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ABSTRACT 

 

The PRRSV virus is a reemergent pathogen that causes enormous economic losses 

over the world. PRRSV is endemic and generates repetitive outbreaks that become 

more aggressive than the original outbreaks. GP5 protein is the structural protein 

from PRRSV virus envelope, it participates in the virus recognition of the target cell 

and it has been associated to the neutralizing antibodies induction. In addition, GP5 

protein participates in the evasion of the host's immune response. GP5 is an 

insoluble protein, this characteristic complicates the study of the entire protein. 

Nowadays, little is known about the role of epitopes from GP5 protein in the 

protective immune response mediated by antibodies and cells. Therefore, to know 

the role of the epitopes from GP5 protein and to explore their possible 

immunomodulatory function, we selected two peptides from GP5 protein through in 

silico prediction, one of them has a T lymphocyte recognition epitope (GP5-T) and 

the other has a B lymphocyte recognition epitope (GP5-B). The goal of this study 

was to investigate the epitopes participation in humoral and cellular immune 

response in vivo. The specific and total antibodies against peptides were analyzed, 

at 15 days of reimmunization scheme intervals, for 45 days. The results showed that 

both peptides increased total antibodies production for each reimmunization. 

However, only GP5-B group showed a strong and sustained specific antibodies 

response, which suggested that GP5-B peptide was capable to induce memory B 

lymphocytes. Moreover, total (leukocytes total counting) and specific cell response 

activation (Flow cytometry) were evaluated. The cellular immune response was 

evaluated in a control group, vehicle (BSA) group and 45 days after immunization 

group. Data showed a significant increase of total leukocytes in GP5-T experimental 

group compared versus control group. Furthermore, the specific cellular response 

was evaluated, particularly the response mediated by activated B lymphocytes 

(CD19+/CD80+), activated T lymphocytes (CD4+/CD44+), and activated T cytotoxic 

lymphocytes (CD8+/CD44+). Data showed that only GP5-B peptide increased 

significantly activated B Lymphocytes, compared versus the control group and 
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vehicle. On the other hand, only GP5-T was capable to increase activated T cytotoxic 

lymphocytes, compared to vehicle and control group. Finally, active T helper 

Lymphocytes contribution were evaluated, due to their participation in T and B 

Lymphocytes differentiation and activation. Data showed that activated T helper 

lymphocytes populations increased in both experimental groups and the vehicle 

group (BSA carrier protein). These data suggested T helper Lymphocytes 

participation in the cellular immune response against GP5-T, GP5-B peptides and 

BSA.  

In conclusion, we proposed that GP5-T and GP5-B peptides from GP5 protein 

regulate the host immune response, both humoral and cellular. 
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RESUMEN 

 

El virus del PRRS (PRRSV) es un patógeno reemergente que causa cuantiosas 

pérdidas económicas en todo el mundo. PRRSV se encuentra de forma endémica 

y genera brotes reincidentes que llegan a ser más agresivos que los brotes 

originales. La proteína GP5 es una proteína estructural presente en la envoltura del 

PRRSV, la cual participa en el reconocimiento del virus a la célula blanco y se ha 

asociado a la inducción de anticuerpos neutralizantes. GP5 es una proteína 

insoluble, esta característica dificulta el estudio de la proteína completa. Además, la 

proteína GP5 participa en la evasión de la respuesta inmune del hospedero. A la 

fecha se conoce poco sobre el papel que desempeñan los epítopos de la proteína 

GP5 en la inducción de una repuesta inmune protectora mediada por anticuerpos y 

células. Por lo tanto, para conocer el papel de los epítopos de la proteína GP5 y 

además explorar su posible función inmunomoduladora, nosotros seleccionamos 

dos péptidos a partir de la proteína GP5 a través de predicción in silico, uno de ellos 

posee un epítopo de reconocimiento a Linfocitos T (GP5-T) y otro con un epítopo 

de reconocimiento a linfocitos B (GP5-B). El objetivo de este estudio fue determinar 

la participación de dichos epítopos en la respuesta inmune celular y humoral en un 

modelo in vivo. Se analizó la respuesta inmune mediada por anticuerpos totales y 

específicos contra dichos péptidos en un esquema de reinmunización a intervalos 

de 15 días, durante un periodo de 45 días. Los resultados indicaron que ambos 

péptidos aumentaron la producción de anticuerpos totales en cada reinmunización. 

Sin embargo, solo el grupo del péptido GP5-B mostró una respuesta fuerte y 

sostenida de anticuerpos específicos, lo que sugirió que el péptido GP5-B fue capaz 

de inducir linfocitos B de memoria. Además, se evaluó la activación de la respuesta 

celular total (conteo total de leucocitos) y específica (citometría de flujo). La 

respuesta inmune celular se evaluó en un grupo control sin inmunización, grupo 

vehículo (BSA) y el día 45 pos-inmunización. Los datos mostraron un aumento 

significativo de leucocitos totales en el grupo inmunizado con el péptido GP5-T, 

comparado con el grupo control. Después, la respuesta celular específica fue 

evaluada, particularmente la mediada por linfocitos B activos (CD19+/CD80+), 



EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA SUBUNIDADES PROTEICAS 
DEL VIRUS PRRS EN UN MODELO MURINO 

  

FRANCISCO PEREZ DURAN 13 

 

linfocitos T activos (CD4+/CD44+) y linfocitos T citotóxicos activos CD8+/CD44+. 

