ganadero de La Carreta
del gobierno del estado de Michoacan, ubicada en la comunidad del calvario, C.P. 58928
con ubicacion 19°48'09.9"N 101°03'47.1"W.

Se utilizé la herramienta en linea 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 numero
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 dia cero del experimento, se inocul6 a los animales segun el grupo al que pertenecian.
El grupo control se inoculé con 800 pl de PBS (N=7), el grupo vehiculo se inoculé con la
preparacion de 400 ul de PBS y 400 ul de hidroxido de aluminio (adyuvante) (N=7), el
grupo PTC1 se inoculé con una preparacion que contenia PTC1 (N=7), y el grupo PTC2
se inoculd con una preparacién con PTC2 (N=7). La preparacién de inoculacion para los
péptidos fue: 200 pg de péptido PTC1 o PTC2 (1 mg/mL), 200 ug de BSA-maleimida [1

mg/mL] (Thermofisher Maleide Activated BSA), conjugada segun las especificaciones del
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fabricante y 400 ul de adyuvante alhidrogel (InvivoGen San Diego, CA) con un volumen
final de 800 pl. Los lechones se inmunizaron por via intramuscular en la zona del gluteo

mayor. En lo sucesivo, los grupos Control y Vehiculo se referiran 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,
Vitalechon fase 1, fase 2, fase 3 y Vitalechon iniciador Valles) (Sagarpa A-6436-004)
siguiendo las dosis recomendadas por el fabricante, utilizando un dispositivo
semiautomatico (comedero para lechones de 9 libras). Ademas, los corrales se
enriquecieron con material para jugar (cadena suspendida) y acariciar (botellas de
plastico en suspension). Los animales tuvieron un periodo de adaptacion de siete dias
(Dia —7 del experimento), antes del inicio del experimento (Dia 0). El mapa de

inmunizacion y muestreo sanguineo se muestra en.

El alojamiento, manejo, cuidado y muestreo de los animales se realizé de acuerdo con
los lineamientos internacionales del Animal Care and Use Program (NIH, EUA) y
nacionales, la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 vigente. El protocolo de
estudio CICUMSNH-A101-FMVZ fue aprobado por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion (Comité de Investigacion y Etica Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo) previo

al inicio del plan de desarrollo del proyecto.
Peso de los lechones

Se determiné la ganancia de peso de los animales en cada semana de experimentacion.

Se utilizé una bascula de piso con un rango de peso de 1 kg hasta 100 Kg.

Toma de muestras sanguineas y aislamiento de células mononucleares de sangre

periférica

Se recogieron muestras de sangre mediante puncion de la vena yugular, alos 0, 2, 21y
42 DPI. La sangre se extrajo con y sin EDTA (15 ml por animal) en tubos de tapa color
morado (para recoleccion de sangre total) y oro/amarillo (para recoleccion de suero)
comerciales (Vacutainer, BD, N.J., EE.UU.) y se procesaron dentro de las 3 h siguientes

a la extraccion.
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Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron de la sangre
completa mediante separacion en gradiente de densidad utilizando Lymphoprep®
(StemCell Technologies, Vancouver, Columbia Britanica, Canada), se modifico el
protocolo para optimizar la obtencion de células monoclonales (PBMC). Siendo necesaria
la recoleccion 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 x g durante 25 min sin pausa (no brake). Se recogio la
interfase y se transfirid a un tubo conico, se lavo dos veces con 2 mL de PBS para eliminar
detritos (restos celulares); después, se centrifugd a 694 x g durante 15 min. Se afadio el
reactivo amortiguador de lisis de glébulos rojos 1X (Milltenyi Biotec) y se incubd 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 x g durante 5 min. Todos los reactivos utilizados para la
separacion se llevaron a temperatura ambiente previo a su utilizacion. El pellet/boton
celular se resuspendio en 2400 yL de FBS/DMSO al 10% y se dividio en cuatro criotubos.
Esta técnica es ampliamente utilizada para la criopreservacion de células (BD Technical
Protoco, 2015). Las muestras se mantuvieron ultracongeladas a -80°C hasta su uso para

analisis posteriores.

Ensayo de deteccion de citocinas

La concentracion de citocinas se cuantificé 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 utilizé el
equipo Luminex 200 (Austin, TX, EE.UU.). La concentracién se evalué en muestras de
suero obtenidas 2 DPI. Las citocinas evaluadas fueron: IFN-a, IFN-y, IL-18, TNF-a, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p40. Cuando el instrumento Luminex notificé una concentracion

"por debajo del limite de deteccion”, los valores se notificaron como cero.

Analisis por citometria de flujo de las poblaciones de linfocitos citotoxicos
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La citometria se realizé utilizando aproximadamente 1x10°8 células/mL de PBS por cada
muestra de cada individuo. Las células se tifieron y luego se evaluaron en el citdmetro de
flujo (Attune NxT acoustic fo-cusing cytometer, Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA,
EE.UU.). El citbmetro esta configurado con dos laseres, uno azul (488 nm) y otro violeta
(405 nm).

El analisis incluyd tres subpoblaciones de células T de interés: CD3+/CD8+/CD44+,
CD8+/CD44- y CD8-/CD44+. Los anticuerpos utilizados fueron anti-pig-CD3¢ PE-Cy™7
(Becton Dickinson, cat: 561477), anti-pig-CD8a (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 realizé un diagrama de puntos con la
comparaciéon de la dispersion frontal-A frente a la dispersion frontal-H, donde se
descartaron los dobles (células duplex que pudieran interferir en la medicion). Se aplico
un diagrama de puntos de dispersién lateral contra dispersion frontal lineal de singletes
para delimitar la poblaciéon de linfocitos. Con el grafico de poblacion de linfocitos, se
realizd una estrategia de gating de subconjuntos para comparar las células BL1-CD3+
contra la dispersion lateral lineal. A continuacién, se realizé 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 subpoblacién se muestran como porcentaje de células positivas.
Ensayos in vitro
Plasmidos y lineas celulares

La clona infecciosa de PRRSV norteamericano de tipo 2 (cepa NVSL 97-78950) clonado
en el plasmido pFL-12 fue un generoso regalo del Dr. Asit K. Pattnaik de la Universidad
de Nebraska. La linea 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).

Transcripcion in vitro, propagacion de la clona infecciosa y recuperacioén del virus
PRRS

La propagacion de la clona infectiva se llevo a cabo utilizando el plasmido FL-12 que
contiene el genoma completo de PRRSV tipo Il (variedad NVSL 97-78950, tipo
americano) fue donado por el Dr. Asit K. Pattnaik de la Universidad de Nebraska. El
plasmido fue reconstituido en agua ultrapura (Tipo I) Milli-Q® para su utilizacién. El
plasmido pFL-12 que contiene el genoma completo del PRRSV tipo 2 se cuantificé con
el NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA, EE.UU.). La PCR de punto
final para corroborar los ORF’s clonados en el plasmido se realizd 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 realizd una electroforesis en gel con el plasmido completo y las
amplificaciones de los ORF para corroborar la presencia e integridad del plasmido y del

genoma del PRRSV (datos no mostrados).

A continuacion, el plasmido se linealizé con la enzima Acll (New England Biolabs, MA,
EE.UU.) para realizar una transcripcién 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 5ug 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 describio
anteriormente (Ansari et al., 2006). Las células MARC-145 infectadas se incubaron

durante dos dias (48 h). Después, se lisaron las células junto con el sobrenadante. A
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continuacién, se realiz6 un pasaje a un nuevo cultivo MARC-145 con medio DMEM 10%
FBS sin antibidtico y se incub6 durante 48 h para permitir la amplificacién y replicacién
viral. Posteriormente, las células y el sobrenadante fueron lisados, alicuotados vy

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

Extraccion de RNA, retrotranscripcion, PCR de punto final y ensayo de PCR en

tiempo real para la deteccion y cuantificacion del virus PRRS

El ARN viral se obtuvo a partir de 500 pl de células infectadas con MARC-145 -PRRSV
(obtenidas como se ha descrito anteriormente). La extraccion del ARN se llevo a cabo
utilizando 500 pL del reactivo TRIzol® (Invitrogen Thermo Scientific, CA, EE.UU.), de
acuerdo con la guia del usuario para el aislamiento del RNA. A continuacién, el
precipitado de RNA se resuspendid en 15 yl de agua ultrapura libre de RNasas. Las
muestras se conservaron en hielo. La transcripcidn inversa (retrotranscripcion) se llevé 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 pl de DNAc y el reactivo Syber
green® (Biorad, Hercules, CA, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante
para la mezcla, se utilizaron 0,5 pyl del primer ORF7 forward 5'-3"
GTTGGGTGGCAGAAAAGCTG y reverso 5'-3": GGGCTTCTCCGGGTTTTA primera [10

MM] para la amplificacidn de una banda de peso de 210 pb que corresponde al ORF?7.
Curva estandar para la cuantificacion de PRRRSV

La curva estandar de qPCR se realizé utilizando el plasmido pFL-12 PRRSV (tipo-2). La
concentracion del plasmido se correlacioné con un numero estimado de copias virales
(Wozniakowski et al., 2012). Las diluciones seriadas séxtuples oscilaron entre 6,4 x 109
y 2,0 x 106 de numero de copias virales, este conjunto de datos se utilizd para la
construccion de la curva estandar y medir las copias virales en muestras de suero y

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

El calculo de los parametros de la curva estandar mostro un coeficiente de correlacion
R2=0.996 con una pendiente = -3,159, intercepcion = 21,55 y eficacia E = 107,279%.

Utilizando una férmula estandar para el calculo del analisis de regresion lineal Y = -3
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159X+21,55 fue posible cuantificar el numero 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 realiz6 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 concentracion 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 37°C y 5% CO2. A
continuacion, las células se infectaron con PRRSV a una MOl de 0.2 en DMEM 10% FBS

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

Tras la descongelacion, se realiz6 una normalizacion de los linfocitos viables antes del
experimento como control de viabilidad. La viabilidad se midié mediante un ensayo con
bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio (MTT). Las células se cultivaron
a 1x10* células/pocillo en medio basal RPMI y se incubaron a 37°C en placas de 96
pocillos con un 5% de COz. A continuacion, se afiadieron 20 yl de MTT (5 mg/mL en PBS)
a cada pocillo, y las células se incubaron durante 4 h a 37°C. A continuacion, se
centrifugaron a 830 x g durante 5 min y se eliminaron inmediatamente los sobrenadantes.
Se afiadieron 100 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) y se determiné la absorbancia (595 nm)
mediante un lector de microplacas (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). La viabilidad celular
se expreso como porcentaje (%) de viabilidad, en comparacion con linfocitos frescos
como control. El porcentaje de viabilidad se calcul6 como se muestra: [(densidad éptica
de las muestras) / (densidad 6ptica del control)] x 100. Las muestras se analizaron por
triplicado. Todos los grupos mostraron un rango alrededor de = 40% de viabilidad tras la

descongelacion de los crioviales a -80°C.

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 estandar con RPMI (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.)
10% FBS. Esto, para el aislamiento de linfocitos primarios porque los macréfagos tienen
la propiedad de ser adherentes. Posteriormente se retird el sobrenadante, el cual

contenia el enriquecido de linfocitos aislados.

Tras la incubacién, se recogieron los linfocitos no adheridos y se identificaron como
linfocitos aislados. Estos linfocitos se separaron en dos muestras, una se cultivd con
RPMI 10% FBS y la otra se incub6 con RPMI 10% FBS suplementado con 10 ug/mL de
fitohemaglutinina (PHA) (SIGMA Aldrich). Las células se incubaron durante 24 h a 37°C
y 5% de COs2.

Para los ensayos de co-cultivo, se anadieron aislados de linfocitos a las células PK-15
infectadas. En detalle, se anadieron linfocitos primarios a una concentracion de 8 000
células/50 pl/pocillo para alcanzar una proporcion 8:1 (linfocito:PK-15), utilizando RPMI
10% FBS sin rojo fenol (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Ademas, cada pocillo
recibio 50 ul de reactivo Green celltox (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.). Los co-
cultivos se incubaron a 37°C con un 5% de COa. La fluorescencia se cuantificé a las 12
h'y 24 h en un equipo Varioskan LUX (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) medido
a 485/520 nm.

Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los grupos infectados y no infectados se evaluaron en
primer lugar mediante pruebas de normalidad y log-normalidad para todos los ensayos,
a continuacioén, se analizaron mediante analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos
vias y seguidamente mediante la prueba post hoc de Kruskal-Wallis o las pruebas post
hoc de Brown-Forsythe y Welch, segun se detalla en las leyendas de las figuras. Los
valores p de * P < 0,05, ** P < 0,01 y *** P < 0,001 se consideraron estadisticamente
significativos. Se utilizé el software GraphPad Prism (versién 8.0.1, GraphPad Software,

San Diego).
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VIII. RESULTADOS

Ganancia de peso a través de las semanas de experimentacion

La ganancia de peso semanal aumento6 de forma constante a lo largo del experimento en
los cuatro grupos. No hubo diferencias significativas en los grupos PBS y vehiculo en

comparaciéon con los grupos PTC1y PTC2 (Figura 2).
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Figura 2: Ganancia de peso. Peso de los cerdos en experimentacién 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 intercuartilico. Las diferencias
estadisticamente significativas se determinaron mediante ANOVA de dos vias y prueba pos hoc
de Tukey. Se observaron diferencias no significativas.

Cuantificacion de la concentracion de citocinas proinflamatorias

Se cuantificod la concentracion de citocinas en muestras de suero provenientes de cada
animal de los cuatro grupos experimentales obtenidas 2 DPI después de la primera
inmunizacion, para determinar el estado proinflamatorio. Los cerdos inmunizados con
PTC2 mostraron una mayor concentracion sérica de TNF-a e IL-13 en comparacion con
los grupos de control y vehiculo (Figura 3 A y B). Por el contrario, en el grupo PTC2, la
IL-8 y el IFN-a no mostraron diferencias significativas en las concentraciones séricas, en
comparacién con los grupos de control (Figura 3 C y D). El grupo PTC1 no mostré

diferencias en las concentraciones séricas de citocinas en comparacion con los controles.
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Estos resultados sugieren que el péptido PTC2 puede inducir una condicidon
proinflamatoria tras la inmunizacion. Se cuantific6 48 horas después de la primera
inmunizacidn para observar el efecto inmunomodulador en la primera etapa de

procesamiento y presentacion del antigeno.
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Figura 3. Analisis de citocinas proinflamatorias en suero de cerdos inmunizados con PTC1,
PTC2y los grupos control. Las muestras de suero se recogieron 48 h después de la inoculacion.
Las citocinas se midieron mediante un inmunoensayo multiplex de citocinas utilizando un equipo
Luminex. A) TNF-a. B) IL-1b. C) IL-8. D) IFN-a. Las barras indican la mediana de 7 sujetos
individuales y las barras de error representan el rango intercuartilico. Las diferencias
estadisticamente significativas se determinaron mediante ANOVA y la prueba pos hoc de Kruskal-
Wallis.

