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1.-ABSTRACT

The disease caused by the porcine reproductive and respiratory syndrome virus
(PRRSV) is the leading cause of economic losses in the swine industry worldwide.
Available commercial vaccines present deficiencies in aspects of safety, cross-
protection, and effectiveness in inducing cellular and humoral responses, thus
diminishing their protective capacity. Therefore, research into new vaccine candidates
to prevent this disease is relevant. Our group has studied the immunogenic properties
of four synthetic peptides derived from the PRRSV GP5 protein, which possess T and
B epitopes, called GP5-T, GP5-T3, GP5-B, and GP5-B3. Previously, in piglets, we
demonstrated that both GP5T and GP5T3 induced the activation of the cytolytic cellular
response mediated by cytotoxic T lymphocytes (CTLs). Likewise, both GP5-B and BP5-
B3 induced the secretion of immunoglobulin G (IgG) associated with neutralizing
antibodies and promoted the activation of antibody-secreting plasma B lymphocytes. In
this study, we evaluated the immunogenicity of a formulation we called Tetra-Pep- GO,
composed of the four GP5 peptides previously described, linked to a carrier protein and
two adjuvants. A murine model was used with an intradermal immunization schedule
and a booster at 21 days post-immunization (dpi). The serum concentration of total IgG
and the number of CD4+ helper T lymphocytes (HTL) and differentiated and activated
CD8+ helper T lymphocytes (HTC) (CD44+) were evaluated. Tetra-Pep- GO induced
an increase in total IgG at 21, 42, and 80 dpi. Likewise, at 80 dpi, activation of the ThL
population (CD4+/CD44+) and a significant increase in the cLT population
(CD8+/CD44-) were observed. Overall, the data generated suggest long-term
immunogenicity induced by Tetra-Pep-GO.
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2.- RESUMEN

La enfermedad causada por el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSV), es la principal causa de pérdidas econémica en la industria porcina en el
mundo. Las vacunas comerciales disponibles presentan deficiencias en aspectos de
seguridad, proteccion cruzada y efectividad en la induccidn de la respuesta celular y
humoral, disminuyendo asi su capacidad de proteccidn. Por lo tanto, es relevante la
investigacion de nuevos candidatos vacunales para prevenir esta enfermedad. En
nuestro grupo se han estudiado las propiedades inmunogénicas de cuatro péptidos
sintéticos, derivados de la proteina GP5 del PRRSV, los cuales poseen epitopos T (-
T) y B (-B), denominados: GP5-T, GP5-T3, GP5-B y GP5-B3. Previamente, en
lechones demostramos que, tanto GP5T como GP5T3, indujeron la activacion de la
respuesta celular citolitica mediada por Linfocitos T citotdxicos (LTc). Asimismo, tanto
GP5-B como BP5-B3, indujeron la secrecion de inmunoglobulinas G (IgG’s) asociadas
a anticuerpos neutralizantes y favorecieron la activacién de Linfocitos B plasmaticos
secretores de anticuerpos. En este trabajo se evalu6 la inmunogenicidad de una
formulacion a la que denominamos Tetra-Pep-GO, compuesta por los cuatro péptidos
de GPS5 previamente descritos, unidos a una proteina acarreadora y dos adyuvantes.
Se empledé un modelo murino con un esquema de inmunizacion intradérmica y un
refuerzo a los 21 dias pos-inmunizacion (dpi). Se evalud la concentracion sérica de
IgG’s totales y la cantidad de linfocitos T cooperadores (LTh) CD4+ y LTc, CD8+
diferenciados y activados (CD44+). Tetra-Pep-GO indujo un aumento de IgG’s totales
alos 21, 42 y 80 dpi. Asi mismo, a los 80 dpi se observo la activacion de la poblacion
de LTh (CD4+/CD44+) y el aumento significativo de la poblacion de LTc (CD8+/CD44-
). En conjunto los datos generados sugieren inmunogenicidad a largo plazo inducida

por Tetra-Pep-GO.

Palabras clave: Inmunoégeno, epitopo, anticuerpo, linfocitos, citocinas.
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3.- MARCO TEORICO

3.1 Agente etiologico del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

El virus causante del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), por sus
siglas en inglés), PRRSV, es el agente etiologico de la enfermedad en cerdos,
caracterizada por dos afectaciones principales: el deterioro o falla reproductiva en
cerdas reproductoras y la enfermedad respiratoria en cerdos de cualquier edad.
Actualmente, PRRS se considera una de las enfermedades mas importantes a nivel
mundial. PRRS es la enfermedad con mayor prevalencia endémica en los principales

paises de produccion porcicola (OIE, 2008).

Se han identificado dos cepas virales relacionadas, pero distinguibles antigénica y
genéticamente; el genotipo 1 (PRRSV-1), predominante en Europa, y el genotipo 2
(PRRSV-2), identificado originalmente en América del Norte. Ambos genotipos fueron
reconocidos por la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (Alvarez et al., 2013). El
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés), ha
reclasificado estos genotipos, europeo y americano, como Beta arterivirus suid-1 y
suid-2, respectivamente (Castillo et al., 2021). Suid -1 y -2 comparten entre el 50-60%

de identidad en su secuencia de nucledtidos (Castillo et al., 2021).

3.2.- Distribucién geografica del PRRSV

Estudios seroldgicos remontan el origen del PRRSV en 1979 en Canada, mientras que
aparentemente en 1985 habria surgido en EUA y en Corea del Sur. Por otro lado, de
acuerdo con estudios retrospectivos, el PRRSV pudo haber surgido en 1988 en Japén
y en Alemania. La enfermedad fue descrita por primera vez en 1987 en EUA,
nombrandola “La enfermedad de la oreja azul” por el signo clinico caracteristico
Posteriormente la infeccion se disemind rapidamente por casi todo el mundo (Lépez et
al., 2015).

Actualmente el PRRS ha sido detectado en todos los continentes y en casi todos los
paises en los que existe un sector productivo porcino. (Alvarez et al., 2013). En México,
la infeccion por PRRSV fue descrita clinicamente y confirmada por pruebas serologicas
en 1992. (Lopez et al., 2015). En lafigura 1 se observa la actual distribucidon mundial de

PRRSV.
13
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Figura 1 Estatus mundial de la distribucion del PRRSV. Tomada de (OMSA, 2021)

En noviembre de 2021, 19 paises proporcionaron informes semestrales o anuales a la

OMSA, reportando un total de 1,711 casos de infeccion, de los que el 81.

corresponden a México (Figura 2).

24%

100,000 wew Casos  wmm Muertos e Foco

Figura 2. Reporte mundial de animales afectados por el PRRS durante 2019 y 2020. Tomado de Informes
anuales y semestrales, OMSA.
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3.2.1 Focos de infeccion por PRRSV en México

En los informes del 2019 emitidos por la OMSA, México informé la presencia de 1,390
focos de infeccion a nivel nacional, distribuidos en 28 Entidades Federativas, de los
cuales el estado de Michoacan reportdé un maximo de 27 focos de infeccién por PRRSV
(Figura 3).

Simbologia

CCeano

Total de focos de PRRS Pocifico
1-14 -

15 - 40
3 a-n0
384
ol 385 667
[ Limite estatal

Figura 3. Distribucion estatal de focos de infeccion por PRRSV en México. Tomado de Informes semestrales,
OMSA

Desde el aino 2012 hasta el 2020, en México se han reportado un total de 9,718 focos,
el afio con el mayor numero de focos fue 2018, con 1,683 focos. Dichos focos se vieron
reflejados en afectaciones a una poblacion susceptible de un total de 4’076,290
animales, con un promedio de 451,921 animales infectados anualmente; el total de

casos de infeccion para todo el periodo fue de 120,300; con un promedio anual de

15



13,357 infecciones y una morbilidad aparente promedio de 2.95%. 2017 fue el afio con
la tasa de morbilidad aparente mas elevada, con un 25.38% (Figura 4). En cuanto a la
mortalidad, durante los afios 2016, 2017 y 2018, se reportaron un total de 150, 8 y 226

animales muertos por la enfermedad, respectivamente.

Suma de Casos =e=Suma de Nuevos focos

1,683
20,000 1,440 1,600

10,922 13,718 4,175 18,413 21,995 15,509 23,635 8,031 3,902

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 4. Reporte anual de focos de infeccién por PRRS y casos de la enfermedad en México. Tomado de
Informes anuales y semestrales, OMSA, 2012-2020.

3.3.-Impacto econdmico derivado del PRRS en laindustria porcina

Las pérdidas econdmicas ocasionadas por el PRRS se estimaron en aproximadamente
$664 millones de USD anuales y $1,8 millones de USD por dia en los EUA. Estas
pérdidas corresponden a costos directos que estan relacionadas a pérdidas en el
rebafio de cria que representan el 45% ($302,06 millones de USD) y en la fase de
engorde que representan el 55% ($361,85 millones de USD) del total. En el inventario
de cria de EUA, el costo anual es de $114,71 USD. (Holtkamp et al., 2013). Cabe
mencionar también que en el estudio realizado por Holtkamp y colaboradores en 2013,
se reportan los costos indirectos del PRRS, los cuales incluyen las inversiones en
bioseguridad, vacunacién, programas de control, etc., de las que, estaban valorizadas
en $477 millones de USD. En conjunto, el impacto econémico total del PRRS en EUA

es de mas de $1000 millones de USD por afio (Holtkamp et al., 2013) (Figura 5).

En Europa los estudios se concentran en muy pocos paises. Se estima que en este
continente la enfermedad genera un impacto econémico que esta entre 1000-1500

millones de € anuales (Holtkamp et al., 2013) (Figura 5).
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Figura 5. Impacto econdmico por PRRSV en la industria porcina. Tomado de Holtkamp DJ y col. J Swine Health.