Los datos mostraron que solamente el péptido GP5-B aumentó la activación de 

linfocitos B, con respecto al grupo control y vehículo. Por otro lado, solamente GP5-

T fue capaz de aumentar linfocitos T citotóxicos activos, comparado con el grupo 

control y vehículo. Finalmente, se evaluó la contribución de los Linfocitos T 

cooperadores activos, porque participan en la diferenciación y activación de los 

linfocitos B y T. Los datos mostraron que las poblaciones de linfocitos T 

cooperadores activos aumentaron en ambos grupos experimentales y el grupo 

vehículo (proteína acarreadora BSA). Estos datos sugieren la participación de los 

linfocitos T cooperadores en la respuesta inmune celular contra los péptidos GP5-

T, GP5-B y BSA. 

En conclusión, nosotros proponemos que los péptidos GP5-B y GP5-T de la 

proteína GP5 regulan la respuesta inmune del hospedero, tanto humoral como 

celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palabras Clave: 

Péptido, Epítopo, Anticuerpos, Neutralizantes, Inmunización.  



EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA SUBUNIDADES PROTEICAS 
DEL VIRUS PRRS EN UN MODELO MURINO 

  

FRANCISCO PEREZ DURAN 14 

 

ANTECEDENTES 

1. Distribución geográfica e importancia económica de PRRSV 

 

El síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) se describió por primera vez 

en los Estados Unidos de América (USA) a finales de los ochenta como enfermedad 

misteriosa del cerdo o enfermedad de oreja azul debido al desconocimiento de su 

etiología. A principios de los noventa también se describió en Los Países Bajos, en 

donde fue aislado y caracterizado por primera vez (Arias et al, 2011; Dortmans et 

al, 2019). Este virus es ahora conocido como el genotipo europeo. Un segundo 

aislamiento ocurrió en 1991 en USA y se conoce como genotipo americano.  

Los aislados americano y europeo comparten una identidad genómica de hasta 

60%, por lo que se dividieron en genotipo 1 o europeo y genotipo 2 o americano. En 

2006 se aisló un tercer genotipo altamente patógeno, denominado HP-PRRSV que 

surgió en China; el cual, mediante análisis filogenético, se asignó al genotipo 2 o 

americano. Sin embargo, el HP-PRRSV es clínicamente más agresivo que su 

homólogo americano y presenta una mayor mortalidad en lechones (Han et al, 2017; 

Tian et al, 2007). 

En México, el PRRS se reportó en 1992, aunque se sospecha que pudo aparecer 

en el país durante la década de los ochenta y confundirse con la enfermedad de las 

orejas azules.  

El PRRSV se encuentra ampliamente distribuido en México, con reportes en Estado 

de México, Puebla, Sonora, Yucatán y Nuevo León (Batista et al, 2004; Macías et 

al, 2006; Martínez- Barroso et al, 2002; Salinas-Meléndez et al, 2008; Sierra et al, 

2000). Sin embargo, no existen reportes exactos de su epidemiología ni de costes 

económicos de todo el país (López-Heydeck et al, 2015). Recientemente fue 

declarado patógeno emergente e incluido en las demandas fundamentales para el 

desarrollo agropecuario nacional. La primera demanda estableció el desarrollo de 

biológicos de nueva generación para el tratamiento y prevención de enfermedades 
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asociadas al virus PRRSV (Hernández et al, 2013; Heydec et al, 2013; SAGARPA, 

2017). 

El PRRS es una de las enfermedades con mayor prevalencia en la industria porcina, 

encontrándose de forma endémica en la mayoría de los países con grandes 

explotaciones porcinas (Figura 1). La enfermedad ocasiona cuantiosas pérdidas 

económicas que ascienden hasta 663 millones de dólares por año solo en USA 

durante 2013 (Montaner-Tarbes et al, 2019; Pileri, 2016).  

En Europa, las pérdidas económicas se estimaron en 650,090 euros. Sin embargo, 

existe escasa información acerca del impacto bajo condiciones de campo, haciendo 

complicada la tarea de cuantificar exactamente los costos totales del impacto 

económico (Montaner-Tarbes et al, 2019). 

 

 

Figura 1. Distribución global de PRRSV. Diseminación de los genotipos de PRRSV por todo el mundo presumiblemente a 
través de importación y exportación de cerdos infectados. En los recuadros se observa la fecha de reportes de la 
enfermedad. Mientras que en líneas de color se indica la diseminación de los genotipos del virus en todo el mundo. 
Modificado de Cano,2012. 

VR-2332

Lelystad
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1.1 Epidemiología  

 

Desde la aparición del PRRSV a la fecha, los tres genotipos virales se han 

diseminado a todo el mundo. En Europa se pueden localizar el genotipo 1, 2 y HP 

siendo prevalente el genotipo 1. En Asia se pueden encontrar los genotipos 1, 2 y 

HP siendo de gran impacto el HP PRRSV. Desde su primera aparición, el HP 

PRRSV provocó severos signos clínicos en cerdos jóvenes y adultos, afectando a 

más de 2 millones de cerdos, según datos epidemiológicos reportados por el Centro 

de Control de Enfermedades de China (CADC) (Tian et al, 2007).  

En México, los datos de prevalencia son similares a los reportados en el resto del 

mundo, aunque el HP PRRSV no se ha reportado en México. Según estudios 

retrospectivos, la prevalencia nacional va de 20 a 70 % (Cajero et al, 2016; Macías 

et al, 2005; Sierra et al, 2000). 