Evaluaciéon sérica de citocinas relacionadas con la actividad de la inmunidad

celular de linfocitos cooperadores.

Se cuantificod la concentracion 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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inmunizacién, para determinar las citocinas que pudieran estar relacionadas con la
activacion de linfocitos cooperadores de tipo Th1 y Th2. Donde, los cerdos del grupo
PTC2 mostraron un aumento de la concentracion sérica de IL-4, IL-10 e IL-6, en
comparaciéon con los grupos control y vehiculo (Figuras 4A, B, D y E). En el caso de la
IL-12, la concentraciéon aumenté en los grupos vehiculo, PTC1y PTC2 en comparacién
con el control (Figura 4C). Por lo tanto, es posible que el vehiculo pudiera influir en la

concentracion de IL-12 en esta configuracion experimental.
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Figura 4. Cuantificacion de IFN-y, 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 inoculacion. 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 intercuartilico. Las diferencias
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estadisticamente significativas se determinaron mediante ANOVA, prueba pos hoc de Kruskal-
Wallis.

Citometria de flujo para la identificacion de poblaciones celulares de linfocitos
citotéxicos CD8+

La poblacion de linfocitos citotoxicos (CD8+) en sangre periférica se cuantificd a los 42
DPI. La poblacion de células CD8+ aumentd en los cerdos inmunizados con PTC1 y
PTC2, en comparacién con los grupos PBS y vehiculo (Figura 5A). El grupo inmunizado
solamente con el vehiculo mostré un recuento de células CD8+ superior en comparacion
con el grupo control, pero seguia siendo inferior al de los cerdos inmunizados con ambos
péptidos. Estos datos sugieren que los péptidos podrian tener un efecto directo sobre la

produccion y diferenciacion de linfocitos citotéxicos.

Para determinar si los péptidos podian influir en el estado de activacién de los linfocitos
citotoxicos, cuantificamos las células CD8+/CD44+ doblemente positivas que pueden
corresponder a la poblacion de CTL’s activados (Yang & M. Binns, 1993) mediante
citometria de flujo. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el recuento de
CD8+/CD44+ en los grupos inmunizados con péptidos en comparacion con los controles
(Figura 5B).

%k %k %k

A * % B ns

ns

ns ns ns

104 ° °

% Lymphocytes CD8+
s 8
+4.
[ ]
1&
[ ]
[ ]
% LTC CD8+CD44+
T . .
$
4!
[ ]
[ ]

Control Vehicle PTC1 PTC2 Control Vehicle PTC1 PTC2
42 DPI 42 DPI

FERNANDO C. RICO 35



Figura 5. Analisis por citometria de flujo de las poblaciones de linfocitos T, poblaciones de
células CD8+ y CD8+CD44+ de cerdos a los 42 DPI.
A) Porcentaje de poblacion total de células citotéxicas CD8+. B) Porcentaje de células citotdxicas
activadas totales CD8+CD44+. Las barras indican la mediana de 7 sujetos individuales y las
barras de error representan el rango intercuartilico. Las diferencias estadisticamente 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 citotoxica.
La actividad citotdxica se estimé 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 unicamente con el virus.

Tras 12 h de co-incubacion, no se observé una diferencia estadisticamente significativa
entre las células viables de ningun grupo de tratamiento, es decir, se presento el mismo
nivel de células muertas independientemente del esquema de inmunizacion (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-incubacion, el efecto de PTC1 sobre la viabilidad celular fue claramente
superior al de PTC2 y al de los grupos de control, asi como con y sin estimulacion con
PHA (Figura 6C y D).
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Figura 6. Respuestas de células CTL's especificas de los péptidos derivados del PRRSV
in vitro. Se sembraron células PK-15 S10-CD163 en una proporcién (radio) de 1:8 con linfocitos
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aislados de cerdos inmunizados segun los grupos experimentales: Control, Vehiculo, PTC1 y
PTC2. Ademas, los linfocitos de los grupos: vehiculo, PTC1 y PTC2 fueron pre-activados in vitro
con PHA durante 24 h antes del co-cultivo. A) Medicion de la RFU a las 12 h de co-cultivo. B)
Medicion a las 12 h del co-cultivo con linfocitos pretratados con PHA. C) Medicion de la RFU a
las 24 h del co-cultivo. D) Medicién 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
intercuartilico. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante ANOVA
y pruebas pos hoc de Brown-Forsythe y Welch.

IX. DISCUSION

Las vacunas candidatas contra el PRRSV basadas en subunidades peptidicas se han
estudiado desde hace mas de 25 afos. Sin embargo, la eficacia protectora de estas
vacunas es variable entre cepas y la mayoria no confiere proteccién contra cepas
heter6logas. Ademas, la respuesta de este tipo de inmunizacion 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 mas
utilizadas, pero no ofrecen una proteccién completa y esterilizante frente al PRRSV. Las
vacunas de nueva generacion como las que utilizan la proteina GP5 completa, tampoco
promueven una respuesta adecuada. Por lo tanto, todavia se precisan vacunas eficaces
y seguras como candidatos para combatir la infeccién contra el PRRSV. Por ejemplo, los
péptidos derivados de plantas (extractos) y sintéticos han demostrado una solida
induccion de la inmunidad mediada por células T (Hilchie et al., 2019). Estos resultados
sugieren que los péptidos son prometedores para la investigacion y el desarrollo de

nuevas vacunas.

En el presente estudio informamos de las caracteristicas inmunogénicas de dos
novedosos péptidos derivados de la proteina GP5 del PRRSV tipo 2 como candidatos a
una formulacion vacunal, haciendo hincapié en su potencial para inducir inmunidad
mediada por células T. A esto, PTC1 abarca los residuos de amino acidos 148-161 (Seq.
Ref. UJD73100.1) y PTC2 corresponde a los residuos de amino acidos 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 epitopo 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 epitopo, la primera corresponde a un epitopo inmunodominante de células T
reportado por Vashisht, K. y colaboradores (2008). La segunda secuencia se sobrelapa
con la secuencia PTC1. Se han identificado epitopos de células T en GP5 que apoyan el
uso de esta proteina para inducir una respuesta mediada por células T (Chen et al., 2013;
Diaz et al., 2009; Marsman et al., 2020; Vashisht et al., 2008). Se ha encontrado que
péptidos similares a PTC1y PTC2 promueven la activaciéon de células secretoras de IFN-
y (como los CTL's); asi como, la proliferacion de PBMCs de ratones y cerdos; ademas,
estan relacionados con la actividad secretora de las células T, analizando la secrecion de
IFN-y (Chen et al., 2013; Diaz et al., 2009; Vashisht et al., 2008).

El disefio experimental no afecté a la salud ni a la tasa de crecimiento de los cerdos. En
nuestro estudio, el aumento de peso fue independiente del protocolo de inmunizacién
(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 produccion (He et al., 2015), por lo que sustenta la
idea de que los animales crecieron saludablemente durante todo el periodo de
experimentacion. Ademas, todos los lechones utilizados para el experimento fueron

negativos al PRRSV, dato que fue confirmado por PCR.

Para los experimentos, se utilizé la formulacion candidata a vacuna que contenia 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 estimulaciéon en lo que
respecta a las citocinas proinflamatorias, las citocinas relacionadas con la activacion de

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

Primero se analizo el perfil proinflamatorio de los cerdos inmunizados con los péptidos.
Se evalué por medio de la concentracion de TNF-a, IL1-B, IL-8 e IFN-a (Fig. 3). El
resultado mostré un aumento del TNF-a y la IL1-B (Fig. 3, Ay B), lo que sugiere que el

PTC2 induce un estado proinflamatorio a los 2 DPI. Respecto a esto ultimo, estudios

FERNANDO C. RICO 39



similares en los que se utilizaron péptidos derivados del PRRSV y proteinas
transportadoras como vehiculo, mostraron un aumento del TNF- a, que es una citocina
relacionada con una potenciacion de la respuesta inmunitaria Th1 (Chen et al., 2013).
También se ha reportado que la adicion de proteinas transportadoras a los péptidos como
las proteinas de mayor peso molecular son una estrategia eficaz para aumentar la

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

En el presente trabajo se realizé la medicidn 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 exposicion donde se puede observar el pico
del incremento de citocinas. Se observd un aumento de citocinas proinflamatorias y vias
de sefalizacion relacionadas con la activacion de células T (Marsman et al., 2020;
Somasundaram et al., 1999). Transcurrido este tiempo, en los reportes se observa que
disminuyen paulatinamente las vias de senalizacion como lo es la via STAT, relacionada
con el fenotipo Th1 (Marsman et al., 2020). El grupo de Arunachalam et al. (2023) ha
descrito que después de 7 dias de vacunacion con la vacuna BNT162b2 de Pfizer-
BioNTech, las quimiocinas y citocinas como CXCL10, IL-6, IFN-a e IFN-y, volvieron a

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

Relacionado con lo anterior, la inmunizacién con PTC2 tras 2 DPI se correlaciond con
una mayor concentracion sérica de citocinas relacionadas con la respuesta inmunologica
celular Th1 y Th2 (Fig. 4). Concretamente, la mayor concentracion de IFN-y e IL-12 esta
relacionada con la activacion de linfocitos ayudantes de linaje Th1 (Mountford et al.,
1999); mientras que la mayor concentracion de IL-4 e |IL-6 sugiere la estimulacion de
linfocitos Th2 (Heijink et al., n.d.; Rincoén et al., 1997).

En el presente estudio se muestra que se promovio la activacion de la inmunidad celular
relacionada con los linfocitos de tipo Th1 y Th2. Esta misma respuesta se ha observado
en la inmunizacién con SARS-CoV-2 en un modelo murino (Chung et al., 2022). Las
respuestas inmunitarias relacionadas con Th1/Th2 a través de la secrecion de sus
citocinas predominantes como IFN-y e IL-4 que pudieran conferir proteccion porque
inducen potentemente la actividad citolitica de los CD8+ y activa células B (Chung et al.,

2022). La activacién de la diferenciacion de los linfocitos Th1/Th2 podria favorecer la
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reduccion de la carga viral y también podria prevenir significativamente la pérdida de peso
corporal, como se observd previamente con las vacunas de SARS-CoV-2. Ademas, la
posible secrecién de anticuerpos neutralizantes se veria favorecida con la activacién de
Th1 y Th2 (Chung et al., 2022). En nuestro trabajo no se analizd el papel de los
anticuerpos neutralizantes, pero en el futuro se investigara para determinar su capacidad

de reconocer y neutralizar el virus del PRRSV.

En general, por parte de la respuesta de secrecion 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

citotoxico 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 patégeno (HP) (Liang et al., 2021;
Mokhtar et al., 2016). En estos trabajos, los cerdos inmunizados con péptidos de las
proteinas NSP2 y M aumentan la actividad de los CTL's que particularmente producen
IFN-y (Liang et al., 2021) y sugieren que esta respuesta podria ser suficiente para
proteger frente a la enfermedad por PRRSV, incluso en ausencia de anticuerpos
neutralizantes (Mokhtar et al., 2016). Ademas, se ha sugerido que los péptidos capaces
de inducir CTL’s podrian ser necesarios para una inmunidad éptima contra el PRRSV
(Liao et al., 2013; Pan et al., 2020; Zhang et al., 2011)

En el presente trabajo, se evaluo la poblacién de linfocitos citotoxicos (CTL’s) en cerdos
inmunizados con los péptidos PTC1y PTC2 a los 42 DPI. Donde se observd que ambos
péptidos indujeron un aumento significativo de células CD8+. Anteriormente, en un
modelo de ratdén, observamos un aumento de la poblacion de CTL (CD8+) tras la
inmunizaciéon con PTC1 (datos no publicados) (Perez-Duran, 2020b). Este resultado se
confirma en el presente estudio, en el que observamos un aumento de la poblacién de
linfocitos citotoxicos totales (CD8+) con ambos grupos, PTC1 y PTC2, en comparacion
con el grupo control y vehiculo (Fig. 5). El aumento de linfocitos citotdxicos totales en el
grupo vehiculo (BSA proteina) esta bien caracterizado para el adyuvante hidroxido de
aluminio (alhidrogel), ya que este puede modular la respuesta de los linfocitos T mediante

el aumento del receptor del inflamasoma (NLRP3); asi como, por otras vias
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independientes de la proteina 3 del inflamasoma. Estas vias promueven la secrecion de
altos niveles de factores proinflamatorios a través de las células presentadoras de
antigenos que actuan directa o indirectamente sobre las células By T (He et al., 2015).
Ademas, las sales de aluminio aumentan la poblacion de células citotoxicas activadas
(Sheikh et al., 1999), promueven la presentacién cruzada de antigenos de células
dendriticas (DC) in vitro y mejoran la actividad citolitica de los CTL (Sheikh et al., 1999;
Wei et al., 2020).

Respecto a esto, se evalud el fenotipo de activacion de las células T CD8+ (CD8+/CD44+)
a los 42 DPI. No hubo diferencias significativas en los perfiles de activacion de la

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

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Franzoni et al. (2013), donde, se
evidencia que es necesario un desafio viral para observar una diferencia en la activacion
de células CD8+ activadas (CD8+/CD44+). También se report6 en el mismo estudio que
solo el grupo inmunizado con una vacuna atenuada contra el virus de la peste porcina
clasica (VPPC) y desafiado con una cepa virulenta mostré un perfil de activacion CD8+ y
mostré el pico mas alto mas alto de células activadas tras 56 dias de inmunizacidn
(Franzoni et al., 2013). Este resultado sugiere que los CD8+ cebados podrian activarse
por la presencia del antigeno virico in vitro o in vivo tras una correcta estimulacion en los

cerdos inmunizados.

La poblacion de células CD8+ mostré un aumento significativamente mayor en los cerdos
inmunizados con los péptidos PTC1y PTC2; por lo tanto, se decidio explorar su actividad
citotdxica in vitro para confirmar que los péptidos podian cebar linfocitos en condiciones
aisladas de experimentacion. Para esto, los ensayos de co-cultivo de citdlisis in vitro se
realizaron basandose en un ensayo previamente descrito (Mendieta et al., 2018). Los
linfocitos aislados de cerdos inmunizados mostraron una mayor actividad citotoxica
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 inmunizacion. Es bien sabido que la PHA puede inducir la activacion
y proliferacion de linfocitos a través de la reticulacion de glicoproteinas en la superficie
celular (Chilson et al., 1984; Siedlik et al., 2017). La PHA puede activar los linfocitos T

FERNANDO C. RICO 42



porque se une al complejo TCR/CD3 imitando todos los eventos de activacion
intracelular, de forma similar al mecanismo desencadenado por los anticuerpos anti-CD3
(Movafagh et al., 2011).