En Holanda se llevé a cabo un analisis en 9 granjas con brotes de infeccion por PRRSV,
donde calcularon que el numero de cerdos vendidos se reduce en 1,7 cerdos (que
representa una pérdida directa de -18%). El impacto econémico que se genera,
sumando esta pérdida productiva, mas los costos de medicacién, vacunacion,
diagnostico y horas extras de trabajo como costos indirectos, resulta de un rango de
entre 59 € y 37 €, entre las diferentes granjas, obteniéndose un promedio de 126 € por
cerda, durante el periodo de 18 semanas que tardaron hasta estabilizarse
(Nieuwenhuis et al., 2012).

3.4.- Cuadro clinico del PRRS
Una de las principales caracteristicas del PRRS es la amplia variabilidad en los signos

clinicos, que van desde animales asintomaticos hasta una enfermedad aguda. Los
signos clinicos, el desarrollo y la extension de las lesiones estan directamente
relacionados con la virulencia del PRRSV. La fiebre alta inducida por cepas virulentas
del PRRSV es un hallazgo consistente, tanto en casos clinicos como en ensayos
experimentales, oscilando entre 40.5°C y42°C, comenzando a los 2 dpi y
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manteniéndose de 1 a 4 semanas pos-infeccion. Otros signos clinicos comunmente
son la anorexia, el letargo, la conjuntivitis, las petequias, la erupcion cutanea
eritematosa que palidece, la cianosis, la diarrea y la enfermedad respiratoria evidente.
Lo anterior repercute negativamente en el estado sanitario de los cerdos y afecta la

ganancia media diaria de peso (Salguero et al., 2015).

Las lesiones se restringen principalmente al pulmén, en infecciones con cepas poco
virulentas, mientras que, si las lesiones no se complican, pasan desapercibidas. Las
lesiones macroscopicas causadas por cepas virulentas de PRRSV se caracterizan por
neumonia intersticial difusa grave, que generalmente se acompafia de
bronconeumonia supurativa, pleuresia y manchas hemorragicas en pulmén que puede

conducir a la muerte (Christianson et al., 1992).

3.5.- Patogenia y transmisién de lainfeccién por PRRSV

El virus ingresa a los macréfagos pulmonares y al endometrio uterino, penetrando los
epitelios nasal y tonsilar. Tiene un periodo de incubacién de entre tres dias a varias
semanas, con etapas de latencia en casos endémicos. El periodo de incubacién varia
segun la edad de los animales, la dosis infectante y la inmunidad. Alcanza los tejidos
linfoides regionales y posteriormente se distribuye a nivel sistémico por las vias

sanguinea y linfoide (Pileri et al., 2016).

La viremia comienza a las 12 horas posteriores a la infeccion (hpi) y alcanza su punto
maximo de replicacion a los 7 dpi. La duracion de la viremia varia segun la cepa de
PRRSV vy la edad del animal. En animales adultos dura de 9-15 dpi y en animales
jévenes un promedio de 28-35. La fase de infeccion es seguida por un periodo de
confinamiento del virus en los tejidos linfoides secundarios y una menor replicacion
viral (Cho et al., 2006).

La transmision del PRRSV ocurre por distintas vias, tales como, contacto directo entre
animales enfermos, o con material contaminado por su saliva, orina, semen,

secreciones mamarias, transplacentarias y excremento (Pileri et al., 2016).
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3.6.- Genoma de PRRSV

El PRRSV es un virus envuelto que pertenece al género Arterivirus. El genoma de
PRRSV, compuesto por ARN de polaridad positiva, tiene un tamano de
aproximadamente 15 kb y contiene once marcos de lectura abiertos (ORF). ORFl1ay
ORF1b, localizados en el extremo 5’ del genoma, codifican una poliproteina que se
procesa en 16 proteinas no estructurales: Nsp1a, Nsp1b, Nsp2-6, Nsp7a, Nsp7b y
Nsp8-12. ORF2-ORF7 localizados en el extremo 3’ del genoma, codifican cuatro
glicoproteinas asociadas a la membrana (GP2, GP3, GP4 y GP5), dos proteinas de
membrana no glicosiladas (E y M), y una proteina de nucleocapside (N) (Kappes &

Faaberg, 2015). La organizacion gendmica se representa en la Figura 6.
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Figura 6. Genoma, transcripcion y traduccién de PRRSV. La replicacion de PRRSV progresa mediante
una variedad de mecanismos reguladores genéticos y proteicos. La expresién de las primeras tres cuartas
partes del genoma del4.9-15.5 kb, produce 4 poliproteinas (ppla, ppla-nsp2N, ppla-nsp2TF, pplab).
Las poliproteinas se procesan cotraduccional y postraduccionalmente en al menos 16 proteinas no
estructurales (nsps) replicasas (accesorias) distintas por cuatro proteasas virales denominadas PLP1aq,
PLP1B, PLP2 y SP. Los motivos de polimerasa reconocidos en pp1b son la polimerasa de ARN
dependiente de ARN (RdRp), el dominio de dedo de zinc (Z), el dominio helicoidal (HEL) y el dominio de
endorribonucleasa especifico de uridilato de nidovirus. Las proteinas estructurales canénicas se expresan
exclusivamente a través de un conjunto de ARN subgendmicos (sgRNA). Tomada de Kappes & Faaberg
2015.
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3.7.- Glicoproteina GP5 del virus PRRS

GPS5 es la glicoproteina estructural mas abundante del virus. Tiene una secuencia de
200 residuos de aa y un peso molecular de aproximado de 25 KDa. GP5 tiene la funcion
de facilitar la interaccién del virus con su célula blanco. La proteina GP5 se encuentra
formando un complejo heterodimérico con la proteina M a través de puentes disulfuro
(Figura 7). Dicho complejo es esencial para el ensamble del virion, se ha sugerido que,
al ser las proteinas con mayor presencia en la envoltura, son las responsables de la

curvatura de la membrana (Dokland, 2010).

GP5 es una de las proteinas mas estudiadas de PRRSV. Se ha sugerido que GP5
induce la produccion de anticuerpos neutralizantes (Murthy et al., 2015). También se
ha reportado que la proteina GP5 contiene epitopos de reconocimiento para linfocitos
B y T. Los sitios para células T estan ubicados principalmente en la region del
endodominio, en las posiciones de aa 117-131y 149-169. Por lo tanto, estos aa juegan
un papel relevante en la respuesta inmune adaptativa celular del hospedero (Vashisht
et al., 2008).
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Figura 7. Estructura de la proteina GP5 de PRRSV. (A) Heterodimero de GP5/M (naranja y azul
respectivamente) y homotrimero de GP2, GP3, GP4 y E (Verde, morado, rojo y azul marino respectivamente.
Membrana en gris claro. (B) Probables sitios de escisién del péptido sefial y del epitopo sefiuelo. Se produce
en dos sitios: en A26|V27 (sitio 1) o en A31|S32 (sitio 2), como se indica. El epitopo neutralizante (verde) esta
presente en todas las variantes predichas, pero el "epitopo sefiuelo" (magenta) no se conserva en la proteina
madura por escisién en el sitio 2. Creado en Biorender, 2024.
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3.8.- Célula blanco de PRRSV

La diana celular primaria de este virus son los alveolares e intravasculares de los
pulmones. Pero el virus también se replica en macréfagos de tejidos linfoides y en
menor medida, en células dendriticas y macréfagos que residen en el espacio
perivascular. Cada vez hay mas evidencia de que ciertas cepas altamente patégenas
del PRRSV también son capaces de infectar células endoteliales de los pulmones, el
corazon y el encéfalo. Esta propiedad del virus se asocia a una mayor patogenicidad
(OMSA, 2021).

3.8.1.- Receptores de macroéfagos alveolares

Hasta ahora se han sugerido al menos seis moléculas celulares como receptores para
PRRSYV, estas son: el heparan sulfato, vimentina, CD151, siloadhesina (CD169; siglec-
1), molécula de adhesion intercelular especifica de células dendriticas que captura no
integrina (DC-SIGN; CD209) y CD163 (SRCR, receptor carrofiero rico en cisteina)
(Zhang & Yoo, 2015) (Figura 8).
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Figura 8. Receptores para PRRSV. Se han descrito seis moléculas como receptores celulares para PRRSV.
Tomado de Zhang & Yoo, 2015.

Durante de la infeccion por PRRSV, CD163 desempefia un papel esencial, ya que
participa en la eliminacion del revestimiento y en la internalizacion del virion. Se sabe

qgue el complejo formado por las glicoproteinas de membrana GP2a, GP2b, GP3, GP4,

21



My GP5 se une al receptor CD163, y esta interaccion es fundamental para el ingreso
del virus a la célula (Dokland, 2010). La expresion de CD163 esta restringida al linaje
de los macréfagos y esta estrechamente regulada por senales proinflamatorias y

antiinflamatorias, lo que sugiere un papel critico en las respuestas inmunitarias.

3.9.- Mecanismos de PRRSV para la evasion de larespuestainmune

3.9.1.- Mecanismos de evasion de larespuesta inmune innata

Se ha informado que el PRRSV reprime las respuestas de interferon (IFN) tipo | y de
citocinas proinflamatorias en células dendriticas plasmocitoides (pDCs por sus siglas
en inglés) porcinas, que son una fuente importante de IFN-a y de otras citocinas
proinflamatorias con una reaccion rapida a la infeccién viral (Calzada-Nova et al., 2011).
Los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores tipo RIG-I (RLR) son dos PRR
principales en mamiferos que detectan virus de ARN (Chow et al., 2015). Entre todos
los TLR, TLR3 reconoce el ARN bicatenario viral; TLR7 y TLR8 reconocen el ARN
monocatenario viral (Heil et al., 2004). TLR3 y TLR7 porcinos son los TLR mas
investigados en células porcinas. En la infeccion por PRRSV, la expresion de TLR3 y
TLR7 porcinos esta regulada positivamente y tiene la capacidad de provocar la
activacion de IFN. Sin embargo, los TLR estan limitados en la deteccidn de virus porque
se expresan en un rango limitado de tipos celulares. Por el contrario, los RLR, RIG-l y
la proteina 5, asociada a la diferenciacion del melanoma (MDAS), expresados en casi
todos los tipos de células, son helicasas de ARN citoplasmaticas que reconocen ARN

no propio (Chow et al.,2015).