Según datos epidemiológicos que identifican al virus en granjas con diferente grado 

de tecnificación, la prevalencia del virus varía de acuerdo con el periodo estacional 

en que se obtienen las muestras. En el periodo invernal se presenta el mayor 

número de incidencias. 

Algunos países con explotaciones porcinas se han reportado libres del síndrome: 

Australia, Suecia, Nueva Caledonia y gran parte de Sudamérica (Shi et al, 2010).  

 

1.2. Cuadro clínico de PRRSV 

 

El fuerte impacto económico relacionado con la infección por PRRSV es debido a la 

incidencia de enfermedades tanto de carácter reproductivo como respiratorio, 

dentro de las cuales se pueden destacar fiebre, escalofríos, disnea, enrojecimiento 

de la piel, pelaje áspero, edema en parpados, conjuntivitis, anorexia y diarrea, con 

diferentes grados de neumonía, miocarditis, encefalitis, rinitis, vasculitis y 

linfoadenopatias (López, 2015).  
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En cerdas en etapa reproductiva, aumentan los índices de abortos, lechones 

momificados, mortinatos, nacidos débiles y repeticiones del celo. Las cerdas 

infectadas en el segundo tercio de la gestación presentan infertilidad generalizada 

que puede durar de 2 a 3 meses, afectando los índices productivos, el número de 

lechones vivos al nacimiento y la mortalidad antes del destete (Méndez, 1996).  

En el orden reproductivo también son afectados los cerdos macho ya que durante 

la infección se presenta disminución de la libido y baja calidad del semen. Además, 

se ha reportado que el virus puede alojarse en las glándulas bulbo uretrales del 

aparato reproductor donde puede transmitirse a cerdas durante el coito o incluso 

contaminar muestras de semen para inseminación artificial (Cristopher-Hennings et 

al, 1995; López et al, 2015). 

Después de la infección inicial, el virus también favorece infecciones secundarias 

por otros virus y bacterias, que en conjunto forman el complejo respiratorio porcino 

(CRP o PRDC). El CRP agudiza los signos clínicos y llega a ser letal en cerdos de 

todas las edades (Hansen et al, 2010; Heydeck et al, 2013). 

 

1.3.Transmisión 

 

El PRRSV infecta a cerdos en todas las etapas de desarrollo, desde lechones hasta 

cerdos en etapa final. Sin embargo, solamente es letal en lechones, aunque esto 

último depende tanto del estado de salud del animal, como de los factores 

ambientales (López et al, 2015). La mayor parte de las pérdidas económicas se 

deben a que el virus afecta principalmente a cerdas gestantes y lechones en 

crecimiento (Holtkamp et al, 2013). 

El virus se puede transmitir tanto de manera vertical atravesando la barrera 

placentaria, como de manera horizontal por contacto directo. Por contacto directo, 

la exposición al virus ocurre por vías respiratoria, oral, percutánea y seminal. Los 
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cerdos infectados excretan el virus en saliva, semen, heces, fluidos nasales y 

orofaríngeos (Figura 2) (Rathkjen, 2017). 

 

Figura 2. Vías de transmisión del Virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio. El virus se transmite por vía respiratoria a 
través de secreciones oronasales y por la vía reproductiva por semen; además, por vía vertical, atravesando la placenta en 
hembras gestantes infectando a los fetos. Modificado de https://pigtecnia.wikispaces.com/PATOGENIA 

 

1.4. Células diana 

 

El PRRSV posee un tropismo restringido de hospedero, la infección in vivo se da en 

monocitos sanguíneos, células dendríticas y macrófagos. Al entrar por la vía 

oronasal y genital, el virus penetra al epitelio nasal y tonsilar donde entra en contacto 

con células dendríticas, monocitos y macrófagos alveolares, las cuales son 

permisivas a la replicación viral (Xiao et al, 2010). Sin embargo, el virus al entrar en 

contacto con los monocitos, puede unirse e internalizarse mediante el receptor 

CD169 (Delputte et al, 2007). Los monocitos, al entrar en la circulación sanguínea 

y migrar a otros tejidos, favorecen la diseminación y replicación del virus en tejidos 

y órganos, tales como, tejido linfoide, placenta, corazón, timo, bazo, placas de 

Peyer, glándulas adrenales y otras células epiteliales (Lunney et al, 2016).   
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Los macrófagos alveolares son las células diana por excelencia, ya que expresan 

silohadesina (CD169) y el receptor CD163, este último se ha reconocido como el 

receptor determinante para la infección del virus. Otros receptores menos 

importantes son el sulfato heparan, la vimentina, entre otros menos descritos, tales 

como CD151 y dendritic cell-specific intracelular adhesión molecule-3-grabbing non-

integrin (DC-SIGN; CD209) (Delrue et al, 2010; Provost et al, 2012; Zhang et al, 

2015; Du et al, 2017). 

En ensayos in vitro, el virus es capaz de infectar células de riñón de mono verde 

africano, tales como las líneas celulares MA-104, MARC-145, CL2621 y SJPL 

porque poseen el receptor CD163 y CD169 (Breedam et al, 2010; Provost et al, 

2012). 

 

1.5. Agente etiológico 

 

El PRRSV pertenece al orden de los Nidovirales, de la familia Arteriviridae.  Es un 

virus con envoltura, de forma esférica con proyecciones y de un tamaño aproximado 

de hasta 60 nm de diámetro. Se trata de un virus con genoma de RNA 

monocatenario de sentido positivo, el cual es de aproximadamente 15 Kb con 

regiones no traducibles (UTR´s) en los extremos 5´ y 3´ que se ha mencionado, 

mantienen funciones como elementos regulatorios del genoma (López et al, 2015).  