La actividad relacionada con las células CTL especificas se ha catalogado como un
correlato prometedor de la proteccion vacunal. Por ejemplo, Y. Li et al. (2023)
demostraron que los CTL cebados mejoran la proteccion frente al PRRSV tipo 1 en un
contexto de infeccion 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 desencadend una reaccion de citocinas caracteristica de una respuesta
coordinada Th1/Th2, mientras que el péptido PTC1 promovié la actividad citolitica.
Quedan por dilucidar los mecanismos por los que PTC1 y PTC2 inducen dicha respuesta

inmune celular.

X. CONCLUSION

Los péptidos PTC1y PTCZ2 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 epitopos T en sus secuencias.
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Abstract: We analyzed the T-cell responses induced by lineal epitopes of glycoprotein 5 (GP5) from
PRRSV to explore the role of this protein in the immunological protection mediated by T-cells. The
GP5 peptides were conjugated with a carrier protein for primary immunization and booster doses.
Twenty-one-day-old pigs were allocated into four groups (seven pigs per group): control (PBS),
vehicle (carrier), PTC1, and PTC2. Cytokine levels were measured at 2 days post-immunization
(DPI) from serum samples. Cytotoxic T-lymphocytes (CTLs, CD8+) from peripheral blood were
quantified via Alow cytometry at 42 DPL. The cytotoxicity was evaluated by co-culturing primed
lymphocytes with PRRSV derived from an infectious clone. The PTC2 peptide increased the serum
concentrations of pro-inflammatory cytokines (i.e., TNF-a, IL-1p, IL-8) and cytokines that activate
the adaptive cellular immunity associated with T-lymphocytes (i.e., IL-4, IL-6, IL-10, and 1L-12). The
concentration of CTLs (CD8+) was significantly higher in groups immunized with the peptides, which
suggests a proliferative response in this cell population. Primed CTLs from immunized pigs showed
cytolytic activity in PRRSV-infected cells in vitro. PTC1 and PTC2 peptides induced a protective
T-cell-mediated response in pigs immunized against PRRSV, due to the presence of T epitopes in
their sequences.

Keywords: PRRS; pig virus; T-cells; CD8+; GP5; epitopes

1. Introduction

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is one of the most
devastating viruses in the pork industry worldwide [1-3]. PRRSV belongs to the family
Arteriviridae in the order Nidovirales. It is an enveloped single-stranded positive-sense RNA
virus [4,5]. The PRRSV genome is polycistronic [6], of approximately 14.9 kb to 15.5 kb in
length. It contains at least 10 open reading frames (ORFs) [7,8], namely, ORFla, ORF1b,
ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF5a, ORF6, and ORF7 [9].

Currently, there are two main PRRSV genotypes: type 1, or the European genotype
(PRRSV EU-type), also known as the Lelystad virus (LV); and type 2, known as the Ameri-
can genotype (NA-type), also called VR-2332 [4,10]. In 2006, a new genotype emerged: the
highly pathogenic PRRSV (HP-PRRSV), originating from PRRSV type 2 [11]. During the
HP-PRRSV outbreak in China, HP-PRRSV caused over 400,000 deaths and affected 2 million
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pigs [3,11]. HP-PRRSV causes severe lung injury, characterized by extensive hemorrhage,
inflammatory cells, and serous fluid infiltration in the lungs’ vascular system [12].

Particularly, PRRSV type 2 causes severe reproductive impairment in sows and res-
piratory pathologies in pigs of all ages [11]. PRRSV is frequently related to the porcine
respiratory disease complex (PRDC), which is promoted by poor sanitary practices, stressful
environments, and opportunistic viruses and bacteria [13,14].

In 2013, worldwide PRRSV-related economic losses were estimated at USD 664 mil-
lion [15,16]. Current estimations indicate losses of USD 2.5 billion in the USA and Europe
alone [17,18]. Therefore, the swine industry is highly affected by PRRSV worldwide.

Vaccination strategies can control the spread of PRRSV because they reduce the viral
load in blood [19] and reduce tissue damage in target organs, such as the alveoli. Hence, vi-
ral load reduction is an important correlate of vaccine protection [19]. Vaccination, however,
does not induce sterilizing immunity. Therefore, viral transmission still occurs [18].

Commercial PRRS-modified live virus (MLV) vaccines are the most widely used
strategy for disease control, but they provide partial or no protection against heterologous
viruses [19-21]. Other commercial vaccines include inactivated virus vaccines or strain-
specific vaccines (i.e., autologous vaccines manufactured with virus isolated from the same
farm) [22,23]. The current vaccines fail to provide effective protection because PRRSV
possesses several evasion strategies and high antigenic heterogeneity [24].

Vaccine efficacy is improved by adjuvants, which is the reason for developing novel
adjuvants [25]. The most common adjuvants are aluminum salts (commercially known as
Alhydrogel®), which are widely used because they have been approved by the FDA based
on their safety and efficacy [26].

New-generation vaccines use subunits, synthetic or recombinant proteins, and DNA
or RNA [27]. For PRRSV, the vaccines in development include subunit vaccines and virus-
vectored vaccines [28]. Nevertheless, more research is needed to improve the effectiveness
of PRRSV vaccine candidates against heterologous strains [29]. For instance, studies
have confirmed that GP5 peptides induce specific antibodies but do not correlate with
antibody-mediated neutralization [30,31]. Therefore, GP5 is an interesting target for vaccine
development.

The first studies using vaccines based on baculovirus-expressed GP3, GP5, and N
subunits did not show the induction of IFN-producing cells. The GP3 and GP5 subunits
showed 50 to 68% protection against PRRSV, whereas the N protein did not. In general,
these types of vaccines show similar results compared to the commercial inactivated
vaccines. Based on this, it could be considered that protein subunit vaccines are not
effective against PRRSV [29]. Antibody titers are the classical correlates of protection for
PRRSV vaccine candidates. In this context, GP5-derived peptides have been studied as
neutralization epitopes, particularly linear peptides [32]. Peptides can bind to MHC and
activate the immune system [33]; they are also capable of activating dendritic cells (DCs),
promoting DC maturation and T-cell activation in vitro, stimulating DC migration, and the
priming of functional T-cells in vivo [34].

The evaluation of the protective response provided by cellular immunity is not com-
monly used as a correlate of protection. Therefore, the efficacy of the cellular immunity
mediated by cytotoxic lymphocytes (CTLs) is poorly understood. This cellular immu-
nity has been recently explored for vaccine candidates against SARS-CoV-2 and influenza
viruses [35-37].

For PRRSV, epitopes identified from a contemporary PRRSV strain exhibited high
immunostimulatory activity that improved the cellular responses mediated by CD4+ helper
T-lymphocytes and CD8+ cytotoxic T-lymphocytes [38]. Peptides with the potential to
stimulate cytotoxic cells are conserved among PRRSV type 2 strains [39]. In this regard,
cytotoxic T-lymphocytes are key effector cells because they can induce the apoptosis of
PRRSV-infected cells [39]. This information supports the hypothesis that GP5-derived
peptides, containing putative T epitopes, may induce a cytotoxic T-cells response against
PRRSV [40].
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Consequently, the objective of this study was to demonstrate the contribution of CTL
to the protective immunity induced by a peptide derived from GP5 of PRRSV, as has been
demonstrated for other viruses such as SARS-CoV-2 and influenza [35-37].

2. Materials and Methods
2.1. Peptides

The peptides were named PTC1 and PTC2 and are derived from the GP5 sequence
of PRRSV type 2. The PTC1 peptide was previously identified in our work group. The
antigenicity of PTC1 was determined via bioinformatic analysis (Immunoepitope Data base
IEDB and CCL Main Workbench 20.0). In contrast, the PTC2 peptide contains two epitopes
together reported by Vashit et al., 2008 [40]. Moreover, PTC1 was chosen due to its high
degree of conservation (over 80% homology) among the different genotypes reported in
the database.

Both peptide sequences match the endodomain of GP5, corresponding to residues 117
to 163. The peptides were chemically synthesized by solid-phase synthesis by GenScript
(Piscataway, NJ, USA). PTC1, RLYRWRSPVIGHLIDLKRVVRVSAEQWGRP (30 aa) and
PTC2, KGRLYRWRSPVIVEKLAALICFVIRLAKN (29 aa), showed 95 and 98% purity, re-
spectively. To bind peptides with a carrier protein, we included a cysteine at the terminal
carboxyl end. Both peptides were resuspended in dimethyl sulfoxide (DMSO) and adjusted
to a concentration of 1 mg/mL of a stock solution. The peptides were used at a concentra-
tion of 4 g/mL for the detection of specific antibodies and immunoreactivity assays.

We compared the sequences of PTC1 and PTC2 with the sequences reported for PRRSV
type 1, 2, and high pathogenic strains in the Protein BLAST program. The results show a
Query Cover for PTC1 of 100% for PRRSV type 1, 96-100% for PRRSV type 2, and 93-100%
for HP-PRRSV. PTC2 showed a Query Cover of 100% for the three genotypes. These results

suggest that the sequences are conserved [41]

2.2, Aninal studies
Experimental Design, Animals, and Housing

‘The pigs originated from a certified farm {Good Livestock Practices or BPI) where the
animals were regularly tested and found to be negative for PCV2 and PRRSV. We selected
randomly twenty-one-day-old, weaned piglets from six litters without distinguishing their
scx. The piglets were a crossbreed of Large White and Pictrain. Thoy were all subjected to
a standard preventive medicine plan, which included iron supplementation {iron zinc) and
vaccinations. The vaccinations included Coccidin (Coxizuril 3%, 20 mg/Kg orally, Lapisa,
Mexico} administered 3 days after birth, Mycoplassa hyopneumoniae and PCV 2 (Comboflex
2.0 mL IM) administered at 3 days and 19 days after birth, and swine influenza (Porcimune
influenza 2.0 mL IM Lapisa, Mexico} administered at 21 days old.

Atthe age of 21 days, we transferred 28 piglets to a separate experimental stockyard
measuring >33.6 m?. Each piglet was car-tagged and randomly assigned to one of two
groups, with 14 individuals in each group. To determine the assignment, we used the
CraphPad-Random number generator online tool, which randomly distributed the animals
into four groups of seven individuals each.

On day zero of the experiment, the animals were inoculated based on their assigned
group. The control group received 800 pL of PBS (N = 7}, the vehicle group received a
preparation of 400 uL of PBS and 400 pL of aluminum hydroxide (adjuvant) (N = 7), the
PTC1 group received a preparation containing PTC1 (N = 7}, and the PTC2 group received a
preparation containing PTC2 (N = 7). The inoculation preparation for the peptides consisted
of 200 pg of peptide PTC1 or PTC2 (1 mg/mL), 200 ug maleimide [1 mg/mL] {Thermofisher
Maleide Activated BSA), conjugated according to manufacturer specifications, and 400 pL
adjuvant alhydrogel (InvivaGen, San Diego, CA, USA) with a final volume of 800 L. The
piglets were immunized intramuscularly by attaching their legs. Hereafter, the control and
vehicle groups will be referred to as the control groups.
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We visually examined the pigs daily and weighed them weekly. The bedding was
cleaned daily, and the piglets had ad libitum access to drinking water and were fed a
commercial diet (Fulechon phase 1, Vitalechon phase 1, phase 2, phase 3, and Vitalechon
initiator Valleys} following the dosages recommended by the manufacturer, using a semi-
automatic device (baby pig feeder of 9 pounds). In addition, the stockyards were enriched
with play material (suspended chains and bottles). The animals were given a seven-day
adaptation period before the start of the experiment. The immunization and blood sampling
schedule is shown in (Supplemental Material Figure 51).

Animal housing, handling, animal care, and sampling were conducted under the
guidelines of the Animal Care and Use Program {INIH, Washington, DC, U5A} and the
Official Mexican standard NOM-062-Z00-1999. The study protocol CICUMSNH-A101-
FMVZ was approved by the Institutional Research Ethics Committee (Comumittee on
Animal Research and Ethics of the Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, from
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo).

2.3. Bivod Sampling and Isolation of Peripheral Blood Movoruclear Cells

Blood samples were collected via jugular vein puncture at 2 and 42 days after treatment.
The blood was collected with and withcut EDTA (15 mL per animal) using Vacutainer
tubes (BD, Franklin Lakes, NJ, USA}Y and processed within 3 h of collection.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isclated from whele blood using
density gradient separation with Lymls'l‘lloprel:aTM {StemCell Technoelogies, Vancouver, BC,
Canada) according to the manufacturer’s standard procedure. Briefly, 15 mL complete
blood samples were diluted 1:1 {volume:valume) with Lymphoprep reagent, then centrifu-
gated at 464 x g for 25 min. The interface was collected and transferred to a conical tube,
washed two times with 2 mL of PBS, and then centrifugated at 694x g for 15 min. RBC
lysis buffer 1 x (Milltenyi) was added and incubated at room temperature for 5 min. Then,
washed two times with 2 mL of PBS, and centrifuged at 573 x g during 5 min. The cell
pellet was resuspended in 2400 uL of FBS/DMSO 5% and divided into four cryotubes. The
samples were deep-frozen at —80 “C until being used for subsequent analyses.

2.4. Cytokine Detection Assay Panel

The cytokine concentration was quantified using the commercial pre-configured im-
munoassay multiplex Cytokine and Chemokine 9-Plex Porcine ProcartalPlex™ panel kit
{Invitrogen, Vienna, Austria, Cat. EPX090-60829-901), following the manufacturer’s pro-
tocols (Procartallex™ Multiplex Immunoassay user guide). To that end, we used the
Luminex 200 instrument {Austin, TX, USA} The concentration was evaluated in serum
samples obtained two days after immunization (2 DPL}. The cvtokines assessed included
IFN-¢, IEN-v, IL-13, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-8, JL-10, and IL-12p40. When the Luminex in-
strument indicated a concentration “below the limit of detection,” the values were reported
as zero.

2.5, Cytometric Analysis

Cytometry was conducted using approximately 1 x 10° cells/mL of PBS per sample.
The cells were stained and analyzed using the Attune NXT acoustic focusing cytome-
ter (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA), which is equipped with a blue laser
{488 nm) and a violet laser (405 nm). The analysis focused on three subpopulations of
T-cells: CD3+/CD8+/CD4d+, CD8+/CD44—, and CD8—/CD44+. The antibodies used
for staining were anti-pig-CD3¢ PE-Cy™7 (Becton Dickinson, cat: 561477), anti-pig-CD8«x
FITC (Invitrogen, cat: MA5-28714), and anti-pig-CD44 PE (Invitrogen, cat: MA1-16781).