En términos generales, todas las células nucleadas tienen la capacidad de producir
IFN-a/B, pero las pDC son las productoras mas potentes de esta familia de citocinas
(Malterer et al.,2014). Estudios en cerdos infectados mostraron que PRRSV ha
desarrollado un conjunto de mecanismos para suprimir la actividad de los IFN o/,
manteniendo bajos niveles de expresion de estas citocinas, durante casi todo el curso

de la infeccion, poco después de la elevacion transitoria en los pulmones. La supresion
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de IFN-a/B también tiene lugar in vitro en macrofagos alveolares porcinos y MARC-145
infectados con PRRSV (Chen et al., 2019).

La proteina nsp1 de PRRSV se considera el antagonista mas fuerte de la produccion
de IFN-B, al interferir con la fosforilacion y traslocacion nuclear del factor regulador de
interferén 3 (IRF3). Por otro lado, se sugirié que nsp2 tiene diferentes roles relacionados
con mecanismos de evasidon inmune. Se ha determinado que el dominio
desubiquitinante dependiente de tiol (OTU) en nsp2, inhibe al factor nuclear
potenciador de |la cadena ligera kappa de las células B activadas (NF-"1B), lo que deriva
en la inhibicidn de la expresidén de genes que codifican para citocinas proinflamatorias.
La proteina nsp11 también antagoniza la produccién de IFN-B. En el contexto de IL-
10, la cual es una citocina anti inflamatoria, se ha reportado que PRRSV modula su
expresion positivamente para suprimir la respuesta inmune innata y adaptativa (Song
et al., 2010).

3.9.2.- Mecanismos de evasién de larespuesta inmune adaptativa

Los linfocitos CD4+ de tipo Th1 pueden diferenciarse a células T de memoria, ademas,
pueden mejorar la funcién de los macrofagos e inducir la proliferacidn de linfocitos T
CD8+ al secretar IL-2 e IFN-y. Mientras que, los linfocitos CD4+ diferenciados a Th2
pueden promover la maduracion de linfocitos B a células plasmaticas, mejorando su
capacidad de secretar anticuerpos especificos anti-PRRSV; igualmente los linfocitos
Th1 pueden inducir la conversion de linfocitos B a linfocitos B de memoria (Wang et al.,
2007). EI PRRSV afecta la funcionalidad de los linfocitos T a través de la alteracion de
las DC y la regulaciéon negativa de las moléculas de la superficie celular. La muerte
celular de las DC conduce a un fracaso en el inicio de una inmunidad adaptativa
eficiente (Xiao et al.,, 2004). Se ha informado que las respuestas de las células T
aparecen entre 4 y 8 semanas y las células CD4 + y.CD8 + permanecen bajas y
constantes después de la infeccion, lo que indica que la inmunidad mediada por células
(IMC) es transitoria y se retrasa en la infeccion por PRRSV. Estas respuestas
anormales de células T sugieren que la infeccion con PRRSV interfiere con su
funcionalidad a través de mecanismos indirectos que aun no estan bien descritos (Ke
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& Yoo, 2017).

Las respuestas débiles y tardias de anticuerpos neutralizantes (Nabs), asi como el
desarrollo de cantidades significativas de anticuerpos no neutralizantes, son las
principales formas en que el PRRSV afecta la inmunidad humoral del huésped (Tarbes-
Montaner et al., 2019). EI PRRSV tarda entre 7 y 9 dpi en inducir la secrecion de
anticuerpos; sin embargo, estos anticuerpos no son protectores, mientras que los Nabs

estan presentes hasta 28 dias después de la infeccion (Loving et al., 2015).

3.10.- Vacunas comercialmente disponibles contra PRRSV

Actualmente la vacunacién es la medida de prevencion y de control de propagacion
del PRRSV mas empleada en la industria porcina a nivel global. Existen dos tipos de
vacunas comercialmente disponibles: la vacuna con virus atenuado (MLV por sus

siglas en ingles) y la vacuna que incluye al PRRSV inactivado.

3.10.1.- Vacunas MLV

Un estudio demostré que la vacuna MLV brinda una proteccion eficaz frente a cepas
homologas de PRRSV, pero brinda una proteccion parcial o nula contra cepas
heterologas (Charerntantanakul, 2012). Por otro lado, (Charerntantanakul, 2012; Wang
et al., 2013) demostraron que los cerdos vacunados con MLV podrian desarrollar
viremia cuatro semanas después de la inmunizacion, lo que lleva a la transmision del
virus de la vacuna a cerdos no vacunados. Estos hechos, refuerzan la necesidad de
proponer el desarrollo de plataformas vacunales mas seguras y eficaces frente a cepas
heter6logas de PRRSV.

En granjas libres de PRRSV, las vacunas MLV se utilizan generalmente para la
prevencion de la enfermedad. Las vacunas MLV ofrecen una prevencion inmunologica
adecuada en cerdos de 3 a 18 semanas de edad. Ademas, pueden ejercer efectos
protectores dentro de los 7 dias posteriores a la vacunacion y el periodo de proteccion
es mas largo, llegando a mas de 16 semanas. La inmunizacion de cerdas jovenes
también puede mejorar su desempeno reproductivo. La cepa de la vacuna determina

la efectividad de la vacuna atenuada, y la diversidad genética del PRRSV influye en la
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efectividad de la vacuna atenuada (Charoenchanikran et al., 2016). Sin embargo, las
vacunas MLV han provocado brotes de PRRSV asociados al virus vacunal. En
consecuencia, la reversion a la virulencia de los animales vacunados con MLV es de
gran preocupacion, y estas observaciones experimentales también son consistentes
con los brotes atipicos de, PRRS, informados en rebafios vacunados desde 1996
(Mengeling et al., 1998).

3.10.2.- Vacunas Inactivadas

Las vacunas inactivadas contra el PRRSV han sido autorizadas en todo el mundo,
debido a su mayor seguridad. Sin embargo, desde 2005 ya no las ha distribuido dentro
EU, debido a la observacion de su baja eficacia. Se ha reportado que algunas de las
ventajas de las vacunas inactivadas se correlacionan con la disminucion en el numero
de mortinatos y la tasa de abortos de las cerdas inmunizadas, mientras que la fertilidad
de las cerdas y la tasa de supervivencia de los lechones aumentaron. Por otro lado,
como parte de los efectos adversos, informaron la falta de producciéon de anticuerpos
especificos frente a PRRSV (Kim et al., 2011).

3.10.3.- Vacunas de ADN, subunidades y vectores virales

Las vacunas de ADN, también conocidas como vacunas genéticas, se basan en la
inoculacién directa de vectores (plasmidos) de expresion en células eucariotas para
producir antigenos especificos de microorganismos patdégenos, en el cuerpo de un
animal para estimular una respuesta inmune. (Cui et al., 2016). Un estudio demostré
gue la inmunizacion de cerdos con una vacuna de ADN recombinante, la cual consta
de un plasmido que contiene secuencias en mosaico de la proteina de GP5 del PRRSV,
provoca una mayor expresion de anticuerpos especificos del virus y aumenta la

expresion de IFN-y, sin embargo, la proteccion conferida es parcial (Cui et al., 2016).

Esto sugiere que la vacuna de ADN basada en el antigeno GP5 de PRRSV es
inmunogénica, pero seria hecesario incluir otros antigenos del PRRSV para inducir una

respuesta celular y humoral mas completa (Cui et al., 2016).
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Por su parte, las vacunas de subunidades constan de genes que codifican para
antigenos especificos de un microorganismo. Aunque son seguras y estables, su
inmunogenicidad podria ser baja y con un periodo de inmunidad corto. Ademas, su
costo de produccion es alto y su tiempo de desarrollo es relativamente largo. La
vacunacion en cerdas gestantes con una vacuna de subunidades de PRRSV confirio
proteccion parcial contra los genotipos PRRSV-1y PRRSV-2 (Oh et al., 2019).

Las vacunas de PRRSV hechas a partir de vectores virales, utilizan principalmente
poxvirus, adenovirus, virus del herpes y virus de la pseudorrabia porcina para expresar
los genes inmunogénicos centrales del virus. Estudios recientes han demostrado que
rPRRSV-E2, una vacuna candidata para un vector de PRRSV recombinante que
expresa la proteina E2 del virus de la peste porcina clasica (CSFV), indujo cierta
proteccion contra los genotipos HP-PRRSV y CSFV (Gao et al., 2020). En los ultimos
afnos, los vectores virales vivos han demostrado un gran potencial en la investigacion
de vacunas contra PRRSV, pero sus costos de produccion son altos, su eficiencia es
baja y el virus portador también puede desencadenar una respuesta inmune,

reduciendo asi la efectividad de la vacuna (Gao et al., 2020).

Las nuevas vacunas aun estan lejos de estar listas para la aplicacion en campo. En la
(Tabla 1) se incluye una lista de vacunas candidatas a vacunas en desarrollo y sus

desventajas o beneficios.

26



Tabla 1. Vacunas de nueva generacion para PRRSV.