Los genotipos europeo y americano muestran tan solo un 60% de identidad 

genómica. A las variantes de cada genotipo se denominan subtipos (Meng et al, 

1995). Al ser un virus de RNA, presenta una alta tasa de mutación que va de 4.7-

9.8 x 10-2 sustituciones/sitio/año (Hanada et al, 2005), comparado con otros RNA 

virus como el virus de la influenza que presenta solo 4.27-5.16 × 10−3 

sustituciones/sitio/año (Duffy et al, 2008; Jones et al, 2019). 

El genoma consiste en 10 marcos de lectura abiertos (ORF´s) de los cuales el ORF 

1a y 1b abarcan hasta un 75% del genoma y codifican para 2 polipéptidos que, al 
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ser traducidos, sufren una autoproteólisis que conformará hasta 16 proteínas no 

estructurales (nsp). Las nsp son las responsables de la replicación y transcripción 

viral. Los ORF 2-7 codifican para proteínas estructurales que conforman la 

estructura del virión y son las proteínas pp1a, pp1b, GP2, E, GP3, GP4, GP5, M y 

N (Figura 3). Varias de éstas proteínas estructurales contienen epítopos 

inmunogénicos que podrían inducir la producción de anticuerpos neutralizantes (Vu 

et al, 2011; Trible et al, 2015; Vanhee et al, 2011)  

 

Figura 3. Esquema de un virión de PRRSV. En color verde se indica la membrana lipídica del virión. Por una parte, sobre la 
envoltura se encuentran los dos complejos proteicos de las proteínas estructurales, Por otra parte, al interior de la membrana 
se encuentra en color rojo, la proteína de nucleocápside N interactuando con el genoma de RNA de cadena sencilla. 
Modificado de Music,2012 

 

Las proteínas estructurales son de gran importancia para el reconocimiento virus-

célula blanco, las cuales se describen a continuación. 

GP2, 3 y 4 son proteínas glicosiladas estructurales de envoltura que forman un 

complejo heterotrimérico expuesto sobre la superficie del virus (Wissink et al, 2005). 

Las proteínas que componen el heterotrímero son codificadas por los marcos de 

lectura abierto ORF2a, ORF3 y ORF4, respectivamente (Breedam et al, 2010).  

La glicoproteína GP2 tiene 256 aminoácidos y contiene un péptido señal en la región 

N-terminal que la dirige y ancla a la membrana lipídica de la envoltura viral, seguido 

de un ectodominio o región externa a la membrana, una hélice transmembranal y 
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un endodominio o región interna a la membrana. Esta proteína interactúa con el 

receptor CD163 (López-Heydeck et al, 2015).  

GP3 es una proteína de 254 aminoácidos, aunque su topología no es clara, algunas 

predicciones la posicionan como la proteína más glicosilada y se sugiere que está 

anclada a la membrana por ambos extremos N- y C- terminales. También se ha 

reportado que posee un epítopo de neutralización (Ren et al, 2014).  

GP4 es la proteína de menor tamaño sobre la envoltura con un tamaño de 178 

aminoácidos y, al igual que GP2, contiene un péptido señal, seguido de un 

ectodominio y una región transmembranal en forma de hélice. Igualmente, 

interactúa directamente con el receptor CD163 y posee epítopos neutralizantes 

(Vanhee et al, 2011). La interacción de estas proteínas se da a través de enlaces 

no covalentes y la falta de cualquiera de estas proteínas puede dar inestabilidad al 

virion (Breedam et al, 2010). Estas proteínas también interactúan con la proteína no 

glicosilada E, la cual se ha sugerido actúa como un canal iónico que acidifica el 

endosoma tardío durante el proceso de internalización del virus a la célula (Lee et 

al, 2006).  

Una de las proteínas más estudiadas es la glicoproteína GP5. Se ha demostrado 

que induce anticuerpos neutralizantes y que es indispensable en la unión del virus 

a su célula blanco porque es necesaria para la conformación circular del virión 

(López et al, 2015; Wang et al, 2016; Murthy et al, 2015). 

GP5 forma un heterodímero con la proteína M; este heterodímero actúa como 

ligando del receptor CD169 de macrófagos y es el más abundante. La interacción 

entre este heterodímero con CD169 actúa como moléculas accesorias que 

favorecen la actividad entre el heterotrímero y el receptor CD163, lo que facilita la 

internalización del virus a la célula. Por otra parte, aunque el complejo 

heterotrimérico constituye la minoría de proteínas estructurales, es el esencial para 

la unión e internalización del virus y la proteína N, la cual conforma la cápside del 

virión (Thaa et al, 2013; Zhang & Yoo, 2015). 
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2.-Mecanismos de evasión de la respuesta inmune de PRRSV 

2.1. Evasión de la respuesta inmune innata mediada por proteínas no 

estructurales 

 

Durante el proceso de traducción del RNA viral se forman nsp, las cuales tienen la 

capacidad de inhibir la cascada de señalización que activará la transcripción de 

RNA´s mensajeros que codificarán para las citocinas que participan en la respuesta 

inmune innata.  

Las nsp que participan en este mecanismo son nsp1, nsp2, nsp4, nsp11 y la 

proteína estructural N. La actividad de estas proteínas se puede presentar durante 

la primera hora de la infección (Huang et al, 2015). Por un lado, el grupo de nsp; 

nsp1, nsp2, nsp4 y nsp11 inhiben las vías de MyD88, TRIF, RIG-I y MDA 5. 