A minimum of 10,000 events in the cells gate were collected for each sample to analyze
ihe individual event packages. A dot plot was generated by comparing forward scatter-A
against forward scatter-H, and any doublets were excluded. A linear dot plot of side scatter
against lincar forward scatter was used to identify the lymphocyte population. Within
the lymphocyte population, a subset gating strategy was employed to compare BL1-CI33+
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cells against the linear scatter side. Then, another subset quadrant gating was performed
to select four subpopulations of T-lymphocytes: CD8— /CD44— ((Q4), CD8+/CD44+ (Q2),
CD8+/CD44— (Q23), and CD8—/CD44+ (Q1} (Supplemental Material 52). The results
obtained from each subpopulation are presented as a percentage of positive cells.

2.6, In Vitro Assays
Plasmid and Cell Lines

The infecticus clone of North American PRRSV type 2 (strain NVSL 97-78950) cloned
in the plasmid pFL-12 was generously provided by Dr. Asit K. Pattnaik of the Univer-
sity of Nebraska. The cell line PK-15 Siglee-10+ CD163+ (PK-15 510-CD163) was kindly
donated by Dr. Hans J. Nauwynck of the University of Ghent. PK-15 $10-C163 and
MARC-145 (ATCC CRL-2378.1) cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
{DMEM) supplemented with 10% fetal bovine scrum (FBS), 1% penicillin/streptomycin
{P/5; 10,000 U/mL; 1{) mg/mL; Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA), and (.5%
gentamycin (10,000 U/ mL; Thermo Fisher Scientific).

2.7 In Vitro Transcription wnd Virus Recovery

The plasmid pFL-12 containing the full genome of PRR5V type 2 was quantified
using the NanoDrap™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Endpoint PCR
was performed with the primers previously described by our research group: ORF3 5-3';
torward: GGATCTACCGCACCATGCAA, reverse: CCTCTCATGCGCAGATTCTG (ph:
187); ORF4 5-3": forward: AAGGCCACTTGACCAGTGTT, reverse ATGCTCCCGTAGT-
GTTGGTT: (pb: 368); ORFS 5-3": forward: TGCTCGCGATIGCTTTCTIT, reverse: ATGA-
GAGCTGCTGTTGCTGT {ph: 84); ORF6 5-3" forward: CCTTGACACAGTCGGTCTGE,
reverse: AGCACATCCACTTCTTCGCA {(pb: 140} and ORE? 5-3: forward: GTTGGGTG-
GCACGAAANCCTG, reverse: GCGCCTTCTCCCGATTTTA (ph: 210}, Gel electrophoresis
was subsequently performed using the complete plasmid and the amplifications of the
ORFs to confirm the presence and integrity of the plasmid and PRRSV genome.

Next, the plasmid was linearized with the Acll enzyme (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) for RNA in vitro transcription, which was carried out using the TranscriptAid
T7 High Yield kit (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) according to the man-
ufacturer’s instructions. Then, 5 pg of viral RNA was transfected into MARC-145 cells
using Lipofectamine 3000™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA)
as previously described [42]. The infected MARC-145 cells were incubated for two days,
after which the cells and supernatant were lysed. A passage was then made into a new
MARC-145 culture with DMEM 10% FBS without antibiotics and incubated during for
48 h to allow virus replication. The cells and the supernatant were subsequently lysed,
aliquoted, and stored at — 80 °C in the original DMEM media supplemented with 20% FBS.

2.8. RNA Extraction, Retro Transcription, Endpoint PCR, and Real-Time PCR Assay for
Virus Detection

Viral RNA was extracted from 500 pL of MARC-145 cells infected with PRRSV, as
described previously. RNA extraction was carried out using 500 pL of TRIzol™ reagent (In-
vittogen Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA), following the user guide for RNA isclation.
The RNA pellet was then resuspended in 13 uL of RNase-free water and kept onice. Reverse
transcription was performed using the RevertAid H Minus Reverse Transcriptase™ kit
{lhermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s instructions.

The viral copies were quantified via qPCR with 11 ul. of c[DNA and the Syber green™
reagent {Biorad, Hercules, CA, USA), following the manufacturer’s recommendations.
The primers used were ORF7 forward 5-3"; GTTGGGTGGCAGAAAAGCTG and reverse
5'-3" GGGGCTTCTCCGGGTTTTA, 0.5 uL [10 uM], which amplify a product of 210 pb
from ORF7.
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2.9. Standard Curve for PRRRSV Quantification

The qPCR standard curve was performed using the pFL-12 PRRSV plasmid. The
concentration of the plasmid was correlated with an estimated viral copy number [43].
Six-fold serial dilutions ranging from 6.4 x 10% to 2.0 x 108 in viral copy number were used
to measure viral copies in serum samples and infected cells (Supplemental Material 53).

The calculation of the standard curve parameters showed a correlation coefficient (R2)
of 0.996, a slope of —3.159, an intercept of 21.55, and an efficiency (E) of 107.279%. The
viral copy number in the examined samples could be quantified by applying the standard
formula for the regression analysis (Y = —3.159X + 21.55).

2.10. Co-Cultures of Primary Lymphocytes with PK-15 $10-CD163 Cells Infected with PRRSV

The cytotoxicity assay was performed using a co-culture of PK-15 510-CD163 as
target T-cells and primary percine lymphocytes isolated from the experimental groups as
primed cells.

Initially, the PK-15 $10-CD163 cells were secded at a concentration of 10,000 cells /well
in a 96-well black plate with a clear flat bottom {Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA) in
DMEM 2% FBS (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA}. The cells were incubated for 24 h
at 37 °C and 5% COs. Subsequently, the cells were infected with PRRSY at a multiplicity of
infection (MOI) of (.2 in DMEM 10% inactivated FBS and seeded simultaneously with the
lymphocytes in the plate.

The primary lymphocytes cryopreserved from 42 DPI were thawed at room tempera-
ture and seeded into 100 mm culture plates (Coming, NY, USA) under standard culture
conditions using RPMI (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA) 10% FBS. Prior to the
experiment, the viable lymphocytes were normalized as a control for viability. Viability
was measured using a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
assay. The cells were cultured at a density of 1 x 10? cells/well in RPMI basal medium and
incubated at 37 “C in 96-well plates with 3% CQO2. Then, 20 uL of MTT (5 mg/mL in PBS)
was added to each well, and cells were incubated for 4 h at 37 °C. After centrifugation at
830x g for 5 min, the supernatants were immediately removed. Then, 100 gL of dimethyl
sulfoxide {DMS0} was added, and the absorbance (595 nimn) was measured using a mi-
croplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Cell viability was expressed as percentage of
viability compared to fresh lymphaocytes as the control. The viability percentage was calcu-
lated as follows: [({optical density of the samples)/{optical density of the control)] » 100.
The samples were analyzed in triplicate. All groups showed approximately 40% viability
after thawing (Supplemental Material 54).

After incubation, the non-attached lymphocytes were collected and identified as the
lymphocyte isolate. These lymphocytes were divided into two samples: one was cultured
with RPMI 10% FBS, and the other was cultured with REMI 10% IFBS supplemented with
10 pg/mL of phytohemagglutinin (PHA) (SIGMA Aldrich, St. Louis, MO, USA). The cells
were incubated for 24 h at 37 *C and 5% COs;.

For the co-culture assays, lymphocyte isolate was added to the infected PK-15 cells.
In detail, primary lymphocytes were added at a concentration of 8000 cells/50 pL/well
to achieve an 8:1 ratio (lymphocyte: PK-15), using RPMI 10% FBS without phenol red
{Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA). Additionally, ¢ach well received 50 pL of Green
celltox reagent (Promega, Madison, WT, USA). The co-cultures were incubated at 37 °C
with 5% CO;. The fluorescence was quantified at 12 h and 24 h using a Varioskan LUX
{Thermo Scientific, Carlshad, CA, USA) instrument measured at 485/520 nm.

2.11. Statistical Analysis

The statistical differences between the infected and non-infected groups were initially
assessed using normality and lognormality tests for all assays. Subsequently, one-way or
two-way analysis of variance (ANOVA) was conducted, followed by post hoc tests such
as Kruskal-Wallis or Brown—Forsythe and Welch post hoc tests, as specified in the figure
legends. Significance levels of * p < 0.05, ** p < 0.0, and *** p < 0.001 were considered
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statistically significant. The data are presented as means =+ standard error of the mean
(SEM). The statistical software GraphPad Prism (version 8.0.1, GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) was utilized for the analysis.

3. Results
3.1. Weight Gain Was Not Influenced by the Immumization Protocol

Weekly weight gain increased steadily over the course of the experiment in the four
groups. There were non-significant differences observed between the PBS and vehicle
groups compared to the PTC1 and PTC2 groups (Figure 1).

-e- Control
-# Vehicle
-4+ PTC1
-+ PTC2

Weight (kg)
S
1

Weeks

Figure 1. Weight gain. Weight of pigs at different growth stages (N = 28) divided into four groups
(N =7). The curves represent the median weight of seven individual subjects, while the error bars
indicate the interquartile range. Statistical significance was determined using a Two-way ANOVA
and Tukey pos hoc test. Non-significant differences were observed.

3.2. PTC2 Peptide Increased the Concentration of Proinflammatory Cytokines

Cytokine concentrations were quantified in serum samples collected 2 DPI post-
immunization to determine the proinflammatory state. Pigs immunized with PTC2 ex-
hibited significantly higher serum concentration of TNF-c¢ and IL-1p compared to both
the control and vehicle groups (Figure 2A,B). In contrast, there were no significant differ-
ences in the serum concentrations of IL-8 and IFN-& between the P TC2 group and the
control groups (Figure 2C,D). The PTC1 group did not show differences in cytokine serum
concentrations compared to the controls. These findings suggest that the PTC2 peptide
induces a proinflammatory condition after immunization. The cytokine concentrations
were measured 48 h after immunization to observe the immunomodulatory effect during
the initial stage of antigen processing and presentation.

3.3. PTC2 Peptide Increased the Serum Concentration of Cytokines Related to the Activation of
Cellular Immunity

Pigs in the PTC2 group exhibited a significant increase in their serum concentrations
of IL-4, IL-10, and IL-6 compared to both the control and vehicle groups (Figure 3A,B,D,E).
Additionally, the concentration of IL-12 increased in the vehicle, PTC1, and PTC2 groups
compared to the control group (Figure 3C). These findings suggest that the vehicle used in
this experimental setup may influence the concentration of 1L-12.
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Figure 2. Analysis of proinflammatory eytokines in serum from pigs immunized with FTC1 and PTC2.
Serum samples were collected 48 h post-inoculation. Cytokines were measured using a multiplex
Luminex-based cytokine immunoassay. {A) TNF-a. (B} IL-1b. (C) IL-5. (D) IFN-&. Bars indicate
the median of 7 individual subjects and the error bars represent the interquartile range. Statistical
significance was determined using ANOVA and Kruskal-Wallis post hoc test. Significance levels of
*p <0.05* p <001, and *** p < 0.001 were considered statistically significant. ns: non-significant.

3.4. PTC1 and PTC2 Immunizations Correlated with Increased CD8+ Cell Count in Peripheral Blood

The quantification of cytotoxic lymphocytes (CD8+) in peripheral blood was conducted
42 days after immunization. The results show that the pigs immunized with PTC1 and
PTC2 exhibited a higher CD8+ cell population compared to the groups treated with PBS
and the vehicle (Figure 4A). Although the group immunized only with the vehicle depicted
a higher CD8+ cell count, it was still lower than the count observed in the pigs immunized
with both peptides. These findings suggest that the peptides may have a direct effect on
the production and differentiation of cytotoxic lymphocytes.

To determine whether the peptides could influence the activation state of cytotoxic
lymphocytes, we quantified CD8+/CD44+ double-positive cells via flow cytometry. How-
ever, no significant difference in CD8+ /CD44+ count was observed between the peptide-
immunized groups compared to the control groups (Figure 4B).

3.5. PTC1 Primed Lymphocytes Recognize and Eliminate PRRSV Infected Cells

Lymphocytes isolated at 42 DPI from all experimental groups were co-cultivated
with PRRSV-infected cells to evaluate their cytotoxic activity. The cytotoxic activity was
estimated based on the relative fluorescence units (RFUs), which were indicative of non-
viable cells. As a viability control, PK-15 cells (alone) infected with the virus were used.

After 12 h of co-incubation, there was not a significant difference in viable cells among
the treatment groups, indicating a similar level of cell death regardless of the immunization
scheme (Figure 5A). In contrast, when lymphocytes were stimulated with PHA, the group
immunized with PTC1 showed a significantly higher difference in cell viability (Figure 5B).
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Figure 3. Quantification of [FN-y, IL-6, IL-12, IL-4, and IL-10 in pig sera. Sera from pigs were
collected at 48 h post inoculation. Cytokines were measured using a multiplex Luminex-based
cytokine immunoassay. Bars indicate the median of 7 individual subjects and the error bars represent
the interquartile range. (A) IFN-y, (B) IL-6, (C) IL-12, (D) IL-4, and (E) IL-10. Statistical significance
was determined using ANOVA and Kruskal-Wallis post hoc test. Significance levels of * p < 0.05 and
*+* » < (1.001 were considered statistically significant. ns: non-significant.
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cells CI8+CD44+. Bars indicate the median of 7 individual subjects and the error bars represent the
interquartile range. Statistical significance was determined using ANOVA and Brown-—Forsythe and
Welch post hoc tests. Significance levels of * p < 0.03, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 were considered

statistically significant. ns: non-significant.
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Figure 5. PRESV peptide-specific CTL responises in vitro. PK-15510-CD163 cells were sveded at a ratio
of 1:8 with isolated lymphocytes fram immunized pigs according to the experimental groups: control,
vehicle, PTCI, and PTC2. Additionally, lymphocytes from the vehicle, PTC1, and PTC2 were pre-
activated with PHA in vitro for 24 h before co-cultivation. (A) RFU measurement at 12 h of co-culture.
(B) RFU measurement at 12 h of co-culture with pretreated lymphocytes with PHA. (C) RFU measure-
ment at 24 h of co-culture. (D) RFU measurement at 24 h of co-culture with pretreated lymphocytes
with PHA. Bars indicate the median of 7 individual subjects, and the error bars represent the in-
terquartile range. Statistical significance was determined using ANOVA and Brown-Forsythe and
Welch post hoc tests. Significance levels of * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, and **** p < 0.0001 were
considered statistically significant. ns: non-significant.

After 24 h of coincubation, the effect of PTC1 on cell viability was notably higher than
that of PTC2 and the control groups, both with and without PHA stimulation (Figure 5C,D).