Codificacion

Inmunogenicidad Proteccion Referencia
ORF/GP
Anticuerpos CMmI Homoéloga  Heteréloga
Vacunade (Barfoed et al.,
ORF 1-7 + + + ND
DNA 2004)
Vacuna de .
GP5 Pobre Pobre - ND (Prieto etal., 2011)
subunidades
Vacuna de (Charerntantanakul
péptidos GP5 - - ND _ et al., 2006)
sintéticos
Vacuna de
vector GP3,4,5 + + ND ND Zhou et al. (2010)
adenovirus
Vacunade
vector de GP3,5, M + + + ND Zheng et al. (2007)
poxvirus

3.10.4.- Vacunas basadas en epitopos

Un epitopo es un determinante antigénico especifico para inducir una respuesta
inmunitaria celular mediada por linfocitos T o una respuesta humoral mediada por
linfocitos B. Se ha disefiado una vacuna multiepitopo contra brucelosis, basada en
epitopos predichos que tenian una longitud de 377 residuos de aa. Donde evaluaron
las propiedades fisicoquimicas, las estructuras secundarias y terciarias, la estabilidad,
el desorden proteico intrinseco, la solubilidad y la alergenicidad de esta vacuna

multiepitopo, utilizando herramientas y servidores inmunoinformaticos. Asi mismo,
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reportaron que este prototipo de vacuna peptidica fue capaz de inducir

consistentemente respuestas inmunes mediadas por células T (Saadi et al., 2017).

El desarrollo de una vacuna multiepitopo exitosa depende en primer lugar de la
seleccidén de antigenos candidatos apropiados y sus epitopos inmunodominantes. La
prediccidon de epitopos antigénicos apropiados de una proteina diana mediante
meétodos inmunoinformaticos, es extremadamente importante para disefiar una vacuna

multiepitopo.

En la figura 9 se describe, a partir de un modelo, el mecanismo molecular y celular
propuesto sobre el sistema inmunitario de las vacunas multiepitopo. En comparacion
con las vacunas clasicas y las vacunas de un solo epitopo, las vacunas de epitopo
multiple tienen conceptos de disefo unicos con las siguientes propiedades: (I) constan
de multiples epitopos restringidos al MHC que puede ser reconocido por TCR de
multiples clones de varios subconjuntos de células T; (ll) constan de epitopos de
células CTL, Th y B que pueden inducir respuestas inmunes celulares y humorales,
simultdneamente; (lll) constan de multiples epitopos de diferentes antigenos virales
que pueden ampliar los espectros de reconocimiento o inmunogenicidad; (IV)
introducen algunos componentes con capacidad adyuvante que pueden potenciar la

inmunogenicidad y respuestas inmunes duraderas (Saadi et al., 2017).
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Figura 9. Mecanismos celulares y moleculares de las respuestas inmunoldgicas inducidas por vacunas multiepitopo.
Las vacunas multiepitopo estan constituidas de epitopos de reconocimiento por células CTL, Thy B, en péptidos de
epitopos en serie 0 epitopos superpuestos. A) A través de receptores TCR, los precursores de linfocitos T citotoxicos
(CTL) CD8+ (pCTL CD8+) reconocen los complejos de péptidos antigénicos CTL, presentados por moléculas MCH-
I de las células infectadas. B) Las células presentadoras de antigeno (APC) toman la vacuna multiepitopo y presentan
los péptidos antigénicos Th unidos a las moléculas MHC-II a las células ThO que pueden diferenciarse en células
CTL CD4+, Thly Th2. Las células CTL CD4+ secretan citotoxinas, matando directamente a las células infectadas
mediante la liberacion de granulos que contienen perforina y granzima. Las células Thl secretan citocinas que
estimulan a los pCTL CD8+ para generar células CTL efectoras, las cuales mataran a las células infectadas, tanto
por la via de perforina/granzima como por la via Fas/FasL. C) Las células Th2 reconocen el epitopo Th unido a MHC-
Il presentado por las células B. Después de ser activadas, las células Th2 expresan moléculas CD40L y secretan
citocinas para estimular la activacion de células B. Las células B reconocen a los epitopos B a través de BCR,
presentando los epitopos Th a través de MHC-II para activar a las células Th2. En consecuencia, las células B
proliferan y se diferencian en células plasmaticas por la interaccion del ligando CD40L a su receptor CD40 y por
accion de las citocinas Th2. Las células plasmaticas secretan anticuerpos multiepitopo especificos para realizar
funciones antivirales en las células infectadas, mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y
citotoxicidad dependiente del complemento. Modificado de Zhang, 2018 en Biorender.
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Actualmente se trabaja en el desarrollo de diversos modelos vacunales, dirigidos
contra diferentes enfermedades infecciosas, basados en epitopo unico o multiples

epitopos (Tabla 2).

Tabla 2. Vacunas basadas en epitopos

Vacunas en 3 L .
ORF Epitopos Componentes Proteccion Referencia
desarrollo
(4) MHCII,
PRRSV GP3y e  Adyuvante ¢ Humoral .
GP5 (%) MHCTy o Entrelazadores e Celular (Liu & Chen 2024)
(10) LB .
e  Epitopos
SARS-COV?2 Spike (2) CTL, (2) e Adyuvante e Humoral (Umintaibatin et al.,
(S) HTLy (2) LB e Entrelazadores e Celular 2023)
o  Epitopos
MPXV (Virus A35R
delaviruela | ggry  CTLHTLY ¢ Humoral (Tan et al., 2023)
. LB e Se desconoce e Celular
del simio) H3L
DENV (Virus ,\TSS; CTL,HTLy e  Adyuvante e Humoral (Fadaka et. al.,
del dengue) NS5 y LB e Entrelazadores e Celular 2021)
e  Epitopos
RBD de e Respuesta
SARS COV-2 la CTL, HTL, innata A
proteina LBy TLR-3 e  Se desconoce e Humoral (Sirohi etal., 2020)
(S1) e Celular
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4.- ANTECEDENTES

En nuestro grupo de trabajo se han estudiado y descrito las propiedades
inmunogénicas de 4 péptidos sintéticos, derivados de la proteina GP5 del virus PRRS,
en modelos in vitro y en modelos in vivo (roedores y lechones). Dos de ellos, GP5-T y
GP5-T3, son capaces de inducir de manera fuerte y sostenida, la activacion de la
respuesta celular de Linfocitos Th y T citotoxicos (CTL). Ademas, ambos péptidos
inducen la expresion de citocinas proinflamatorias. Por otro lado, dos péptidos, el GP5-
B y GP5-B3, han mostrado ser capaces de inducir la produccion de anticuerpos IgG
asociados a anticuerpos neutralizantes y de favorecer la activacion de Linfocitos B
plasmaticos (Tabla 3). Las propiedades inmunogénicas y los modelos in vitro e in vivo

se muestran en las tablas 2-5.

Con los antecedentes descritos, en este trabajo se planted continuar evaluando, en un
modelo murino, la inmunogenicidad de los péptidos GP5-T, GP5T3, GP5-B y GP5-B3
conjugados a una proteina acarreadora y con los adyuvantes CpG 1018 y Alhydrogel.
Si bien, en nuestro grupo de trabajo ya se habian evaluado los péptidos de manera
individual en el modelo murino, aun quedaba la incognita de qué tipo de respuesta
inducirian de manera conjunta. Es por eso que, en este trabajo se plante6 caracterizar
la respuesta de los péptidos de manera conjunta, en el contexto de la activacion de

linfocitos T CD4+, CD8+ y anticuerpos totales (IgG).
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Tabla 3. Propiedades inmunogénicas de péptidos derivados de la proteina GP5

. R tadel .
Péptidos Modelo espuestade Referencia Resultados
hospedero
* Aumento de leucocitos
totales y  anticuerpos
In vivo: Perez Duran totales IgG.
GP5-T * Ratdn * Humoral 2020
N ( ), . * Induccién TNF a, IL1B e IL-
e Cerdo e Celular Calderdn Rico
(2023) 6, IL-12, IL-4 e IL10 de
CTL's totales y actividad
citolitica in vitro.
In vitro: * Induccién de citocinas
* Macrofagos de < Celular Pifa Diaz proinflamatorias:  TNF-a,
ratén * Celular (2021) IL-1b.
* Macroéfagos de Morales Gachuz ¢ Aumento en la expresion
GP5-T3 cerdo (2022) de TNF-a
In vivo: * Induccién de citocinas
e Cerdo e Celular Calderdn Rico proinflamatorias: TNF a,
(2023) IL1B e IL-6, IL-12, IL-4 e
IL10.
In vivo:
.n vF;vo, . H | p Duran Aumento de Ac's totales
aton umora erez IgG. Y activacidn de LB.
GP5-B * Cerdo * Humoral (2020) Duran * Induccién de AC's
Perez especificos (I1gG1 e 1gG2)
(2024)
In vivo:
* Ratodn *  Humoral Zamora Avilés * Induccion de titulos altos
GP5-B3 * Cerdo *  Humoral (2021) de Ac’s especificos (IgG1l e
Pérez Duran 1gG2)
(2024)
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5.- JUSTIFICACION

Desde su aparicion hace mas de 30 afos, las pérdidas econdmicas ocasionadas por
el PRRSV rebasan los $1000 millones de USD anualmente en la industria porcicola a
nivel mundial. Aunado a ello, la alta tasa de mutacidén en el genoma del virus, da lugar

a nuevas variantes del PRRSV a partir de brotes.

La vacunacién es la medida mas eficaz para la prevencion y contencién de la infeccion
por PRRSV, sin embargo, las dos vacunas comerciales actualmente disponibles,
tienen deficiencias en aspectos de eficacia y seguridad. La vacuna MLV, que ha sido
la mas utilizada, confiere proteccién tardia pero efectiva contra cepas homologas de
PRRSV, mientras que solo confieren proteccion parcial o ninguna proteccion contra
cepas heterdlogas. Con respecto a la seguridad se ha reportado la propagaciéon del
virus vacunal, de animales vacunados a animales no vacunados. Es por eso que, ha

surgido la necesidad de evaluar nuevas formulaciones vacunales.