Ocasionando que no se presente expresión de citocinas proinflamatorias ni la 

expresión de interferones (Figura 4) (Ke et al,2016). 

 

Figura 4. Puntos de inhibición por parte de las proteínas no estructurales del virus PRRSV. En rojo se muestran las 
proteínas que obstruyen las vías de señalización. Modificado de Ke, 2017. 
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2.2.- Evasión de la respuesta inmune innata por desregulación de la 

expresión de interferones y citocinas  

 
El mecanismo de evasión de la respuesta inmune innata consiste en desmontar la 

respuesta innata mediada por la regulación de la expresión de citocinas que 

favorecen una respuesta inflamatoria y en la regulación de la expresión de 

interferones (Figura 4). A través de la actividad de la nsp1, esta se transloca a 

elementos cis en el núcleo, donde impide que elementos de transcripción se unan 

a sus elementos de respuesta. Por otra parte, la nsp11 posee capacidad de RNAasa 

y al translocarse al núcleo, degrada específicamente RNA´s mensajeros maduros 

de las citocinas e interferones de tipo I. De manera que, la supresión de la expresión 

de interferones resulta ser la mayor estrategia del PRRSV para modular la defensa 

antiviral del hospedero (Montaner-Tarbes et al, 2019).  

2.3. Evasión de la respuesta inmune adaptativa mediada por la proteína de 

nucleocápside 

 

Por otra parte, la proteína N es capaz de inducir la producción de IL-10. Esta 

interleucina tiene la capacidad de regular negativamente la respuesta adaptativa al 

inducir la diferenciación de linfocitos T vírgenes a linfocitos T reguladores, los cuales 

poseen propiedades inmunosupresoras (Figura 5) (Nedumpun et al, 2018).  

Además, se ha reportado que posee la capacidad de disminuir la expresión de 

moléculas coestimuladoras (CD80/CD86), en el proceso de presentación de 

antígenos (Flores-Mendoza et al, 2009). También, disminuye la expresión del 

complejo mayor de histocompatibilidad tipo 2 (MHC II) sobre la superficie de las 

células presentadoras de antígeno (APC). De modo que impide la presentación de 

antígenos a los linfocitos T, de manera que, propicia la inactividad de la respuesta 

mediada por células (Ke et al,2016).  
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Figura 5. Inhibición de la diferenciación de células vírgenes a linfocitos T helper. En rojo se muestran los procesos inhibidos 
por el incremento en la producción de IL10 tras la entrada del virus a la APC. Modificado de Hawrylowics, 2005.  

 

2.4- Evasión de la respuesta inmune adaptativa mediada por anticuerpos no 

neutralizantes 

 

Una región inmunodominante localizada entre los aminoácidos 27-30 del 

ectodominio de la proteína GP5 posee un epítopo señuelo, el cual, durante la 

infección temprana, induce una fuerte respuesta inmune mediada por anticuerpos 

que no son neutralizantes (Ostrowski et al, 2002). Éstos anticuerpos pueden ser 

nocivos ya que tienen un efecto opsonizante que favorece su reconocimiento por 

los fagocitos a través de un receptor a fracción cristalizable (FcR) (Vidarsson et al, 

2014). Dicho receptor se encuentra en la membrana celular sobre la superficie del 

fagocito y facilita la internalización del virus para su destrucción. Sin embargo, el 

virus aprovecha este proceso de internalización de los fagocitos para infectarlos y 

replicarse (Roques et al, 2013; Thaa et al, 2013). 
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3.-Proteína GP5 de PRRSV 

 

GP5 es la mayor glicoproteína estructural de PRRSV, es considerada un blanco 

importante de anticuerpos neutralizantes, los cuales aparecen de manera tardía en 

la infección (Popescu et al, 2017). Tiene un tamaño de 200 aminoácidos (aa) y un 

peso molecular de aproximadamente 25 KDa, la cual facilita la interacción del virus 

con su célula blanco. La secuencia completa consta de 3 regiones: el ectodominio, 

el dominio transmembranal de 70 aa (63- 135) y el endodominio (135-200) (Figura 

6). 

En el ectodominio se localiza un péptido señal que es el responsable de la 

localización de GP5 en la envoltura viral y un epítopo señuelo (37-44) que induce a 

la producción de anticuerpos no neutralizantes. En el ectodominio también se 

localiza una región hipervariable donde se presenta la mayor variabilidad entre 

secuencias de diferentes tipos y subtipos del virus, por esta razón, dicha región es 

comúnmente secuenciada para realizar análisis filogenético y clasificar los aislados 

de PRRSV. Se ha sugerido que la alta variabilidad entre cepas del virus PRRSV 

dificulta que las vacunas comerciales brinden protección cruzada contra cepas 

silvestres heterólogas. También, en el ectodominio de la proteína GP5 se 

encuentran sitios de glicosilación como: las asparaginas 30 y 33 dentro de la región 

hipervariable y las asparaginas 44 y 51 altamente conservadas entre cepas del 

virus, es entre la región hipervariable y la asparagina 44 donde se ha reportado el 

probable epítopo de neutralización que podría ser reconocido por linfocitos B 

(Popescu et al, 2017; Thaa et al, 2013). 

 Adyacente al ectodominio entre los residuos 63 y 135 se encuentra una región 

hidrofóbica transmembranal, la cual presenta 3 plegamientos dentro de la bicapa 

lipídica que constituye la envoltura.  
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Por último, en el extremo C-terminal entre los residuos 135 a 200 se encuentra el 

endodominio o región al interior de la membrana, en el cual se ha reportado un 

probable epítopo de reconocimiento a linfocitos T (Dokland, 2010; Thaa et al, 2013).  