4, Discussion

Subunit-based PRRSV vaccine candidates have been studied for over 25 years. The
protective efficacy of these vaccines varies and is comparable to that of inactivated virus
vaccines [29]. MLV vaccines are currently the most widely used type, but these vaccines do
not provide complete and sterilizing protection against PRRSV, nor do other new-generation
vaccines that are currently under investigation. Consequently, there is an ongoing need
for effective and safe PRRSV vaccines. Notably, both natural and synthetic peptides have
demonstrated a robust induction of T-cell mediated immunity [44], thereby indicating their
potential promise for vaccine development.

In this study, we evaluated peptides from GP5 as potential vaccines candidates. First,
the experimental setup did not affect the health or growth rate of the pigs. In our study,
weight gain was independent of the immunization protocol (Figure 1), suggesting that the
pigs maintained a normal growth rate. Frequently, monitoring weight gain serves as an
indicator of the health and welfare status of production animals [45]. Furthermore, all the
piglets used for the experiment were confirmed to be PRRSV-negative, as determined using
PCR (Supplemental Material S5).
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We report here the immunogenic characteristics of two PRRSV type 2 GP5 peptides
as potential vaccine candidates, with a particular focus on their ability to induce T-cell
mediated immunity. PTC1 encompasses residues 148-161 (Seq. Ref. UJD73100.1), and
PTC2 corresponds to residues 116-130 and 148-163 (Seq. Ref. UOA04012.1). PTC1 shares
76% similarity with the sequence previously reported by Chen, C. et al. [46]. The GP5-149T
contains a T-cell epitope and has been shown to induce a T-cell immune response [46]. PTC2
contains two sequences; the first one corresponds to an immunodominant T-cell epitope
reported by Vashisht, K et al. [40]. The second sequence overlaps the PTC1 sequence. T-cell
epitopes have been identified in GP5, which supports the use of this protein to induce
a T-cell mediated response [40,46—48]. Studies have found that peptides similar to PTC1
and PTC2 have induced the activation of IFN-y secreting cells (CTLs) and proliferation of
PBMCs in mice and pigs in assays related to T-cells [40,46,48].

The vaccine candidate formulation, containing one of two peptides derived from GP5,
showed different stimulation patterns concerning proinflammatory cytokines, cytokines
related to the activation of cellular immunity, and the cytotoxic activity of primed lymphocytes.

The proinflammatory profile of the pigs immunized with the peptides was evaluated
by measuring the concentration of TNF-a, IL1-p, IL-8, and IFN-« (Figure 2). The results
demonstrate an increase in TNF- « and IL1-p (Figure 2A,B), suggesting that PTC1 induces
a proinflammatory state at 2 DPL. Similar studies using peptides derived from PRRSV and
carrier proteins as a vehicle revealed an increase in TNF- o, a cytokine associated with the
augmentation of the Th1 immune response [46]. The addition of carrier proteins to the
peptides has proven to be an effective strategy to enhance the immune response to vaccine
antigens [46].

To assess the profile of cytokines related to the activation of cellular immunity, we
focused our cytokines measurement at 48 h, as previous reports have indicated changes
during the first 24 and 48 h post-treatment. The changes involved an increase in pro-
inflammatory cytokines and signaling pathways related to T-cell activation [47,49]. Fol-
lowing this, it is observed that signaling pathways such as STAT, which is associated with
the Thl phenotype, decreased [47]. Arunachalam et al., 2023 reported that after 3 days
of vaccination with the Pfizer-BioNTech BNT162b2 vaccine, cytokines like CXCL10, IL-6,
IFN-a, and IFN-y returned to normal levels [50,51].

Immunization with PTC2, after 2 DPI or 48 h, corresponded to an elevated serum
concentration of cytokines related to the Thl and Th2 immunological response (Figure 3).
Specifically, the higher concentration of IFN-y and TL-12 is associated with the activation of
helper lymphocytes of the Thl lineage [52], whereas the higher concentration of IL-4 and
IL-6 suggests the stimulation of Th2 lymphocytes [53,54].

This study reveals that cellular immunity associated with Thl and Th2 was activated.
This same response has been observed in a murine model immunized with SARS-CoV-
2 [55]. Thl/Th2-related immune responses through the secretion of their predominant
cytokines such as IFN-y and IL-4 could confer protection [55]. The activation of Th1/Th2
may contribute to the reduction of viral loads and could also significantly prevent body
weight loss, as observed in SARS-CoV-2. In addition, the potential secretion of neutralizing
antibodies is favored with the activation of Thl and Th2 [55]. In our study, the role
of neutralizing antibodies was not examined, but in future research, the secretion of
neutralizing antibodies will be investigated to determine their ability to recognize and
neutralize PRRSV.

Overall, PTC2 induces a T helper Th1/Th2 proinflammatory cytokine immunomodu-
latory profile, whereas PTC1 primes lymphocytes (likely CTLs) with a cytotoxic effect on
PRRSV-infected cells.

The cytotoxic activity of the CTL response has been previously studied using peptides
derived from type 1 and HP-PRRSV [56,57]. In these studies, pigs immunized with NSP2
and M-protein-derived peptides demonstrated an increased activity of CTLs producing
IFN-y [56], suggesting that this response could be sufficient to protect against PRRSV, even



Viruses 2024, 16, 14

13 of 17

in the absence of neutralizing antibodies [57]. Moreover, it has been suggested that peptides
capable of inducing CTLs might be required for optimal immunity against PRRSV [58-60].

In our study, we evaluated the cytotoxic lymphocyte population in pigs immunized
with PTC1 and PTC2 peptides at 42 DPIL. Both peptides induced a significant increase
in CD8+. Previously, in a mice model, we observed an increase in the CTL population
(CD8+) after PTC1 immunization. This result is confirmed in the present study, where we
observed an increased population of total cytotoxic lymphocytes (CD8+) with both the
PTC1 and PTC2 groups compared to the control and vehicle group (Figure 4). The increase
in total cytotoxic lymphocytes in the vehicle group (BSA protein) is well characterized for
the adjuvant aluminum hydroxide (alhydrogel), because it modulates the T-lymphocyte
response by increasing the inflammasome receptor protein 3 (NLRP3, also called NALP3) as
well as other inflammasome-independent pathways. These pathways promote the secretion
of high levels of proinflammatory factors through antigen-presenting cells. These particles
act directly or indirectly on B- and T-cells [45]. Moreover, aluminum salts increase the
population of activated cytotoxic cells [61], promote the cross-presentation of DC antigens
in vitro, and improve the cytolytic activity of CTLs [61,62].

We evaluated the activation phenotype of CD8+ T-cells (CD8+/CD44+) at 42 DPL
Despite observing a higher population in the immunization groups, there was no significant
difference in the activation profiles of the CD8+ population. These results align with the
findings of Franzoni et al., 2013, who demonstrated that a viral challenge is needed to
observe a difference in CD8+ activation. Specifically, only the group immunized with an
attenuated Classical Swine Fever Virus (CSFV) vaccine and subsequently challenged with a
virulent strain depicted a higher CD8+ activation profile after 56 days of immunization [63].
This result suggests that primed CD8+ could be activated by the presence of the viral
antigen in vitro or in vivo after a correct stimulation in the immunized pigs.

Given that the CD8+ cell population was higher in immunized pigs, we further
explored their cytotoxic activity in vitro to confirm that the peptides could prime lympho-
cytes in our experimental setup. We conducted in vitro cytolysis co-culture assays based
on previously reported methodologies [64]. CD8+ from immunized pigs showed increased
cytotoxic activity when co-cultured with PRRSV-infected cells and stimulated with PHA
(Figure 5). This suggests that PTC1 and PTC2 may prime CD8+ cells upon immunization. It
is well established that PHA can induce lymphocyte proliferation through the cross-linking
of glycoproteins on the cell surface [65,66]. PHA can activate T-lymphocytes as it binds
to the TCR/CD3 complex, mimicking all intracellular activation events, similar to the
mechanism triggered by anti-CD3 antibodies [67].

The activity of specific CTLs is a promising indicator of vaccine protection. For
instance, Y. Li et al. (2023) showed that primed CTLs enhance protection against PRRSV
type 1 in a transplacental infection context, reducing viral load in infected animals [68].

Finally, all these data suggest that both peptides are effective in inducing a cellular
immune-mediated response. PTC2 elicited a cytokine reaction characteristic of a coordi-
nated Th1/Th2 response, while PTC1 promoted cytolytic activity. The mechanisms by
which PTC1 and PTC2 induce such immune response remain to be elucidated.

5. Conclusions

PTC1 and PTC2 peptides induce a T-cell response and a pro-inflammatory profile in
immunized pigs against PRRSV. This suggests a potent and effective immune response,
likely attributable to the presence of T epitopes within their sequences.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/v16010014 /51, Figure S1: Immunization and blood sam-
pling schedule; Figure S2: Immunophenotyping CD3+/CD8+ and CD8+ /CD44+ cells population
from lymphocytes; Figure S3: Standard curve for PRRSV quantification; Figure S4: Viability of the
lymphocytes after cryopreservation by MTT assay; Figure 55. Graphical Representation of gPCR
Software Results for the Detection of PRRSV in Experimental Pig Samples.
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S3. Standard curve for PRRRSV quantification.

R2=0.996
Siope= -3.159 Intercept= 21.55
Real-time PCR efficency=107 279%

Treshold cycle (Cq)

0-m
10000 1000 100 10 1
DNA copy number [Log10]

Standard curve for the quantification of viral copy number by real-time PCR. The
used six-fold dilutions ranged from 6.4 x 109 to 2.0 x 106 copies based in Log10 per
pL were plotted as X-axis . Cq values are indicated on Y-axis.

34, Viability of the lymphocytes after cryopreservation by MTT.
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Gaceta
Nicolaita

{Tengo una infeccion viral! ;Qué esta pasando en mi cuerpo?

robablemente ya tengas idea de

que el sistema inmune nos protege

contra las infecciones. En afios re-
cientes cobro relevancia la comprension
de la funcion del sistema inmune porque
nos protege de las infecciones virales. En
general, el sistema inmune es un sistema
de defensa. El sistema inmune interac-
tua con el entorno donde habitamos, de
hecho, funciona de una manera similar
en todos los mamiferos. Este maravillo-
s0 sistema esta alerta todo el tiempo. Su
funcion es simple: reconocer, categorizar
y decidir como actuar ante cualquier par-
ticula extrana, ya sea un grano de polvo,
polen o un microorganismo que puede
ser una bacteria o un virus.

Nuestro sistema inmunitario esta en
constante evolucion, se adapta y busca
la manera de reconocer y diferenciar lo
propio de lo extrafio. Se activa desde que
nacemos y en las primeras etapas de vida,
junto con el calostro o leche materna se
le conoce como la primera linea de defen-
sa en el cuerpo, por lo que a este tipo de
inmunidad se le llama inmunidad innata.
Los anticuerpos provenientes del calostro
sirven como proteccion contra el entorno
que hasta entonces era desconocido para
nosotros. Posterior a esto, cuando se ter-
mina la lactancia, nuestro organismo, es-
pecificamente el sistema inmune innato,
tiene que aprender a reconocer el entorno
que lo rodea. Principalmente para limitar
a cualquier microorganismo extrafio,
destruyéndolo en cuestion de minutos u
horas. Esta barrera innata de defensa in-
cluye la piel, las membranas mucosas, las
lagrimas, la saliva y el acido del estoma-
go, que ayudan a evitar la entrada de mi-
Croorganismos.

A pesar de que estainmunidad tiene una
amplia actividad de proteccién porque
es inmediata y la mayoria de las veces es
muy eficaz, también tiene una limitante,
y es que, durante las infecciones virales,
esta proteccion no es suficiente. De he-
cho, cuando un microorganismo ingresa
al cuerpo, el sistema inmune innato tiene

ﬁ | Suplemento

Fernado Calderén Rico
Dra. Rosa Elvira Nufiez Anita
Docrorade en Ciencias Biologicas

aproximadamente unas cuarenta y ocho
horas para eliminar o limitar al organismo
extraiio, pero si falla en esta tarea, se tie-
ne que activar un sistema exclusivamente
dirigido al microorganismo en particular.
Aqui es donde entra en accion el sistema
inmune adaptativo. Dicha inmunidad esta
caracterizada por presentar una respues-
ta altamente especifica y particular contra
un microorganismo como virus o bacteria.
Asimismo, la inmunidad adaptativa cuen-
ta con varios flancos de defensa que se
puede dividir principalmente en dos: la in-
munidad humoral y la inmunidad celular.

¢Pero como funcionan?, ;Como
saben como actuar?

En realidad, limitar una infeccidn viral es
un trabajo en equipo. Las células llama-
das linfocitos B, son un tipo de sensor que
puede reconocer fragmentos del virus de
forma directa o con la ayuda de otras cé-
lulas que le presentan fragmentos virales.
Las células presentadoras requieren fago-
citar (comer) al virus para fragmentarlo,
después se unen a los linfocitos B para
proceder a la presentacion de una parte
del virus o bacteria. Una vez que los lin-

Raos o

focitos B detectan a las particulas virales,
se lleva a cabo la generacion de moltiples
copias exactamente iguales de ellos mis-
mos. Luego en su forma madura, los lin-
focitos B producen y liberan anticuerpos
para rodear a los microorganismos circu-
lantes y evitar que se diseminen por todo
el cuerpo. Precisamente los nuevos virus
han evolucionado para escapar del meca-
nismo protector que representan los an-
ticuerpos. Cada vez que un virus se mul-
tiplica, se producen cambios sutiles en su
superficie, esto les ayuda a no ser recono-
cidos por los anticuerpos.
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En ese momento de la infeccion es
cuando se solidarizan las células presen-
tadoras de antigeno, las cuales se cono-
cen como monocitos, macrofagos y cé-
lulas dendriticas. Todas ellas estan encar-
gadas de reconocer y fagocitar o “comer”
al microorganismo para fragmentarlo y
posteriormente los fragmentos son pre-
sentados a los linfocitos. Los linfocitos re-
conocen al fragmento viral y se activan, al
proceso, se le conoce como presentacion
del antigeno. Pero esto requiere de mas
pasos para contener la infeccion viral des-
de el punto de vista inmunoldgico, por-
que no solo se presenta el antigeno, los
macrofagos y células dendriticas se unen
a los linfocitos como dos grandes esferas
que se unen y en el centro de la union se
lleva a cabo la presentacion, ademas, hay
secrecion de varias substancias quimicas
llamadas citocinas que ayudan a la acti-
vacion y la co-estimulacion de receptores
en los linfocitos que funcionan como lla-
ve que enciende la maquinaria dentro del
linfocito. Estos tres estimulos provocan la
activacion de los linfocitos que, a su vez,
se expanden clonalmente en multiples
copias y una vez activados cumplen varias
funciones.