En el presente trabajo se pretende evaluar la inmunogenicidad, tanto humoral como
celular, de un candidato vacunal basado en epitopos derivados de la proteina GP5 del
PRRSV.

6.- HIPOTESIS

El candidato vacunal TetraPep-GO, conformado por cuatro péptidos derivados de la
proteina GP5 del PRRSV: GP5T, GP5T3, GP5B y GP5B3, inducira inmunogenicidad

humoral y celular en ratones.

7.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inmunogenicidad humoral y celular del modelo vacunal TetraPep-GO en

ratones.
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8.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la produccion de anticuerpos totales en ratones inmunizados con el
modelo vacunal TetraPep-GO.

2. Evaluar la activacion de linfocitos T (CD8+ y CD4+) en ratones inmunizados con
el modelo vacunal TetraPep-GO.

3. Evaluar la expresion de las citocinas IL-6, INF-y, TNF-q, IL-12, IL-5 e IL-4, en

suero de ratones después de la inmunizacion con TetraPep-GO.

9.- MATERIALES Y METODOS

9.1.- Ratones.

Se utilizaron ratones hembra de la linea Balb/C, los cuales fueron adquiridas en el
bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Se mantuvieron bajo condiciones
de temperatura controlada (21 £ 1°C) a una humedad del 50%, en un ciclo de luz-
oscuridad de 12 h:12 h, alimentacion ad libitum (Purina Certified Rodent Chow) y agua.
Todos los procedimientos siguieron el programa de Cuidado y Uso de Animales (NIH,
USA) y la Norma Oficial Mexicana 062-Z001999.

Los procedimientos de toma de muestra de sangre se realizaron con ayuda de un
dispositivo de inmovilizacidn y sin anestesia. Se registro el peso corporal cada 7 dias.
Se utilizaron ratones de 6 semanas de edad. Los ratones se separaron en 3 grupos de
6 individuos de manera aleatoria, a los cuales se les asignaron los tratamientos: grupo
de control negativo, grupo vehiculo de control positivo (BSA-Maleimida + adyuvante
CpG1018 + adyuvante ALOH) y el grupo experimental, TetraPep-GO (Péptidos +
proteina acarreadora + adyuvante CpG1018 + adyuvante ALOH).

9.2.- Caracteristicas fisicoquimicas de péptidos derivados de la proteina GP5
del virus PRRS

Los péptidos GP5T, GP5T3, GP5B y GP5B3 fueron sintetizados por Genscript, bajo el

siguiente esquema de trabajo.
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Sintesis

Purificacion

Deteccion/Ide

ntificacion

*Espectroscopia
*Absorbancia UV

Cuantificacion

Espectrometria
de masas {(MS)

Figura 10. Esquema de trabajo de sintesis de los péptidos GP5T, GP5T3, GP5B y GP5B3

Finalmente, los péptidos sintetizados quedaron con las caracteristicas fisicoquimicas

gue se enuncian en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de péptidos GP5T, GP5T3, GP5B y GP5B3

Péptidos GP5-T GP5-T3 GP5-B GP5-B3
Secuencia RLYRWRSPVIGHLIDLKRVV KGRLYRWRSPVIVEKLAALI ASNDSSSHLQLIYNLTLCELNG SSSNLQLIYNLTTPVTRVSA
RVSAEQWGRP CFVIRLAKN TDWLANKF EQWGRPC
(a) 30 29 30 27
Pureza 95.0 % 98.0 % 95.0 % 96.3 %

(Déft"o'\f]es) 3644.29 3414.18 3368.72 3044.42

P 12.2 10.7 454
Solubilidad DMSO DMSO y H20 DMSO DMSO

9.3.- Modelo vacunal TetraPep-GO

Se utilizé la formulacion del modelo vacunal TetraPep-GO conformado por cuatro

péptidos derivados de la proteina GP5 del virus PRRS, una proteina acarreadora y dos

adyuvantes (Tabla 5).
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Tabla 5. Componentes de la formulacién de TetraPep-GO y vehiculo

Componentes de la ,
P - Control Vehiculo TetraPep-GO
formulacion vacunal
Péptidos (GP5T, GP5T3, y
GP5B y GP5B3)
BSA- Maleimida v v
Adyuvante Alhidrogel® 2% 4 v
Adyuvante CpG (1018) 4 4

Tabla 6. Concentracion de péptidos evaluados individualmente y en conjunto
(TetraPep-Go)

Péptidos TetraPep-
. P Concentracion/  Concentracion GO Concentracion
Referencia (probados . ., . .
S peso final/raton (modelo final/raton
individualmente .
murino)
Pérez
Duran | GP5-T (murino) 1ug/g 321g/30gde GP5-T 32 g
(2020) peso
Calderon
Rico GP5-T3 (cerdo) 0.02 pg/g 20%”9/ 75K9 Gp5 T3 32 g
(2023) e peso
Pérez
Duran GP5-B (murino) 1ug/g 321930 gde GP5-B 32 g
(2020) peso
Zamora GP5-B3 32ug/30gd
Avilés Pt 1ug /g HOPoPgde  Gps.g3 32 g
(2021) peso

1. Inmunizacion Péptidos independientes
> Péptido-BSA + ALOH =128 pl

» Péptido 32 pg (32 pl)
» BSA (1 mg/ml) 96 pl
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ALOH (2%)

Inmunizacion TetraPep-Go
TetraPep-GO-BSA + ALOH + CpG
Péptido 32 pg (32 ug)

BSA (1 mg/ml) 96 pl

ALOH (2%)

vV V V Vv N VY

9.4.- Anticuerpos

Se utilizo el anticuerpo secundario cabra-anti-raton IgG (H+L) (Invitrogen, numero de
catdlogo 31430), HRP el cual, es un anticuerpo policlonal, creado en cabra que
reacciona contra las cadenas pesadas y ligeras de IgGs de ratdn, conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP). En su presentacion viene liofilizado en un

volumen de 2 ml y a una concentracion de 0.8 mg/mL.

9.5.- Imject® Maleimide Activated BSA

La BSA activada con maleimida es utilizada como proteina acarreadora porque permite
la conjugacion de antigenos peptidicos que contienen sulfhidrilo con la proteina
portadora de albumina sérica bovina inmunogénica, para la inmunizacién y la
produccion de anticuerpos. La albumina de suero bovina se encuentra acoplada a un
grupo imida, el cual reacciona con grupos sulfhidrilo (SH) formando enlaces tiol,
mediante este enlace la BSA funge como acarreador del péptido (Figura 11). Fue

obtenida de Thermo Scientific, numero de catalogo: 77115.

Canio.t NH ﬁ LRE Peptide
Protein } < > / 0

Sulfhydryl-containing Hapten
Maleimide-activated Carnier Protein (peptide with terminal cysteine)

Y

n S
—NH - N
< >, ¥ 0

(‘,} i

Carner-Peptide Conjugate
Figura 11. Esquema de acoplamiento del péptido a la BSA-maleimida. De Denovo biotechnology.
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9.6.- Adyuvante Alhidrogel® 2%

Alhidrogel® adyuvante al 2%, denominado alumbre, es una suspension de gel humedo
de hidréxido de aluminio. El alumbre induce una respuesta Th2, al mejorar la atraccion
y absorcion del antigeno por las células presentadoras de antigeno (APC) (Morefield
GL. et al., 2005). También puede activar vias de inmunidad innata desencadenadas
por receptores de reconocimiento de patrones (PRR). El alumbre actua principalmente
mediante la formacion de un depdsito en el lugar de la inyeccidn, lo que permite una
mayor disponibilidad de antigenos (Franchi & Nufiez., 2008). El adyuvante Alhidrogel®
se utilizé en las 2 inmunizaciones al dia 0 y al dia 21. Se obtuvo de InvivoGen con el

numero de catalogo: vac-alu-50; vac-alu-250.

9.7.- Adyuvante CpG oligodeoxynucleotides Mouse

Los oligodesoxinucledtidos (ODN) CpG, son moléculas cortas de ADN monocatenario
sintético no metilado. Este adyuvante es util para la activacion de TLR9, a una
concentracion de 5-20 ug/ml (Jeong et al., 2021). Su secuencia es la siguiente: ODN
(1018) Tipo B: 5 T*G*A*C*T*G*T*G*A*A*C*G*T*T*C*G*A*G*A* T*G*A 3. Se obtuvo

de Novus Biologicals a Biotech Brand con el numero de catalogo: NBP2-31142.

9.8.- Obtencion de muestras sanguineas

Las muestras sanguineas se obtuvieron de los ratones al dia 0 antes de inmunizar, al
dia 21 antes de la segunda inmunizacion y al dia 42, a través de puncion de la vena
lateral de la cola. Se recolectaron 150 pl/ratéon. La puncion se realizd con agujas de
0.80 mm de diametro, mientras los ratones se encontraban sujetados en un dispositivo
de inmovilizacién. La sangre completa se recolectd con pipetas Pasteur humedecidas

con EDTA 0.5 M, pH 8.5, con las que se obtuvo la sangre por capilaridad.

Para el procesamiento de las muestras de sangre, se centrifugaron a 2,500 rpm
durante 5 minutos para obtener suero control y experimental, mismos que se

preservaron en ultracongelacién a -80°C.