 

 

Figura 6. Representación de las regiones de la proteína GP5. En purpura se muestra el péptido señal, en azul la región del 

ectodominio. Entre el ectodominio y el péptido señal, se muestra en violeta el epítopo señuelo, seguido de la región 

hipervariable en amarillo y el epítopo de neutralización en color verde. Modificado de Thaa 2013. 

Finalmente, la proteína GP5 se encuentra formando un complejo heterodimerico 

con la proteína M a través de puentes disulfuro. Dicho complejo es esencial para el 

ensamble del virión ya que se ha sugerido que, al ser las proteínas con mayor 

presencia en la envoltura, son las responsables de la curvatura de la membrana 

(Dokland, 2010). 

4.- La proteína GP5 y su participación en inducción de anticuerpos 

neutralizantes 

En modelos animales experimentales, se han encontrado anticuerpos circulantes 

contra PRRSV detectables a 5-7 días post-infección (DPI), los cuales corresponden 

a IgM y alcanza su máximo nivel al día 14, declinando a niveles indetectables al día 

42. Por su parte, la concentración de IgG alcanza un máximo a 21-42  DPI, sin 

embargo, estos anticuerpos no corresponden a anticuerpos neutralizantes.  

Los anticuerpos neutralizantes son una poderosa herramienta de la respuesta 

inmune antiviral, porque reconocen epítopos presentes en las proteínas del virus a 
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través de una secuencia denominada parátopo que se encuentra en la región 

hipervariable del anticuerpo. Al darse el reconocimiento de la proteína por parte del 

anticuerpo, este anticuerpo se une al virus de manera que inhibe la internalización 

del virus a la célula blanco. El mecanismo de neutralización puede ser por bloqueo 

de la proteína viral de unión a la célula (ligando), o bien, a través de la inhibición de 

cambios conformacionales necesarios de las proteínas virales para liberar el 

genoma del virus dentro de la célula (Abbas et al, 2008; López et al, 2004). 

Se ha reportado que los anticuerpos neutralizantes dirigidos contra GP5 son 

detectados al día 28 post-infección (PI) tanto en PRRSV tipo I (europeo), como en 

el PRRSV tipo II (americano), aunque también se han detectado anticuerpos 

neutralizantes dirigidos contra GP4 y M, éstos parecen ser de menor significancia 

biológica comparados con los que se producen contra GP5 (Loving et al, 2015; 

Mateu & Díaz, 2008). 

La presencia de anticuerpos neutralizantes es crucial para para la respuesta inmune 

contra infecciones virales. Se ha mostrado que proteínas homólogas a GP5 de otros 

virus, tales como el virus elevador de lactato deshidrogenasa del ratón y el virus de 

la arteritis equina, también inducen anticuerpos neutralizantes (Snijder et al, 2013). 

La importancia de GP-5 de PRRSV en la inducción de anticuerpos neutralizantes 

es sustentada por la identificación de un probable epítopo de neutralización de 9 

aminoácidos localizado en la posición N-terminal de la proteína entre los residuos 

37-45 (Du et al, 2017). 

5.-Respuesta inmune antiviral mediada por anticuerpos 

Las células que participan en la respuesta antiviral mediada por anticuerpos son los 

linfocitos B, los cuales pueden ser estimulados por un agente viral a través de un 

receptor IgM en la membrana del linfocito. El receptor de linfocitos B (BCR) posee 

cierta especificidad a algún componente estructural en la superficie del virus, es 

decir, la célula reconoce al virus al identificar algún epítopo que sea complementario 

al parátopo en su receptor de la célula. Al identificar el epítopo, la célula endocita al 
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virus y lo procesa para presentarlo a los linfocitos T cooperadores a través del 

complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHCII) y la molécula co-

estimuladora CD80 que se presenta en el estado activo de linfocito B y participa en 

la interacción con las moléculas co-estimuladoras del receptor de células T (TCR) 

del linfocito T CD4+. Además, este receptor CD80 sirve como marcador de células 

B de memoria (Bar-Or et al, 2001).  

El proceso de presentación activa al linfocito T cooperador y éste dispara una vía 

de señalización que lo diferencia a una célula efectora que secretará citocinas y 

expresará el marcador de diferenciación CD44. Este marcador está asociado a 

células T (CD4+ y CD8+) activas secretoras de INFγ, IL-17 y de linfocitos B de 

memoria, además se piensa que puede participar en la presentación de antígenos 

sustituyendo a la molécula co-estimuladora CD28 (Schumann et al, 2015). Por lo 

tanto, los linfocitos CD4+/CD44+ estimularán la activación, proliferación y 

diferenciación de linfocitos B a células plasmáticas productoras de anticuerpos y 

células B de memoria (CD19+CD80+). 

 Los anticuerpos producidos por las células plasmáticas en el primer contacto con 

el virus, corresponden a IgM, las cuales mantendrán la especificidad de la IgM 

original de la membrana de linfocito B a partir del cual se diferenció la célula 

plasmática. Después de un periodo entre 7 a 14 días, las IgM desaparecen y ocurrirá 

un cambio de clase de isotipo y aparecerán las IgG entre las 2 a 4 semanas, que 

son las Ig de más larga duración en el suero y además son las que adoptan la 

función de neutralizar al virus (IgG 1), evitando su internalización en las células 

blanco (Huber et al, 2006). Durante un segundo contacto con el mismo virus, serán 

las IgG las que aparezcan de forma rápida (3-5 días) y en títulos más altos que la 

primera infección debido a la presencia de linfocitos B de memoria (Figura 7) 

(Gutiérrez, 2010; Abbas, 2008). 