Por otra parte, estan los linfocitos Th
o ayudadores, su funcion es proveer de
apoyo a todas las células inmunes. Esto lo
hacen con la liberacién de citocinas proin-
flamatorias, que son proteinas solubles
con una potente accion sobre las células,
que ayudan a otras células fagociticas a
eliminar microorganismos de la periferia
e incluso ayudarlas a ser mas reactivas e
ir a sitios mas alejados de la circulacion,
como los tejidos, para limitar la infeccion.
Sin embargo, muchas veces no basta con
fagocitar a los virus que se encuentran
fuera de las células, sino también deben
eliminarse células ya infectadas (con virus
dentro), por lo que se deben llevar a cabo
otras acciones mas radicales para conte-
ner la enfermedad infecciosa.

;Te has preguntado como elimina el
cuerpo a las células infectadas por
virus?

Aqui es donde entran en accion los linfo-
citos citotdxicos, estas son células espe-
cializadas que se encargan de detectar y

eliminar células infectadas por microor-
ganismos intracelulares como los virus.

Y si te preguntas ;Como lo hacen? La
respuesta es que hay dos caminos por los
cuales los linfocitos citotdxicos reconocen
y eliminan a células infectadas, estos son:

Primero, la via directa donde se une el
linfocito con la célula infectada para darle
“el beso de la muerte”. Esta es la destruc-
cion directa, donde el linfocito expulsa
componentes que rompen la superficie
de la célula infectada. Estos componen-
tes llamados perforinas tienen la funcién
de desequilibrar a la célula y provocar lo
mismo que cuando se llena demasiado
un globo con agua, pero a diferencia de
un globo, la célula se fragmenta como
diminutas esferas que posteriormente
seran fagocitadas por las células inmuno-
logicas. También hay otros componentes
como las proteinas llamadas granzimas,
las cuales provocan que, al interior de la
célula infectada, se dé la orden para que
se detengan todos los procesos metabdli-
cos que se estén llevando a cabo y empie-
ce a fragmentarse la célula infectada, de
igual manera que con las perforinas.-

La sequnda es la via indirecta, donde,
por medio de citocinas, se les indican a
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las células infectadas que detengan todo
proceso y activen la via de muerte celular.
Esto de igual manera conduce ala célula a
ser fagocitada y eliminada del cuerpo por
células inmunes.

Asi es como el sistema inmune y en es-
pecial los linfocitos citotdxicos tienen un
amplio repertorio de posibilidades para
detectar y destruir células infectadas.
Sin embargo, hasta anos recientes no se
prestaba mucha atencién a todos los ele-
mentos del sistema inmune, por ejemplo,
tradicionalmente para conocer si las vacu-
nas eran efectivas, se media el incremen-
to de anticuerpos y se creia que, a mayor
incremento, mayor proteccion. Pero en
los Ultimos afios se ha demostrado que
el incremento de los linfocitos citotoxi-
cos también es importante para brindar
proteccion antiviral. Esto ha cobrado re-
levancia porque entonces se incluye a las
células citotoxicas como un indicador de
proteccion, ademas de los anticuerpos.

Entender como funciona nuestro siste-
ma inmune ante una infeccion viral, es un
paso importante para la creacion de me-
jores medicamentos y para el desarrollo
de nuevas vacunas contra los multiples vi-
rus que afecta la salud publica de anima-
les y humanos.
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ANEXO 3.

Response of lymphocytes from pigs naturally infected with porcine
respiratory disease complex at 3 different stages of development

Rosa Flvira Nuncz-Anita, Fernando Calderdn-Rico, Francisco Pérez-Duran,
Maria Concepcion Arenas-Arrocena, Alicia Gabriela Zamora-Avilés, Luis Enrique Franco-Correa,
Alejandro Bravo-Tatifio, llane 1lernandez-Morales

Abstract

The objective of this study was to analyze the response of lymphocytes from pigs naturally infected with porcine respiratory
dizease complex (PRI at 3 different stages of development. Porcine respiratory disease complexes were isolated from 2 groups:
The infected group, consisting of pigs with PRIXC and no vaccimation against any virus (17 — 24), and the control group, consisting
of vaccinated and noninfected piglets (0 = 24). Both groups were sampled at 3 stages of development: Weaning (WEA) (1 = 8),
initiation (INI) (1 = 8), and growth (GRO) (1 = 5). The PRDC status was confirmed by serological testing against porcine circovirus
type 2 (PCV-2), porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSY), swine influenza virus (HIN1), and Mycoplasna
tyepreumeniar. PCV-24 cells were quantified by flow cytometry. Weight gain was registered at cach stage. PCV-2+ cells, CD4+
cells, monocytes and lymphocvies populations were measured. Gene expression in CD4+ cells was quantified for interferon-y
{IFIN-v), GATA binding protein 3 (GATA3), T-box hanscription factor (T-bet), interleukin-10 (IL-10i, and [L-4. Contral piglets
gained approximately 35% more weight than those infected with PRDC. Specifically, PCV-2+ cells were detected in piglets [rom
the inlected group in the [ollowing proportions: WEA = INI = GRO. In infected piglets, the CD4+ count increased at WEA and
decreased al GRO, CD4+ expression profile showed an overexpression of T-bet al IN[ and GRO, and Lhe expression of [FN-v
was lower al WEA and GRO. [n conlrast, IL-4 was overexpressed at all 3 slages. GALIA3 was uverexpressed al IN[ and GRO. 'The
infected piglels showed lymphopenia and less CDM4 + cells. CD4+ cells showed a differenl expression profile than the conirol
group, in which 1FN-v was less expressed, whereas [L-4 and 'I-bet were overexpressed.

Résumeé

Lobjectif de cette étude était d'analvser la réponse des lymphocytes de pores naturellement infectés par le complexe respiratoire
porcin (PRDC) & trods stades de développement dillérents. Des PRDC ont éte isolés & partin de deux groupes © le groupe infecte,
compose de pores atteints de PROC et non vaccinds contre un virus (r — 24}, et le groupe Kmoin, composé de poreelets vaceings et
nun infectés (n — 24). Les deux groupes ont été échantillonnés i trois stades de développement : sevrage (WEA) (0 — 81, initiation
(IND (7t — 8) et croissance (GROV (n — 81 Le stalul de PRDC a é1é confirmé par des tests sérologiques conlre le circovirus porein
de lype 2 (PCV-2), le virus du syndrome reproducleur el respiratoire porcin (PRESY), Je virus de la grippe porcine (HIN1) et
Mycoplasma hyopnzwionive. Les cellules PCV-2+ ont é1& quantiliées par cytomélrie en flux. Un gain de poids a éLé enregistré
a chaque élape. Les populations de cellules 'CV-2+, de cellules C1M+, de monocyles et de lymphocyles ont €16 mesurées.
Lexpression génique dans les cellules C1)4+ a été quantifiée pour l'interféron—y {[I'N-+), la proléine de liaison GATA 3 (GATAZ),
le facteur de transcription -box (Tbet, linterleukine-10 (I1.-10) et V11 -4. [ es porcelets 1émoins ont pris environ 35 % de poids
en plus que ceux infectés par le PRTIXC. Plus précisément, des celliles FCV-21 ont été détectées chez les porcelets du groupe
infectd dans les proportions suivantes : WERA = INT = GRO: Chez les poreelets infectés, le nombre de €141 a augmenté 3 WEA
et diminud & GRO, e profil dexpression de CMN4t+ a montrd une surexpression de T-bet 3 INT et GRO, et Fexpression d'TFN-+
détait phas faible 3 WEA ot GRO. Fn revanche, 17 -4 était surexprimée aux trois stades. GATAS était surexprimé a TN of CRO. Tes
porcelets infoctés présentaient une lymphopénie et meins de cellules CD4 . Les cellules CDM 1 ont montré un profil dexpression
différent de celui du groupe témoin, dans lequel VIFN-+ était moins exprimé, tandis que 1'TL-4 ot le T-bet étaient surexprimds.
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Introduction

Poxcine circovinus type 2 (PCV-2} is present in the pig industry as
a persistent virus. The mechanisms by which « remains in heaZhy
animals and can reemerge to be infective ane not known. We believe
that cells of the immune system could be compromised and favor
peralstenice.

Paorcine circovirus type 2 (PCV-2), a memher of the famey
Cireoziridae, 15 the smallest knowo non-enviloped, single-stranded,
cireniar DNA virus (1) Two types of PCV are now recognized.
Porcine circovirus type 1 s considered o be nonpathogende (2,3)
and PCV-2 15 dssociated with porcine circovinus-assuciated Jdisease
(PCVAD) (4,5).

Porcine circovirus-assockated disease (PCVAL) 35 a pathology
causad by the assoczalion of 2 or more diseases, including porcine
respiratory disease complex (PRDUCY (6-8). Porcine respiratory
disease complex is caused by a set of viral and bacterial pathogens
and environmental stressors, such as stress during the production
process (9,10). Primary agens, consisting of viruses and hacteria,
evade the normal mechanizms of the innate fmmune response anid
colonize the nasal cavity or tonsils to spread & the bungs (10,71). This
process predisposes the entry of opporhunistic viruses and bacterda,
known as secondary agents, that cause severe headth complications
and decresse inweight gain (7,12,13),

Primary agenss include vinuses such as porcine reproduciive
respirazory syndrome vinus (PRESV), swine infisenza vinus (S1V,
pseudarabies virus (’RV), porcine circovirus type 2 (PCV-2), and
possibly porcine respiratory coronavirus (PRCY). Bacterial agents
inciude Mycoplasima lyoprenmaniae, Bordetella vranchiseplica, and
Actinotmeithies plewropresmoniae. Opportunistic or secondary agents
vary but mast commoenly inchide Pastewmlla mudtocida, Hacmonnilus
parisuis, Streptocoritg suis, Actinnbacillis suiz, and Arrannbrcteriumm
mgeres (17).

Foxine circovirus type 2 (PCV-2) appears most freguently as a
subclinieal nfection. One of the obvivus signs of infection is the
prugressive loss of weight or reduction i weight gan (14), Porvine
cinovirus type 2 aflects piygs at al stages of developmeni, particu-
larly those in fhe iniiation o growthstagyes, which range from 4 o
16 wi of age. These pigs show marked signs of disease and even
increased mortaZiy (15). Piglets 6 to 18 wk of age are the most
affected and show dinical signs, especially during transition from
the late-nursery to mid-finishing stage, although these Cinical signs
are related to secondary infectons.

These observations have been confirmed in pigs experimentaity
infected with PCV-2, 10 which common clinical signs nelude inflam-
maton of lymph nodes, growth retardation, fymphopenia, and pale-
ness or jasridice, although the disease s aggravated by secondary
mistubial infectons (6). Secondary pathogens appear tu increase the
replication and pathogenesis of FCV-2, Pigs are frequently coindected
with PUV-2 and PRESY. Morgover, PRESY increases and potentiates
the effects associated with PCV-2, such as lesions in different ym-
phoid organs, and increases viremia (7,17}, In contrast, PCV-2 does
not afect the viral load of PRRSV (15).

The most common rowte of infection with TCV-2 4 oz oro-rasal
secrettons. Vertical transmission has been demonstrated by mons-
taring experimental intranasal infecions in pregnant sows (154 In

aduit pigs, POV-2 <arget cells are the macrophages (19), although
B-iymphocytes and CD4+ T-lymphocytes can also be infected (20).
Porcine circovirus type 2 can persist in the ronsils for several
yoars (21 24). The mochanisms behind this immune evasion strategy
are not well understood (243, but it might be through the mmpairment
of lymphocyte funcons,

Many viruses evade the host znonne response, inferfering with
irter{erui-y ((FN-v} expression and the IFN-y s;pnating pathway, For
instance, durng HIV infection, CD4~ infected cells produce more
1L-10 and less [EN=y, presumably by overexpressing ‘I-box tran-
scription factor (I-bet) (251 ‘I-bet is a I-helper type | (Thil-speaiic
franscription factor that increases INF-y production in Th2 cells,
represses the expression of Th2 cytokines, and directly activates
INF-+y activity. Tt was initially proposed that T-het was induced
by interleukin-12 (1-12} and signal transducer and activator of
sramacription 4 [STAT4) activation in ovder & inhibit CATA binding
protein 3 (CATA-3) and to act as a master swizch for the develop-
ment of Thi eells

Other studies have shown that T-bet expression during T-cell
activation was dependent on INF-y and STATZ, but was ndepen-
dent of STAT4 (261, Some authors agree that Th] expresses [FN-y,
which directly regulates [FN-y expression (27-30). At present, the
participation of I-bet transcription factor and its relationship with
Oy expression in CD4 | cells have not been studied in the confext
of PRI

In this study, we evaltuated the response of lymphocytes in the
context of pigs naturaily infected with PRI during the wearing,
iretiation, and growth stages of development at 2 commercial farm.
The objective was to assess the changes in [ymphocyte counts and
W reved. 8 poesibie dvsnegulation in the expression of eytokines and
transcripton factors from CD4+ cefis.

Materials and methods

Animals

Twenty-{our pigs were randomly selected from a PCV-2-infected
famm (infected group) and 24 pigs from a PCV-2-frec farm were
randomly selectad as controls. Each group consisted of 5 pigs at the
foliowing stages of development: 4-week-old piglets were at the
weaning stage (WFA) (7 to 4 d hefore weaning); 8-week-old pigs
were at the insiation stage (TNT); and 12- to M-week-nld pigs were
at the growd stage (GROY. The control pigs were also divided {r = 8)
according to the same 3 stages of development.

Blood samples

Bluud samples were taken frum the jugular vein, from which
15 mL of peripherical bloed were obained with 2% 0.5 M EUTA and
without EULA and put into Yacutainer tubes (BD, Franklin Lakes,
New Jersey, USAL Al animals were individually weighed before
blood cotlection.

Antmal handling and sampling were conducted according to
the puidelines of the Animal Care and Tse Program [Mational
Institntes of Health (NIH), Bethesdr, Marviand, USA] and the
Mexdcan Official Standard NOM-085-Z0OC-1999. The study pro-
tocol #OQB-CIBE-05-2017 was approved by the Institutional
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Research Ethics Committee at the Institute of Biological Chemical
Research and Michoacan TIniversity of San Nicolas de Hidalgo

(UBQ-UMSNH).

Immunodstection of microorganisms associated
with porcine raspiratory disease complex

Four serum samples per group from the PCV-2-infected farm
weTe sent to a certified laboratory (Department of Swine Medicine
and Zootechnics, Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics,
National Autonomous Universily of Mexico, Mexico Lity, Coyoacin,
Mexico) for detection of micmorganisms associated with PRDC.
Specifically, the presence of PRRSV, PCV-2, and M. hyopneii-
monine were evatuated by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELTSA). HIN1 and HINZ? swine influenza viruses were assessed
by hemagglutination.