9.9.- Inmunizacion

Se realizaron 2 inmunizaciones por via subcutdnea a los dias 0 y 21, siguiendo el
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esquema de inmunizacion establecido. Los ratones fueron sujetados de la piel del

dorso y la cola.
Esquema de inmunizacion:

» Dia 0. Se obtuvo suero preinmune (control) y se realizé la primera inmunizacion
con el adyuvante Alhidrogel® 2%, adyuvante CpG (1018), BSA-Maleimida y los
péptidos GP5-T, GP5-T3, GP5-B y GP5-B con un volumen total del mix de 202
pl/ratén.

» Dia 21. Se obtuvo suero de la 1ra. Inmunizacién, después se llevd a cabo la
segunda inmunizacion con el adyuvante Alhidrogel® 2%, adyuvante CpG
(1018), BSA-Maleimida y los péptidos GP5-T, GP5-T3, GP5-B y GP5-B con un
volumen total del mix de 202 pl/raton.

> Dia 42. Se obtuvo suero y sangre periférica de la 2da. Inmunizacién (al dia 21).

> Dia 80. Los ratones de los 3 grupos experimentales fueron sacrificados por
decapitacion. La sangre fue recolectada en tubos estériles con EDTA y se

obtuvo suero.

9.10.- Deteccidn de anticuerpos totales

El analisis de anticuerpos para cuantificar inmunoglobulinas G totales, se llevé a cabo
bajo la metodologia del Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) de tipo
directo (Figura 12). Este ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pocillos de alta unién
de la marca COSTAR con el numero de catalogo 3361. Siguiendo el protocolo
establecido para el acoplamiento de los sueros, en la placa se coloco 1pul de sueros de
ratdbn por duplicado de los dias 0, 21, 42 y 80, se colocaron 99 ul de buffer de
carbonatos, posteriormente se dejo incubando durante toda la noche. Al dia siguiente
se realizaron 3 lavados con PBS/Tween 0.05% y se llevo a cabo el bloqueo, utilizando
gelatina de pescado [0.05%] suspendida en PBS/Tween 0.05%, se dejé incubar
durante 2 h a temperatura ambiente (TA). Después se realizaron 3 lavados con
PBS/Tween 0.05%, seguido de la adicién del anticuerpo secundario de cabra anti-ratén
IgG (H+L), conjugado con peroxidasa de rabano (HRPe, por sus siglas en ingles), con

el que se incubo la placa 2 h a TA. Nuevamente se realizaron 3 lavados con
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PBS/Tween 0.05% y se agregaron 100 pl de ABTS (sustrato para la reaccion
enzimatica). Finalmente, para cuantificar la intensidad colorimétrica catalizada por la
enzima HRP del conjugado que se uni6 a los anticuerpos IgG en los sueros de los
ratones, se llevaron a cabo las lecturas cada 5 min, durante 30 min, @ 415 nm en un
microlector de placas de ELISA (BIO-RAD iMARK microplate Reader).

@ Fijacion de la muestra @ Incubacién con el Cuantificacion de

de suero anticuerpo conjugado Anticuerpos por colorimetria
€ @ HRP J‘, :"‘z--:
- B S‘ ﬂ
W [ |
- colorec proguct
Yige . g\, Ant-leG 7/ \\
¢ ¢ g6 7 IgG W\
i Y

Figura 12. Esquema del ensayo ELISA para la cuantificacion de IgG totales. Creada con BioRender

9.11.- Aislamiento de leucocitos de sangre periférica

A los 80 dias pos-inmunizacion (dpi) se llevo a cabo el sacrificio de los ratones de los
tres grupos: control sin inmunizar, vehiculo y TetraPep-GO, para recuperar 600 ul de
sangre periférica por ratdn, en tubos lila EDTA-K2 de 4 ml. La sangre se mezcl6é con
100 pul del buffer de lisis de glébulos rojos (Roche, niumero de catalogo: 60669400) por
inversién durante 10 min en microtubos de 2 ml. Posteriormente las muestras se
centrifugaron a 2,000 RPM durante 6 minutos. Después se decanto el sobrenadante,
se resuspendio el pellet en el volumen residual y se realizé un lavado con 2 ml de PBS
1x. Las muestras se centrifugaron a 2,000 RPM por 6 minutos y el sobrenadante fue
desechado para resuspender las muestras en 500 pl PBS 1x. Finalmente se llevo a

cabo la inmunotipificacion de células por citometria de flujo.

9.12.- Disefio de paneles de anticuerpos, para lainmunotipificacion de

linfocitos T

La caracterizacion de linfocitos T se realiz6 a partir de la deteccion de marcadores de

superficie (CD3+), que es un marcador especifico de linfocitos T maduros, asi como a
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través de la deteccidon de marcadores especificos de linfocitos T cooperadores (CD4+),
linfocitos T citotdxicos (CD8+) y a través de la deteccion de marcadores de activacion
(CD44+). Las pruebas de marcaje se llevaron a cabo con anticuerpos conjugados con
diferentes fluoroforos: anti-CD3e-PerCp/Cy5.5 (Biolegend, num. Cat: 45003182), anti-
CD4-Alexa Fluor 405 (RM4.5, ThermoFisher Scientific, num. Cat: MCD0426), anti-
CD44-PE (IM7, ThermoFisher Scientific, num. Cat: 12044182) anti-CD8a-PE (Sigma-
Aldrich, num. Cat: SAB4700566), y CD44-eFluor 450 (Thermo Fisher Scientific, num.
Cat: 48-0441-82) (Tabla 7).

Para la delimitacion de la poblacion de linfocitos, se partio de los parametros de tamafio
a través de la dispersién de luz frontal (FSC-A) y de complejidad a través de la
dispersion de luz lateral (SSC-A) (Figura 14A). Utilizando los mismos parametros, se
genero una ventana de las células individuales (Figura 14B). Posteriormente para la
caracterizacion de las subpoblaciones de linfocitos, se realizaron analisis de dobles
positivos a través de histogramas bivariados. En una grafica de densidad se muestra
las determinaciones del canal BL3-A (CD3) contra el canal VL1-A (CD4), para la
seleccidn de linfocitos T cooperadores CD3+/CD4+ (Figura 14C). Por ultimo, a partir
de la poblacion de células CD3+/CD4+, se evaluaron las poblaciones de linfocitos T
cooperadores activos (CD4+/CD44++) en el canal BL2-A vy linfocitos T cooperadores
efectores de memoria (CD4+/CD44+++) en el canal VL1-A (Figura 14D). Para el
analisis de linfocitos T CD8+, se partié de la delimitacién de linfocitos totales como se
describio previamente (Figura 15A 'y 15B). Para detectar la poblacion CD8+/CD44+ se
realiz6é un analisis de dobles positivos en los canales VL1-A (CD44+) y BL2-A (CD8+).

Tabla 7. Anticuerpos conjugados a fluorocromos utilizados para la deteccién especifica de
marcadores de superficie de leucocitos.

ANTICUERPO FLUOROFORO VOLUMEN CANALES VOLTAJE
ANTI-CD3 PerCP/Cy 5.5 2ul BL3-A 380
ANTI-CD4 Alexa Fluor 405 2ul VL1-A 210
ANTI-CD44 PE 2ul BL2-A 290
ANTI-CD3 PerCP/Cy 5.5 2ul BL3-A 380
ANTI-CDS8 PE 2ul BL2 300
ANTI-CD44 eFluor 450 2ul VL1-A 210
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Figura 13. Ruta de analisis representativo para la obtencion de los porcentajes de linfocitos T CD3+, CD4+ y
CD44+.A) Delimitacion de la poblacion de linfocitos totales. B) Seleccion de células individuales. C) Seleccion
de dobles positivos a través de cuadrantes. La poblacion de interés de las células CD3+/CD4+ se ubica en el
cuadrante Q2. D) Delimitacion de la poblacién de linfocitos CD4+/CD44++ y CD4+/CD44+++. Los colores
representan la densidad poblacional, el color azul muestra baja densidad poblacional, el color rojo representa
la mayor densidad poblacional
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Figura 14. Ruta de andlisis representativa para la obtencion de los porcentajes de linfocitos T CD3+, CD8+ y
CD44+.A) Delimitacion de la poblacion de linfocitos totales. B) Seleccion de células individuales. C) Seleccion de
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9.13 Deteccion de citocinas

La concentracion de citocinas IFN-y, IL-12p70, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a se determino

utilizando el kit comercial ProcartaPlex™ Mouse Essential Th1/Th2 Cytokine Panel,

6plex de inmunoensayo multiplex Cytokine (Invitrogen, Cat. EPX080-20832-901),

siguiendo los protocolos del fabricante. En la primera etapa del protocolo, se llevo a

cabo la preparacién de las muestras de suero de ratdén (obtenidos a las 24 h 'y 48 h

posteriores a la inmunizacion), centrifugandolas a 1,000 rpm por 10 min. Después se

colocaron 25 pul de suero en tubos nuevos, como siguiente paso, se preparoé la mezcla
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de anticuerpos de deteccion de las citocinas a evaluar, donde se afnadieron 60 pl de
cada anticuerpo de deteccion al tubo de mezcla y posteriormente se anadio el

anticuerpo diluido a 1x a un volumen final de 3 ml para la placa completa.

En la siguiente etapa del protocolo, se preparo la placa colocando el mix de perlas de
captura 1x a cada uno de los pocillos, para después llevar a cabo el lavado de las perlas
con 150 pl del buffer de lavado. Posteriormente, se afiadieron 25 pl de las muestras de
suero de raton y los estandares en los pocillos correspondientes de la placa, se cubrio
la placa y se dejo en agitacion durante 2 h a TA. Transcurridas las 2 h, se llevé a cabo
un lavado y se adicionaron los anticuerpos de deteccion biotinilados a cada uno de los
pocillos. Después de lavar, se anadio estreptavidina-PE (SA-PE) en los pocillos.
Finalmente se llevd a cabo la cuantificacion en un equipo Luminex 200 (Austin, TX, EE.
uu.).