Los anticuerpos y las células de memoria permanecerán en circulación durante años 

o incluso durante toda la vida del hospedero, de manera que cuando se presente 
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nuevamente el virus, estos anticuerpos y células de memoria tendrán una actividad 

rápida que impedirá la replicación del virus (Abbas, 2008). 

 

 Figura 7. Activación de linfocitos B por presentación de antígeno a linfocitos T. En azul se observa un linfocito B con su 
BCR reconociendo un antígeno y presentándolo a un linfocito T CD4, el cual, mediante la interacción del TCR con el MHCII, 
activa al linfocito B para que se diferencie a linfocito T plasmático. Modificado de Abbas, 2008.  

6.- Respuesta inmune antiviral mediada por células 

 

La respuesta inmune adaptativa cuenta con células especializadas que participan 

ya sea mediante la secreción de citocinas o mediante la destrucción de las células 

infectadas. Las principales defensas del hospedero contra los virus incluyen la 

citotoxicidad y la producción de interferones y citocinas. Las células que median 

esta respuesta son los linfocitos T, de los cuales existen diversas subpoblaciones 

con funciones específicas cada una. Entre las más destacadas se encuentran los 

linfocitos T colaboradores CD4+ y los linfocitos T citotóxicos CD8+. La activación de 

los mecanismos de la respuesta mediada por células, así como su duración, 

depende de la persistencia del virus, su tropismo y su interacción con las células del 

huésped (Abbas, 2008). 
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La actividad de los linfocitos T en la defensa del organismo consiste primeramente 

de una activación mediada por las células presentadoras de antígeno (APC). Estas 

células participan dentro de la respuesta inmune innata y se encuentran en epitelios 

en los sitios de entrada. Las APC, en un primer contacto con el agente viral, lo 

fagocitan y procesan mientras se desplazan a nódulos linfáticos donde presentan el 

antígeno procesado a los linfocitos mediante las moléculas del MHC II para activar 

linfocitos T CD4+ y la MHC I que activa a linfocitos T CD8+. Tras la presentación de 

antígenos por la APC, ambas poblaciones de linfocitos expresarán los marcadores 

de superficie CD44, en este proceso de presentación participan moléculas 

coestimuladoras, tales como el CD80 y CD86 (Figura 8). Una vez activados los 

linfocitos por la interacción con las APC, éstos sufren una expansión clonal y 

adoptan funciones efectoras. Por una parte, las células cooperadoras 

(CD4+/CD44+) secretarán interferón gamma (INFγ) y citocinas que favorecerán la 

activación y proliferación de linfocitos T citotóxicos (CD8+/CD44+), células 

Naturales asesinas y linfocitos B. 

Por otra parte, los linfocitos T CD8+ tendrán la función de destruir las células 

infectadas con virus mediante la secreción de perforinas y granzima B, a través de 

la generación de poros sobre la membrana y la entrada de enzimas que destruirán 

el DNA de la célula, lo que conducirá a la apoptosis. Otro mecanismo de acción 

corresponde a la interacción del ligando FAS (Fas L) del linfocito CD8+ con el 

receptor de muerte celular en la célula blanco, lo cual da lugar a la activación de la 

apoptosis mediada por la vía de las caspasas (Gutiérrez, 2010), (Abbas, 2008). Al 

final de la infección viral, también se generan linfocitos T de memoria. 
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Figura 8. Activación de linfocitos T por células presentadoras de antígeno. En morado se encuentra una célula presentadora 
de antígenos, la cual, interactúa con los linfocitos T CD4 mediante su MHCII y con los linfocitos T CD8 mediante el MHCI y 
mediante las moléculas coestimuladoras CD80 en las APC con la molécula CD28 de los linfocitos. Tras la interacción de la 
APC con los linfocitos, ambas poblaciones de linfocitos sufren una activación que los inducirá a expresar el marcador de 
activación CD44. Modificado de Abbas, 2008. 

7.- Epítopos de GP5 y respuesta inmune antiviral 

 

En 2006 Charerntantanakul y colaboradores realizaron pruebas con péptidos 

derivados del ectodominio de la proteína GP5 mediante un ensayo de inmunización 

en cerdos. Se evaluó la respuesta inmune mediada por células y por anticuerpos, 

así como su capacidad para brindar protección en un reto contra una cepa virulenta 

de PRRSV. Los resultados mostraron que el grupo inmunizado solamente con los 

péptidos acoplados a toxina de cólera y sin adyuvante, no brindó protección en el 

reto contra la cepa virulenta ni tampoco indujo expresión de INFγ, por lo que no 

hubo respuesta mediada por células. Mientras que, en la evaluación de anticuerpos 

neutralizantes, solo 1 de 10 cerdos mostró presencia de anticuerpos neutralizantes. 

Por otra parte, un grupo inmunizado con los péptidos y la vacuna atenuada potenció 

la expresión de INFγ y la producción de anticuerpos neutralizantes, en este 

experimento los péptidos fueron usados como adyuvante para la vacuna. 
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Por otro lado, Vashisht y colaboradores en 2008 sintetizaron 96 péptidos de 13 

aminoácidos a partir de la secuencia de la proteína GP5. Se evaluó su capacidad 

para favorecer la expresión de INFγ en células mononucleares de sangre periférica. 