Isolation of periphera! blood monenuclear cells

Peripheral blood mononuclear cetls (PEMCs) were isolated from
whole blood by density gradient separation using Lymphoprep
(StemCell Technologies, Vancouver, British Columbia)} according
to the manufacturer’s standard procedure. Briefly, blood sampies
were diluted 1:2 (volivoll in phosphale-bufiered saline /2% fetal
bovine serum (PBS/2% FB3), then centrifuged at 800 x ¢ for 30 min,
Samples were then transferred to a conical tube, washed twice with
PBS/2% FBS and centrifuged at 150 X g for B min. Red Biood Ceill
Lysis Solution (Miltenyt Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) was
then added and incubated at room temperature for 5 min.

The cell pellet was resuspended in PBS and cell concentration
was determined using a Neubauer hemocytometer chamber. The
cells obtained were separated into 4 groups. The first group for
quantification of monocytes and lymphocytes from PBMCs by flow
cytometry; the second group for quantitication of CD4 + cells by flow
cytometry; the third group for immunodetection and quantification
of PCV-2+ cells by flow cytometry; and the fourth group for tsolation
of CIM+ cells by positive selection using MicroBeads for total RNA
wmolation.

Flow cytonretry. Samples were acquired on an Attune NxT Flow
Cytometer (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, 1ISA).
The flow cytometer was equipped with 405- and 488-nm lasers and
emission filter for fluorescein isothiocyanate (FITC) (BL1: 530/30).
The cytometer was routinely calibrated with Attune NxT setup and
tracking beads (Lot 1754764, Thermo Scientific). A minimum of
13000 events in the intact cells gate was collected for each sample.

Quantification of manocytes and lymphocytes from periph-
eral blood monomiclear cells. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMICs) (1 < 100 cells/mL) were fixed with 3.4% paraformaldehy de,
stored at 4°C, then washed twice with PBS and resuspended in PBS
for flow cytometry assessment. Gating was conducted as shown in
the Supplementary Material. The general workflow is depicted in
Supplementary Figure . (All supplementary material is available
online from: wiwwcanadianveterinarians net). Single cells were gated
based on forward scatter area (FSC-A) and forward scatter height
(FSC-H) properties, foltowed by intact celis based on side scatter area
(55C-A) and PSC-A (Supplementary Figure 2-A). Cell subtypes were
identified as monocytes or lymphocytes based on their FSC-A and
SSC-A properties (Supplementary Figure 2-B).

Quantification of CD4+ cells. Peripheral blood mononuclear cells
{PBMCs) (1 X 10°) were fixed with 34% paraformaldehyde, washed
twice with PBS, and incubated with the primary anti-CD4+ antibody
{(Mouse Anti-pig; Bio-Rad, Hercules, Califomia, ISA) ata dilution of
1/54 in PBS/1% BSA For 1 h. After incubation, the cells were washed
with PBS and incubated with the secondary anti-mouse IgG-FITC
antibody (Goat Anti-mouse 1gG-FITC; Santa Cruz Biotechnology,
Dhaltas, Texas, USA) ata ditunon 1/84 In PBS/1% BSA for Th. Fimally,
the cells were washed with PBS and msuspended in 500 pL of PBS.

Gating was carried out in the same manner as described pre
viously for the quantification of monocytes and lymphaocytes
{Supplementary Figure 2). Lymphocytes were furiher subiyped as
ymphocyte T-heiper cells CD4+, based on surface antgen expres-
sion {Supplementary Figure 3). The fold change was calculated from
median fluorescence intensity (MFI} vahues of control cells to MFls
of each sample for each identified PBMC subtype.

Detection and quantification of PCV-2+ cells. Peripheral blood
mononuciear cells (PBMCs) were fixed with 3.4% paraformaldehyde,
then labelled with an anti-PCV-2-FITC antibody (VMRD; Pullman,
Washington, USA}J at a dilution 1/50 in PB5-0.03% Triton and
incubated overnight, protected from light. The cell suspension was
washed twice with PB5-0.03% Triton and resuspended in PBS. The
PCY-2+ cells were quantified with 10 000 ceils per count.

Cell gating was carried out as described previously. Lymphocytes
were further subtyped as lymphocytes PCV-2+, based on antigen
expression (Supplementary Figure 4). The fold change was caleu-
lated as described previously The analysis was carried out with
Flow]Jo Vol.10 Software (BD Biosciences, San Jose, California, USA).
Daplicated measurements of each sampie were analyzed to assess
the precision of the multiplexed assay. Median fluorescence inten-
sity (MFD) values of target antibodies against each CD4+ or PCV-2
antigen were normalized against their respective control samples.
Coefficient of variation (CV) values were caleulated based on the
normalized duplicated values.

Isolation of CD4+ lymphocytes

For CD4+ isolation, 10 X 10* fresh PBMC were centrifuped at
150 % g for 5 min and the cell pellet was resuspended in PBS/1%
BSA containing a ditution /286 of Mouse Anti-pig CD4+ (Bio-Rad).
The reaction was incubated for 1 h at 4°C and the suspension was
then washed twice with PBS and centrifuged at 150 X g for 5 min.
The cell pellet was resuspended in 1 mL of PBS/1% BSA wath 20 4L
of Goat Anti-mouse 156G (MicroBeads; Miltenyi Biotec) and incu-
bated for 1 b at 4°C. The suspension was washed twice with 1 mL
of PBS, centrifuged at 150 X g for 5 min, and resusperwled in [ mL
of PB5/1% BSA. The celi suspension was transferred o a magnetic
M3 Column Adapter (Miltenyi Biotec) where the DM+ cells were
isolated by positive selection.

Reverse transcription and quantitative real-time

Ribonucleic acid (RNA) was purified from approximately
1 % 108 €D+ cells using the Chiick-RNA Miniprep Plus it (Zymo
Research, Irvine, Califorrda, USA), following manufacturer’s speci-
fications. The quantity and quality of the RNA was assessed in the
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).
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Table 1. List of primers and ofigonucleatide sequances.

Aligrment Raferance
Forward/reverse Amplicor temperature sequerce
Gen oligor Lelectide secLencs (pbl {0l (NCEI}
GAPDH F: CTCAACGGGAAGCTCACTGE 177 18] AFDLTOT 3
R: CACAACCTGGTGCTCAGTGT
T-bet F. GCCTEGACCCAACTETCAL 199 €0 AY435216.1
R: GAATGCAGGCTTCATGCTGA
PPy F: GCTCTGGGEANMACTGAATGAL 167 G0 MNM_213948
R: TCTCTGGCCTTGGAACATA
GATAZ F: TGCGEGCTCTACCACAAAAT 240 58 MK 3010443567.1
R: TCGGTTTCTGGTCTGGATGE
IL-4 F GICTGCTTACTGGCATGTACCA, 118 64 MM 214123.1
R: GCTCCATGCACGAGTTCTTICT
IL-10 F: AGCCAGCATTAAGTCTGAGAA 384 g0 200011
R CCTCTCTTGGAGCTTGCTAAL NM_214041.1
L] * Contro tarm suration for 17 5 at 95°C, 2Mgnment for 30 5 at 80°C, and elongation
@ infected fam for 30 5 at FOC.
60 o0 The gPCR reaction was run in the CFX96 Touch Real-tzne PCR
- Detectiun System (Bio-Rad) using SYBR Green as a marker fur DNA
E 404 » amplfication. The relative fold gene expressivn of vach gene was
‘3‘, X caleulated using the 2248 method (361,
* 0] Statistical analysis
Qs Agp Statistical differences befween infected and noninfectad groups
Qg g were assessad by 1-way analysis of variance (ANOVA), folowed
WIE A W'E A “'" Ih‘ll GRK.O GIIEO by Tukey's past-oc test, far which P-values < 0105 were consadered

Figure 1. Weight of piga (N = 54) from Lthe control farm (n = 27) and Lthe
infected fam (n = 27) divided ding 1o the following 3 stages of
development (n = 9): weaning (WEA), initiation (INI), and growth (GRO).
Bars indicate the mean of 9 individual subjects and the error bars rep-
resent the slandard eror of the mean (SEM). Dala are presented as
mean + SEM. Statistically significant differences were determined by
Student’s t-tests.

* P 0,05

Reverse transcription (RT) was carred our using the RevertAid
Ferst-strand ¢DNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientificd, follow-
tng martafacturer’s instructions.

The expression profile of IFEN -y, GATA3, T-bet, IL-4, and TL-20
was evaluated by yuantitative reai-tme PCR (yPCR). The reference
gene wsed was porcine glycerdldehyde-3-phosphate dehvd rogenase
(GALPDH). The primer sequences are listed in Table [ Primers have
been described in previous studies {or GAPDH and [FN-y (313,
Tobet (321, GATAZ (33), [L-4 (34), and 1L-10 {35).

The PCR reaction mix was prepared in a final velume of 125 pl
containtng, 4.5 pl. per reaction of TB Graen Premix Tx Taq T (Takara
Bio, Carlshad, Califomnia, 15 A) at a £nal corcentration of 1, 2 pl.
of forward and roverse primers (10 ;iM), and 50 ng/aT. of eTUNA
using 2 pl per reaction. The ampification conditons used were
initial dematuration for ¥ oun at 95°C, followed by 40 eycles of dena-

statistically significant. Student's i-test was used to evaluate dif-
ferenves in weight between infected and noninfected animals for
each experimental group. GraphPad Prism software (Version 6.01;
GraphPad Software, San Diego, Caltfornia, USA) was used for data
analysis and graph generation.

Porcine raspiratory diseass complex
confirmation and weight gain

Animals in both the infected and contzok group were weighed at
each stage of development, There were rw significant changes at te
wearing (WEA) and initiation (INI} stages in pigs from buth groups.
Pigs at the growth (GRO) stage from the infected famm showed less
weight pan (Figure 1%, which agmees with the findings of oiher
authors (14,371

Restlts of ELISA and hemaggiutination fests demaonstrated that
pigs from the infected farm were coinfected with POV-2 (Bgure 2 A),
PRRSV (Figure 2 B), and HIN (Figure 2. Pigs at the INland GRO
stages were posttive for M. Ivapmennioniae, whereas those at the WEA
stage were negative (Figure 2 TJ]. Finaily, a'l samples tested negatve
for HAN2 (Figure 2 F).
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Figure 2. Detection of coinfections related to PRCD at the infected farm. ELISA and hemagiutination antibady
detection from serum of pigs (N = 12) divided (0 = 4} according 1o the folfowing 3 siages of development
weaning (WEA), initiation {(INN, and growth (GRO). (A] PCV-2, (B) PRRSY, (C) H1NL, (D) AL hyopnsumaniae, and
(E) H3N2. PCV-2, PRRSY, and M hyopneumoniae were determined by ELISA. HIN2 and H3M2 were determined
by hemagglutination inhibition. The dotted lina represents the limit of datection for positive samples (below
the dotted line was considered a negative result). Data are presented as mean + SEM. Statiatically aignificant
differences were determined by indivicual Student's f-tests.

*P < 005

Further fluorescence-activated cell sorfing assays using PBMCs
confirmed that infected pigs were positive for the PCY-2 E2 capsid
antigen and showed PCV-2+ cells at all stages of development.
The concentration of positive cells increased according to the stage
of development, with pigs at the WEA stage showing the lowest
concentration and those at the GRO stage showing the highest
{Figure 3). In contrast, noninfected pigs did not show any PCV-2+
cells.

It was also observed that populations of monocytes and lympho-
cytes differed according to the stage of development and PCV-2
infection. Monocytes and lymphocytes in PBMCs from infected and
noninfected pigs were guantified by flow ¢ytometry to evaluate the
effect of PRDC infection and the stage of development on the popu-

lation proportion. Monocytes increased significantly at the WEA
stage in infected pigs compared to pigs in the control group. Onthe
conirary, there was no slatistical difference (P < 0.05) belween the
2 groups at the INT and GRO stages (Figure 4 A). For lymphacytes,
Iymphopenia was observed at the WEA and NI stages in the infected
group comparzed %o the control. There was no difference i either the
infected or the control group (Figure 4 B).

Concentration of CD4-1 celis was different at
each stage of development in the context of
porcine respiratory disease complex infection
CD4+ cells from all pigs et each stage of development were quan-
dfted by flow cytometty to evaluate the changes in cetl concentration
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Figure 3. Quantfication of PCV-2+ ceils at different stages of develop-
ment, PCV-2+ cells from sampies of peripheral blood my tear celle
(PBMCs) were determined by flow cy ry using ar anti-PCV-2-FITC
antibody. PBMCs isofated from pigs (N = 48) from the control farm
(n = 24) ad the infected farm (p = 24) were divided according to the
following 3 siages of development [n = 8): weaning (WEA), initiation
{INI), and growth (GRJ). Data are presented as mean and eror bands
represent the + SENL Statistically significant differences wete deter-
mined by Student's ¢-teats.

* P <005,

related to PRUC infection. Compared {o pigs in the control group,
infected pigs showed a higher concentration of CD4+ cells at the
WEA stage, no dhanges at the NI stage, and a lower concentration
of cells at the GRO stage (P < 0.05) {Figure 5).

CD4+ colls from infected pigs presented a
dysregulation in the expression of transcription
factors and pro-inflammatory cylokines

We quantified the expression of the transcription factors T-bet
and GATA3 and cytokines [FN-y, IL-4, and IL-10 genes from CD4+
tymphocytes isolated from pig blood (Figure 6). In the infected pigs,
the expression of T-bet did not change at the WEA stage, whereas
it was overexpressed at the INI and GRO stages (Figure 6 A). The
expression of GATA3 was equal to that of pigs in the contral group at
the WEA stage. Akthough GATA3 was overexpressed in infected pigs
at the IN1 and GRO stages compared to pigs in the control group, the
refative mRMNA concentration was not higher than the 24fold-change
threshold (Figure & D).

TEN~y expression was significantly fower at the WEA and GRO
stages and did not vary at the TNI stage (P < O05) (Figure 6 C).
1L-4 was overexpressed only at the INl and GRO stages (P < 0.05)
{(Figure § B}, There was no differential gene expression of IL-10 at the
WEA stage in pigs in the control group. In contrast, a lower expres-
sion was observed at the INLand GRO stages (P < 0.05) (Figure 6 E).

We evaluated the response of lymphocytes in the context of pigs
naturally infected with PRDC during the weaning (WEA), initiation
(M), and growth {GRO) stages of development at a commercial
farm. It was confirmed by antibody quantification with ELISA test
that pigs from the infected farm showed cofnfections correspond-
ing to PRDC.