9.14.- Analisis estadistico

El analisis de datos y las graficas se realizaron utilizando el software GraphPad Prism
version 8.0 (GraphPad Software Inc., Boston, MA, USA). Las diferencias entre grupos
fueron analizadas a través de ANOVA de una via con poshoc de Tukey. Un valor de P<

0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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10.- RESULTADOS

10.1.- Seguimiento de peso de los ratones durante el desarrollo del ensayo

El peso corporal de los ratones, correspondientes a los tres grupos: control, vehiculo y
TetraPep-GO, fue registrado cada semana desde el dia de llegada de los ratones (una
semana antes del dia 0) hasta los 42 dpi. Los resultados muestran una ganancia de
peso constante en los 3 grupos, sin diferencia estadisticamente significativa entre ellos
(Figura 15). También se mantuvo en observacion el sitio de inoculacién durante todo
el experimento, en general se observd que no hubo dafo al tejido en el sitio de
inyeccion, tanto en el grupo vehiculo como en los grupos experimentales, a través del

curso de este estudio (Dato no mostrado).
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Figura 15. Seguimiento del peso corporal de los ratones durante el curso del experimento. Se graficaron los
promedios de masa corporal en gramos de los sujetos pertenecientes al grupo control (n=5) y los grupos
inmunizados con vehiculo y TetraPep-GO (n=5 en cada grupo), durante el desarrollo del tratamiento experimental.

10.2.- IgGs totales en ratones inmunizados con TetraPep-GO

Las IgG’s totales se evaluaron en un curso temporal de 0, 21, 42 y 80 dpi. Al dia 0 en
las muestras recolectadas de suero preinmune, se observd que no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos control, vehiculo y TetraPep-GO (Figura
16A). Sin embargo, al dia 21 después de la primera inmunizacion, se observé un
aumento significativo de IgG’s totales en el grupo vehiculo y en el grupo inmunizado

con TetraPep-GO con respecto al grupo control sin inmunizar (Figura 16B). A los 42
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dpi, se observo que la concentracidon de IgG’s aumento a casi el doble en comparacién
con los 21 dpi en el grupo inmunizado con TetraPep-GO, el cual mostrd diferencias
significativas con respecto al grupo control sin inmunizar y con respecto al grupo
inmunizado con el vehiculo (Figura 16C). Finalmente, a los 80 dpi también se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el grupo de TetraPep-GO con
respecto a los grupos control y vehiculo. Ademas, se observo una diferencia

significativa entre el grupo vehiculo con respecto al grupo control (Figura 16D).
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Figura 16. Concentracion de Inmunoglobulinas G (IgG’s) totales en sueros de ratones Balb/C inmunizados con
TetraPep-GO. IgG’s totales [ng/ml] evaluadas en el grupo control sin inmunizar, en el grupo vehiculo inmunizado
con dos adyuvantes y una proteina acarreadora e IgG’s totales evaluadas en el grupo inmunizado con TetraPep-
GO, 2 adyuvantes y una proteina acarreadora. (A) IgG’s evaluadas al dia 0. (B) IgG’s evaluadas al 21 dpi. (C) IgG’s
evaluadas al 42 dpi (D) IgG’s evaluadas al 80 dpi. Las graficas muestran el error estandar de la media (+S.E.M) con
n=6. Los valores de P se obtuvieron analizando los datos con una prueba de Anova de una via con poshoc de
Tukey. *P <; **P <; *** P <; ***P <; NS (no significativo) P 0.05.

10.3.- Linfocitos T CD4+ activos en ratones inmunizados con TetraPep-GO

Al evaluar la subpoblacién de linfocitos T cooperadores (Th) CD4+ activados a los 80
dpi, se observdé un aumento estadisticamente significativo de en el porcentaje de

células activadas CD4+/CD44++ en el grupo inmunizado con el vehiculo e inmunizado

con TetraPep-GO con respecto al grupo control, pero no se observé diferencia en el
grupo inmunizado con TetraPep-GO con respecto al grupo vehiculo (Figura 17A). Con
respecto a las células activadas CD4+/CD44++, se observdo un aumento de esta
subpoblacién de linfocitos T en el grupo inmunizado con TetraPep-GO con respecto a

los grupos control y vehiculo (Figura 17B).
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Figura 17. Andlisis de subpoblaciones de linfocitos T (CD4+) en sangre total de ratones inmunizados con TetraPep-
GO. (A) % de linfocitos T (CD44++). (B) % de linfocitos T (CD44+++). Las graficas muestran el error estandar de la
media (+S.E.M) con n=7. Los valores de P se obtuvieron analizando los datos con una prueba de Anova de una via
con poshoc de Tukey. **P< 0.005; ***P< 0.0001; NS (no significativo) P[] 0.05.

10.4.- Subpoblaciones de linfocitos T CD8+ en ratones inmunizados con
TetraPep-GO

En el analisis de linfocitos T CD8+ se observé un aumento de esta subpoblacion celular
en el grupo inmunizado con TetraPep-GO al dia 80 con respecto al grupo control sin
inmunizar y con respecto al grupo inmunizado con el vehiculo (Figura 14A). Por otra
parte, también se optd por evaluar si TetraPep-GO inducia activacion de linfocitos T
CD4+/CD44+ sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los 3
grupos. Estos datos sugieren que TetraPep-GO indujo un aumento de linfocitos T

citotoxicos CD8+ totales, pero no indujo un fenotipo de activacion CD8+/CD44+.

47



25+ 25+
+
< - 1
+ 204 * % %k % g 20+
©
g 3
O 154 ns * % o 15—
@ (=]
° (& ]
o0 10 o — w 10
l_ — — B
e __ o
S 5 — 54
=S
0 T 1 | 0 T 1 T
Control Vehiculo TetraPep-GO Control  Vehiculo TetraPep-GO

Figura 18. Andlisis de subpoblaciones de linfocitos T (CD8+) en sangre total de ratones inmunizados con TetraPep-
GO. (A)% de linfocitos T citotéxicos (CD8+) (B) % de linfocitos T activados (CD8+/CD44+). Las gréficas muestran
el error estandar de la media (+S.E.M) con n=7. Los valores de P se obtuvieron analizando los datos con una
prueba de Anova de una via con poshoc de Tukey. **P< 0.005; ***P< 0.0001; NS (no significativo) P 0.05.

10.5.- Valores de citocinas relacionadas con la diferenciacién de linfocitos Th1l
y Th2 en ratones inmunizados con TetraPep-GO

Para determinar los estados de diferenciacion de linfocitos a un perfil Th1y Th2, las
concentraciones de citocinas se cuantificaron en muestras de suero recolectadas a las
24 h y 48 h posteriores a la inmunizacién. Los ratones inmunizados con TetraPep-Go,
no mostraron una concentracién sérica estadisticamente significativamente de las
citocinas: IFN-y, IL-12p70, IL-4, IL-5, IL-6 y TNF-a con respecto a los grupos control y
vehiculo, tanto a las 24 h como a las 48 h posteriores a la inmunizacién (Figuras 19A-
19L).
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Figura 19. Valores de las citocinas: IFN-y, IL-12p70, IL-4, IL-5, IL-6 y TNF-a en sueros de ratones inmunizados
con TetraPep-GO. Para la determinacion simultanea de citocinas, los sueros de los ratones se recolectaron a
las 24 h y 48 h posteriores a la inmunizacién. (A) IFN-y (24 h), (B) IFN-y (48 h), (C) IL- 12p70 (24 h), (D) IL-
12p70 (48 h), (E) IL-4 (24 h), (F) IL-4 (48 h), (G) IL-5 (24 h), (H) IL-5 (48 h) (1) IL-6 (24h), (J) IL-6 (48 h), (K) TNF-
a (24 h). Las gréficas muestran el error estdndar de la media (S.E.M) con n=5. Los valores de P se obtuvieron
analizando los datos con una prueba de Anova de una via con poshoc de Tukey. *P<; NS (no significativo) P

0.05.
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11.- DISCUSION

La medida de contencidn mas eficaz en el manejo de la enfermedad ocasionada por el
PRRSYV, es la vacunacién. Desde hace algunas décadas se han utilizado las vacunas
clasicas, entre ellas estan las vacunas con virus inactivados y las vacunas con virus
atenuados (MLV), siendo esta ultima, el tipo de vacuna mas empleada por los
productores porcicolas. En el contexto de bioseguridad, la vacuna con el virus completo
representa un riesgo en la reversion de la virulencia del virus y ademas no confiere
proteccion inmunoldgica frente a cepas heterdlogas. Se han probado vacunas de ADN,
vacunas de subunidades o vacunas con vectores virales, pero su potencial como
reemplazos de las vacunas MLV contra el desarrollo del PRRS, sigue siendo incierto

en el contexto de eficacia (Nan et al., 2017)

En consecuencia, ha surgido la necesidad de emplear diferentes enfoques para
desarrollar nuevas plataformas vacunales seguras y efectivas. Las construcciones de
vacunas con varias regiones epitopicas podrian mejorar tanto la antigenicidad como la
inmunogenicidad de las vacunas. Las vacunas basadas en epitopos cubren varios
aspectos de gran relevancia para el desarrollo de una vacuna, ya que el empleo de
porciones pequenas de antigeno representa un enfoque optimo de seguridad, asi
mismo, estas vacunas constan de un alto grado de especificidad, ya que estan
constituidas de determinantes antigénicos especificos para ser reconocidos por
linfocitos B y T. Ademas, su manejo también representa una ventaja, ya que los
péptidos se liofilizan y de esta manera se puede prescindir de la cadena de frio (Malonis
et al.,2019).