Infected pigs were positive to PCV-2 at all 3 stages of develop-
ment. As a result, the findings from the experiments are discussed
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Figure 4. Peripharal hlood mononuclear cell {PBMC) populations iso-
fated from blood. Different celf populations were characterized by flow
cytometry separation, according to sire and plexity. (A) M ytes,
{B) Lymphocytes. Data are presented as the mesn of 8 animals (a = 8)
and error bars represent the + SEM. Statistically significant differences
were determined by Student’s f-tests.
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Figure 5. CO4+ cell pepulation at different siages of development at the
infected farm and the control farm. CD4+ celts from peripheral blocd
mononuctear cells (PBMCs) were quantifiad by flow cytometry using an
arti-CD4-FITC antibody. Data are presented as mean + S5EM and sia-
tstically significant differences were determined by Student's t-tests.

TP 0.05

here based on the presence of PCV-2 antibodies and PCV-2+ cells.
In addition, antibodies against PRRSY, HIN1, and M. hyapnewmoniae
were noved in infected pigs at the INI and GRO stages. Coinfections
with these microorganisms compromise the immune response,
weakening the adaptive immune response.

Porcine respiratory disease complex (PRDC) contributes to dys-
function in the nufritional and growth needs, which causes the
animnal’s health to deteriorate in the Jong term (7,38). For example,
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Figure 6. Gene expression of CD4 + cells. The gene expression profite of CD4+ cells was evaluated by reverse transcription
quantitative real-time polymerase chain reaction (HT-gPCR). CDd = cells were isolated from pigs (N = 48) from the control
farm (n = 24} and the infecied farm (n = 24) and divided ding to the following 3 stages of develoy t (n = B):
Weaning (WEA), initiation (INI), and growth (GRO). (A) T-BET, (B) IL-4, (C) INF-, ([ GATAS3, (E} IL-10. Data are presented as
nmean and error bands represent the = SEM. Dotted line represents the [imit of overexpression gene. Stalistically significant
diffy were dete d by Student's rtesis.

* P D056,

PUN-2 infects mtesting | epithelia) colls, disturhing the correct absom-
tion of nuitiends and causing diarrhea (24). Other authors have
repottud coinfections with these pathogens within PRDC, but theswe is
a lack uf studies evaluating the degree of impairment of the immune
respurse n experimental or field coinfections (7291 In our study,
weight pain was measured al the 3 stages of developmen? in both
groups. Pigs nthe infectad group showed less weight gain, but ondy
at the GRO siage. The reason for this has yet {0 be studied.
Monocyte and Jymphocyte populations were compared at the
3 stages of development. The results showed that the number of
monacytes increased in the infected group at the WEA stage com-
paved o the control, which confirms that the immune response
was active during PRDC. Results from an experimentat infection
of pigs with PCV-2 demorneérated an ingrease in the monocyte

poputation (351 Although the mechanisms by which PCV-2 nfec-
ton urduees prolferatzon of munotytes are Dot xnown, it is probably
reated w0 anttapoptotic signals and anti-inflammatory cvtokines
maduced by the vinues to favor virl infection (38). Our results confirm
shat natural infection with PROC induces monocytosis 4f the WEA
stage of development.

Regarding the jymphocyle populalion, a marked .ymphopen:za
was abserved at all 3 slages of deveiopment (Figure 4 B, In contrast,
the monocyte popuiaton increased at WEA, but remained normal at
the INT and GRO) stages (Tigure + A). The lower lymphocyte count
correlates with the ciinical signs, which were growth retardation,
dtarrhea, icterns, deterioration, and signs of Hredness. Previous
experiments have demonstrated a decrease of B- and T-lymphocytes
during the peax of PCV-2 rephication, which shows the celiular
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immunological compromise (40). Our study is the first to report the
population dynamics of lymphocytes at each stage of development
in pigs naturally infected with PRDC.

It was determined by fiow cytometry that infected pigs were pos:-
tve for PFCV-2 antibodies and PCV-2+ cells at all 3 stages of develop-
ment. PCV-2 is one of the primary agents in PRDC and it can infect
circulating lymphocytes. PCV-2-infected cells have been detected in
the heart, lungs, liver, spleen, and inguinal lymph nodes. In addition,
PCV-2 replication has been predominantly and consistently deman-
strated in lymphoid tssues, with viral antigens and nucleic add con-
sistently localized in cells with monocyte/macrophage morphology
and speradically in other call types morphologically characterized
as hepatocytes, enterocytes, alveolar, biliary, pancreatic ductuiar
and renal tubular epithelial cells, vascular endothelial cells, lym-
phocytes, muscle cells, fibroblasts, newrons, and ofigodendrocytes.
Viral antigens were localized predominantly in the cytoplasm of the
infected cells. PCV-2-antigens were rarely observed in the nucleus of
cardiomyocytes, hepatocytes, and macrophages (19).

As mentioned previously, pigs from the infected farm were
positive for several pathogens corresponding to PRDC. Semlogies
confirmed coinfection with PRRSV at all 3 stages, with HIN] at
the INI stage and with M. iyopenmoniae at both the INI and GRO
stages. Furthermore, the cytokine expression profile of lymphocytes
was evaluated in the context of an immune response to PRDC. We
consider that analyzing lymphocytes could provide information in
the context of a specific PCV-2 infection bacause, although uncom-
mon, lymphocytes can be infected by PCV-2 and there is no evidence
of PRSSV infecting these cells, PRRSY normally infects puimonary
alveolar macrophages as well as other cells of the monocyte/
macrophage lneage, which later could disserninate the virus to
other tissues or support replication fo release viral particles into the
bioodstream (41}, As a resulf, it is unlikely to see PRESV-infected
lymphocytes. Subsequent studies should confirm ceinfection of
lymphocytes with PCV-2 and PRRSV in order to evaluate changes
in cytokine expression or dysregulation of immune response effec-
for pathways.

The other viruses target different cells and are therefore unlikely to
be found inside lymphocytes. Swine influenza A viruses (LAV-5) tar-
get epithelial cells of the entire respiratory tract, replicating primarily
in the lungs. As virus replication is restricted to the respiratory tract,
virus transmission occurs only vis the respiratory route (40}, whereas
M. hjoprewmonige is primarily found on the mucosal surface of the
trachea, bronchi, and bronchiotes (42).

PCY-2+ cells were quantified by flow cytometry (Figure 2) and
were observed at different concentrations at all stages in pigs in the
infected group. A higher number of infected cells were measurad at
the INI and GRO stages and at a lower cancentration at the WEA
stage. The data suggest that the number of infected cells is main-
tained at the GRO stage.

In contrast, no PCV-2+ cells were detected at any stage in pigs in
the control group. The animals were also positive to PCV-2 antibod-
ies. It is therefore possible that the infection could have been present
for several weeks and PCV-2+ cells could indicate viral persistence.
PCV-2+ cells were determined by antigen staining in permeabilized
cells, which indicates viral active replication, as has been described
in a previous study (42).

We quantified the CD4+ lymphocyte population as an indica-
tor of the status of the immune response in the context of natural
PRDC irfection. In addition, we correlated the (D44 count with
PCV-2+ cells because PCV-2 could be found infecting circulating
Iymphocytes and PCV-2 antibodies and PCV-2+ cells were present
at ail 3 stages of development. The results showed that CD4+ Iym-
phocytes increased at all 3 stages in the control group, whereas the
population of lymphocytes decreased in the infected group, with no
changes observed at the NI stage.

On the one hard, these data suggest that the increase in the CD4+
population at the WEA stage could be the pig's natural adaptive
Tesponse to the virus as has been reported for other viruses such as
influenza A virus (HIN2), for which pigs are the natural host (38).
{On the other hand, since there was an increase in infecked cells at the
NI stage (Figure 2), it could be promoting viral replication in CD4+
celts, which could be associated with the ytic cycle of the virus.

Finally, our data showed that the significant increase in PCV-2+
cells at the GRO stage coincided with decreased CD4+ lymphocytes
and overexpresston of T-bet and IL-4 (Figures 3,5, 6 A, and 6 B). This
could be favoring the inhibition of INF-y expression, which is further
discussed in the following paragraphs. This coutd be confirmed by
conducting cytokine expression analysis of PCV-2+ CD4+ double
positive lymphocytes.

The cytokine expression profite of CD4+ cells represent a bio-
marker of the immune response. Therefore, we studied the role of
transcription factor T-bet in modulating TFN-y expression in CD4 +
cells. To cur knowledge, this is the first study to assess the relation-
ship of T-bet and [FN-~y expression at 3 different stages of develop-
ment in pigs, in the context of PRDC. T-bet was overexpressed at the
INI and GRO stages in the infected group compared to the contral,
whereas IFN-y had diminished at alt 3 stages.

These data suggest that cell differentiation towards the Thi celt
phenotype s stimulated. However, the low IFN-vy expression could
be due to the presence of inhibitory elements in the IFN-y promoter
and may be favored by the presence of FCV-2. In this context, it
has been reported that the NF-KE pathway is compromised dur-
ing PCV-2 infection. This pathway contains the transcription factor
P50/P65, which displaces the inhibitor from the promoter region
and favors the expression of IPN-y (43).

One mechanism by which the virus could be compromising the
NE-KB pathway is by interfering with the inhibitor displacement
and thereby inhibiting TFN-y expression. Moreover, the inhibition
of the promoter could also be compromised by the pathways related
to the expression of [FN-v, such as MAPK/ERK, and by favoring
anti-apoptotic pathways, such as that refated to the pathway for the
expression of [L-4, as has been observed in both in-vitro and in-vive
infection models of PCV-2 (44-48).

The overexpression of T-bet that was observed suggests that the
Tht celtular phenotype is favored. However, repression of IFN-y
suggests that the pathways by which this cytokine is expressed
are compromised. The expression level of GATA3 did not change
in samples from both infected and noninfacted pigs. This finding
indicates that this balance in expression could be favoring the
expression of T-bet. In addition, IL-4 overexpression was found
during the INI and GRO stages, which could favor anti-apoptotic
pathways.
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Assays using PEMCs have demonstrated that [T-11 has an inhibi-
tary effect on 1FN-y expression by madulating the T1-12 expresston
pathiwvay (47). Tn addition, T-10 downregulates the expression of
[FN-y by {favoring the cupression of the supprossor of cytokine
signacng L (SOCS1) during the differentiation of regulatory T
Iymphocytes (48}, TL-20 and S0CS1 partidpate in the vascade that
triggers lymphovyte differentiation towards the T reg phenetype.

There was no significant difference in the expression of 1120 af the
WEA stage, athough a decrease in IL-H exprassian was observed
in T4+ cals al the INTand GRO stages. This sugzesis that the
Treg, phenotype is not related to 11'N-y inhibition at all 3 stages of
development. We cannot rule out, however, that ceils other than
CDd | could be expressing T1-10, which could infiuence the Treg
population. Further studies evaluating the participation of genes
ralated to the SOCS1 pathwvay could contribute to understanding
the rote of TT-10in T lymphocyte response to PROC.

In our results, the Thet-T-box pathway was found tobe dvsregu-
fated i CD4— celle from pigs naturally infected with PRDC. This
could favor TAN-v repression at all 3 stags of early pig develupment,
[n vur resuits, [L-4 overexpression ways also found at 2 stages of
development, IN1 and GRO. This could be associated with anti-
apoptotic pathways and favor viral persisience. Dysregulation of
the T-bei-1-box pathway wili be siudied in the future.

Although study herein was carried out in commenial pigs and a
different levels of techrification, both low and medium, the study
has practicai implications that could be relevant to understanding
arwd Tationalizing the development of protective or immunomaduta-
tory vaccines ta control PRI infecton in the near future.
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ANEXO 4. GP52-PTC1

6 GenScript Make Research Easy
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name GP52
Order ID Us217FB070_11
Lat No. U5217FB070-11/PE1705
Sequence RLYRWRSPVIGHLIDLKRVVRVSAEQWGRPC
Modification N/A
Length 31AA
Storage -20°C
Recommended Solvent* Ultrapure water
comments TFA salt
Test ltems Specifications Results
Molecular Weight Theoretical MW: 3747.40 Consistent
HPLC purity >95.0% 98.4%
Appearance White lyophilized powder Conforms
Gross Weight 9mg 8"1.2mg

*Note: Above recommended solvents for reference only. If there is a

ny request for detailed dissolution

conditions,we suggest you choose our 'Peptide Solubility Test Service',

Caution:
For laboratory or further manufacturing use only. Not intended for household use. If you have an q]uestions
about the Certificate 9011 S%nalys:s, please contact our customer service representative at 1-877-436-7274 (Toll-

Free), or 1-732-885-
Certified by: % Date:04-12-2020

Peptide Production Director

Thank you for your patronage to our Peptide services! To maintain this workin relationshif), we shall be grateful
if you can add our webpage URL into your lab website, As a token of apprecialion, you will be rewarded by 1,000

Ezcoupon™ points. For more information, please contact us by e-mail at web@genscript.com

860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA
Toll-Free: 1-877-436-7274  Tel; 1-732-885-9188 Fax: 1-732-210-0262 Email: order @genscript.com Web: www.genscript.com
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ANEXO 5. GPST3-PTC2

6 GenScript Make Research Easy
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name GP5T3
Order ID Us5217FB070_1
Lot No. U5217FB070-1/PE1695
Sequence KGRLYRWRSPVIVEKLAALICFVIRLAKN
Modification N/A
Length 29AA
Storage -20°C
Recommended Solvent® Ultrapure water
comments TFA salt
Test ltems Specifications Results
Molecular Weight Theoretical MW: 3414.18 Consistent
HPLC purity 295.0% 98.0%
Appearance White lyophilized powder Conforms
Gross Weight 4 mg 4*1.0mg

“Note: Above recommended solvents for reference only. If there is any request for detailed dissolution
conditions,we suggest you choose our 'Peptide Solubility Test Service'.

Caution:
For laboratory or further manufacturing use ?n(lX_ Not intended for household use. If you have an qruestions
a i

about the Certificate of Analysis, please contact our customer service representative at 1-877-436-7274 (Toll-
Free), or 1-732-885-9188.

Certified by: < Date:04-14-2020
Peptide Production Director

Thank you for your patronage to our Peptide services! To maintain this workin relaﬁonsnlf:, we shall be grateful
if you can add our webpage URL into your lab website. As a token of appreciation, you will be rewarded by 1,000

Ezeoupon'™ points. For more information, please contact us by e-mail at web@genscript.com

860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA
Toll-Free: 1-877-436-7274 Tel: 1-732-885-9188 Fax: 1-732-210-0262 Email: order @genscript.com Web: www.genscript.com
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