El objetivo de este trabajo fue analizar la inmunogenicidad inducida por el candidato
vacunal TetraPep-GO, que consta de 4 péptidos lineales (GP5-B, GP5-B3, GP5-T y
GP5-T3), que contienen epitopos de reconocimiento para linfocitos By T, debido a que
hasta el momento no se ha reportado la propuesta de un biolégico con las
caracteristicas de TetraPepGo.

Los péptidos lineales incluidos en TetraPep-GO, han sido evaluados tanto en modelos

in vitro, como en modelos in vivo (Calderén-Rico et al., 2024; (Perez-Duran et al., 2024).
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Particularmente en este trabajo se evaluo la respuesta inmune inducida por los cuatro
péptidos previamente evaluados de forma individual, de manera conjunta, en un
modelo murino, tanto en el contexto de la respuesta mediada por anticuerpos totales
(IgG), como en el contexto de la respuesta celular mediada por linfocitos T
cooperadores CD4+ vy linfocitos T citotoxicos CD8+. Ademas, se llevo a cabo el
seguimiento del peso corporal de los ratones como un indicador de salud, por lo que el
aumento constante de peso con respecto al tiempo durante el experimento indica que
los ratones se mantuvieron saludables, ya que, ganaron peso y este se mantuvo hasta
los 80 dpi en los grupos inmunizados con el vehiculo y con TetraPep-GO. Las
infecciones y las vacunas generan dos olas de anticuerpos: la primera ola es generada
por células plasmaticas tempranas de vida corta, listas para entrar en circulacion
sistémica, pero esta ola disminuye rapidamente después de la resolucién de la
infeccion. La segunda ola es generada por un numero menor de células plasmaticas
de vida mas larga que brindan inmunidad de larga duracién (Alter & Seder, 2020). En
nuestro trabajo al evaluar IgG total en un curso temporal de los 0, 21, 42 y 80 dpi, se
observo que en los grupos de ratones inmunizados con TetraPep-GO, la concentracion
de IgG total alcanzé su nivel mas alto a los 42 dpi. Esta respuesta de anticuerpos se
mantuvo hasta los 80 dpi, lo cual sugiere la presencia anticuerpos (IgG total)
secretados por células plasmaticas de vida larga. Estos resultados se alinean con lo
reportado recientemente en nuestro grupo de trabajo, donde, con la misma formulacién
de TetraPep-GO en un modelo murino, se detectaron LB activos a los 80 dpi. Dichos
LB se asociaron con LB plasmocitoides de vida larga, que son las células efectoras
secretoras de anticuerpos. Ademas, en el mismo trabajo se cuantifico la concentracion
de 1gG1 e IgG2, reportando altos niveles, aun hasta los 80 dpi (Pérez-Duran et al.,
2024).

Por otro lado, se realizo la inmunotipificacion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+,
en donde se observo que en los grupos inmunizados con TetraPep-GO aumentod la
cantidad de linfocitos T cooperadores activados (CD4+/CD44++) a los 80 dpi con
respeto a los grupos control y vehiculo. Asi mismo, se observé un aumento en la
poblacién de LTh asociados a memoria. Con respecto a los linfocitos T citotoxicos (LTc,

CD8+), aunque se observo un aumento de linfocitos CD8+ totales, no se observé un
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fenotipo de activacion (CD8+/CD44+) en los ratones inmunizados con TetraPep-GO.
Esto podria explicarse por el hecho de que, para poder observar una diferencia en la
activacion de CD8+, seria necesario realizar un ensayo de desafio frente a la cepa viral
(Franzoni et al., 2013). Tras la infeccion y la vacunacion, los LT se diferencian en una
poblacién heterogénea de células efectoras que median la eliminaciéon de patégenos.
Un subconjunto de estos LT efectores posee la capacidad de sobrevivir y madurar
hasta convertirse en LT de memoria que pueden proporcionar inmunidad a largo plazo.
La actividad de los LT de memoria es crucial para el disefio de vacunas capaces de
generar inmunidad basada en células T. Las células T CD4+ son esenciales en la
formacioén de células T CD8+ de memoria tras la infeccidn o la inmunizacion (Laidlaw
etal., 2016). Se ha informado un porcentaje mayor de linfocitos Th activados hasta los
45 dpi, con lo cual se sustenta el mantenimiento de esta poblacion celular después de
la inoculacién con péptidos de GP5. DE la misma manera, el presente trabajo se
encontré que hubo activacion de LTh hasta los 80 dpi, correspondientes al fenotipo
CD4+/CD44+++, el cual, se asocia a un fenotipo de memoria. Por lo tanto, estos datos
coinciden y confirman la inducciéon de memoria inmunoldgica de largo plazo, mediada
por LTh, a partir de la inoculacién de ratones con péptidos de GP5; especificamente la

formulacion TetraPep-GO (Pérez-Duran, 2020).

Se conoce que la respuesta celular frente a antigenos virales induce la diferenciacion
de células T CD4 + y CD8 + secretoras de IFN-y e IL-4, las cuales son citocinas que
modulan las cascadas de sefializacion que dan lugar a procesos de diferenciacion de
Th1/Th2. La activacion de Th1/Th2 puede contribuir a la reduccién de las cargas virales
y también podria prevenir significativamente la pérdida de peso corporal (Chung et al.,
2022). Asi como IFN-y e IL-4, existen diversas citocinas que participan en procesos de
activacion y diferenciacion de linfocitos cooperadores. Con el objetivo de seguir
estudiando la respuesta mediada por linfocitos T en ratones inmunizados con el
candidato vacunal TetraPepGo, se cuantificd la concentracion sérica de 6 citocinas
(IFN-y, IL-12p70, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a) relacionadas con las respuestas de Th1/Th2
a las 24 y 48 hpi, en un modelo murino. En los grupos inmunizados con TetraPepGo
no se observo diferencia significativa en el aumento de la concentracién de ninguna de

las citocinas evaluadas con respecto a los grupos control. Se ha informado que a partir
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de las 6 h se puede detectar la secrecion inducida por péptidos de IFN-y e IL-4 in vitro,
pero que se requieren 24 h para revelar la frecuencia completa de las células Th1y Th2
especificas de antigeno proteico en un modelo murino (Duechting et al., 2017).
También, recientemente en un ensayo piloto se reporté que ratones inmunizados con
una formulacidén de 4 péptidos derivados de proteinas del virus del sarampion con
adyuvante incompleto de Freund y CpG, indujo una respuesta predominante de
citocinas con sesgo a Th1 (IFN-y e IL-4) hasta los 8 dpi (Quach et al., 2024). Por otro
lado, se reportd que al evaluar el perfil de citocinas séricas (IFN-y, IL-12, IL-2, IL-4, IL-
5, TNF-a) en un modelo murino frente a 2 vacunas autorizadas de mRNA contra SARS-
Cov2: ARNm BNT162b2 y ARNm-1273, con un esquema de inmunizacién de 5
semanas se observo un aumento significativo en la concentracion del perfil de citocinas

evaluadas hasta la semana 4 (Nakayama et al., 2022).

Si bien, la inmunizaciéon con péptidos que contienen epitopos dirigidos para inducir
respuestas celulares T y B es un enfoque para proponer nuevos candidatos vacunales,
este enfoque aun carece de una caracterizacion mas amplia de las respuestas
celulares inducidas por péptidos en un modelo murino. Contrastando lo reportado en
trabajos previos, con lo observado en este trabajo, se sugiere que el comportamiento
atipico de la expresion las citocinas evaluadas, puede deberse principalmente al punto
temporal de evaluacidon. Por lo que se sugiere para futuros ensayos realizar la

evaluacion del perfil de citocinas en puntos temporales mas prolongados.
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12.- CONCLUSION

En conjunto los datos sugieren que, en modelo murino, la formulacion Tetra-Pep-Go es

segura e induce inmunogenicidad a largo plazo. Por lo tanto, en estudios futuros sera

viable evaluar en modelo de cerdos, la capacidad de proteccion que ofrece TetraPep-

GO contra el desarrollo del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino.

13.- PERSPECTIVAS

Como perspectivas para ensayos a futuro a partir de los datos obtenidos en este

trabajo se propone:

En un modelo murino, evaluar la inmunodominancia de los péptidos que
conforman TetraPep-GO. Esto con la finalidad de identificar el péptido que esta
induciendo mas fuerte y sostenidamente las respuestas de LT y LB.

Aunque se ha informado que los perfiles de citocinas séricas se pueden
observar desde las 6 h, en funcion a los datos obtenidos en el presente trabajo,
se sospecha que ademas de que TetraPep-GO induce una respuesta mediada
por células retardada, también podria estar induciendo una respuesta retardada
en el contexto de citocinas. Por lo que se propone evaluar en murinos el perfil
de citocinas en puntos temporales mas tardios.

Para poder observar una diferencia en la activacién de linfocitos T CD8+, se
sugiere hacer un ensayo de desafio frente a la cepa viral en un modelo porcino.
Para poder dilucidar a mayor profundidad el efecto de los adyuvantes sobre la
inmunogenicidad, se sugiere hacer un ensayo comparativo entre grupos de

ratones inmunizados con diferentes combinaciones de adyuvantes.
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14.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades

ler

semestre

Delimitacion del tema.

Revisién de bibliografia.

Toma de muestras (dias
0,21, 42y 80).

2ndo
semestre

3er
semestre

4to
semestre

Inmunizacién de ratones
(aldia 0y 21).

Evaluacion de
anticuerpos totales.
(IgG's)

Estandarizacion de
paneles de Ac’s para
Citometria de flujo

Evaluacion de
poblaciones de linfocitos
Thy Tc.

Evaluacion de expresion
de citocinas (IFN v,
TNF-a, IL-4, IL-5, IL-12)
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