Se inmunizaron cerdos y tras analizar su sangre a través del ensayo de ELISA, 

encontraron que dos péptidos contienen epítopos de reconocimiento a células T. Lo 

anterior basado en su capacidad de los péptidos de estimular la producción de 

interferón en comparación con los ensayos de los otros péptidos. Los péptidos 

inmunodominantes, se localizaron en la región transmembranal en los aminoácidos 

117 a131 y en el endodominio en los aminoácidos 149 a 163.  

Otro grupo de investigación (Prieto et al., 2011), desarrolló una vacuna de 

subunidad basada en la proteína GP5 de una cepa del virus europeo, la cual fue 

expresada en E. coli. Se inmunizaron 6 cerdos con la proteína GP5 con adyuvante 

incompleto de Freund y se retó a otro grupo de 6 cerdos con una cepa de virus 

europeo sin inmunización previa. Al final del experimento se observó que el grupo 

inmunizado presentó signos clínicos más severos que el grupo retado sin inmunizar. 

Por lo anterior, los autores sugieren que la severidad de la enfermedad podría estar 

asociada a la concentración de anticuerpos no neutralizantes y la carga viral. 

Por su parte, en 2013 Chen y colaboradores, realizaron ensayos en los cuales 

inmunizaron cerdos con una mezcla de péptidos sintéticos derivados de la proteína 

GP5 y GP4 que contenían probables epítopos de reconocimiento para linfocitos B y 

células T. En este ensayo se inmunizaron cerdos con refuerzos cada 14 días y se 

utilizó un fragmento de la proteína de choque térmico como adyuvante. Se observó 

un aumento en la respuesta inmune mediada por anticuerpos y por células. Se 

encontraron anticuerpos específicos contra los epítopos tanto en el grupo 

inmunizado con los péptidos como en el grupo con adyuvante. Los autores no 

mencionan si midieron anticuerpos neutralizantes. Además, se encontraron altos 

niveles de IL-12 y TNFα. Tras finalizar el experimento los cerdos fueron retados con 

una cepa virulenta de un HP-PRRSV y se encontró una baja viremia y disminución 

en las lesiones en los pulmones.  
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Todo lo anterior indica la complejidad de estudiar el virus en su forma completa, así 

como la dificultad de estudiar el papel de la proteína GP5 completa en la inducción 

de anticuerpos neutralizantes. El presente proyecto busca evaluar la respuesta 

inmune generada por epítopos de la proteína GP5, para determinar si las 

predicciones bioinformáticas pudieran facilitar la selección de regiones específicas 

dentro de la secuencia de aminoácidos de la proteína. De manera que, en conjunto, 

la evaluación de la respuesta mediada por anticuerpos y la tipificación de las 

poblaciones celulares, puedan funcionar como una prueba tamiz para determinar el 

grado de participación de los epítopos de la proteína en la regulación de la respuesta 

inmune. Adicionalmente, se busca determinar la posibilidad de analizar secuencias 

altamente conservadas con posibilidades de reconocimiento para diferentes 

genotipos. 

Para llevar a cabo los experimentos se eligió la línea de ratones Balb/C que es una 

cepa de ratones albinos ampliamente utilizados en la investigación biomédica y 

especialmente en inmunología, debido a su fácil crianza y destaca su característica 

principal de responder a gran variedad de agentes patógenos. En inmunología son 

utilizados porque tienen una respuesta exacerbada a antígenos (Potter, 1985). Por 

lo tanto, la cepa de ratones Balb/C es un excelente modelo de inmunización 

utilizando los péptidos de la proteína GP5 del virus PRRS.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

La alta incidencia de infecciones virales en las piaras porcinas ocasiona grandes 

pérdidas económicas. La infección por el virus del PRRS afecta año con año a la 

producción mundial debido a que este virus se encuentra de manera endémica en 

la mayoría de los países con producción porcina. 

La proteína GP5, una de las proteínas más importantes para el reconocimiento 

virus-célula hospedadora, posee epítopos neutralizantes; sin embargo, estudios 

sobre ésta solo se han enfocado en la proteína completa y en péptidos de GP5 

tomados de forma aleatoria. 

Por lo tanto, analizar la respuesta inmune inducida por fragmentos de dicha proteína 

en un modelo in vivo, permitirá generar conocimiento particularmente de la 

respuesta mediada por anticuerpos (específicos y totales) y por células (linfocitos B, 

linfocitos T citotóxicos y linfocitos T cooperadores). Esto podría contribuir al 

entendimiento de los epítopos inmunodominantes en esta proteína y generar 

conocimiento base para el desarrollo de inmunógenos eficaces contra esta 

enfermedad.  

 

HIPÓTESIS 

 

Las subunidades GP5-T y GP5-B de la proteína GP5 del PRRSV son capaces de 

generar preferentemente la respuesta específica celular y humoral, 

respectivamente. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la respuesta inmune específica contra dos subunidades de la proteína 

GP5 virus PRRS en un modelo murino. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Evaluar inmunoglobulinas (IgG) totales y específicas de antígeno en ratones 

inmunizados con subunidades proteicas (GP5-T y GP5-B) del virus PRRS. 

2. Analizar el inmunofenotipo celular generado por la inmunización con 

subunidades proteicas (GP5-T y GP5-B) del virus. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Ratones 

 

Los ratones macho (Balb/C; Harlan, Indianapolis, IN) se mantuvieron bajo 

condiciones de temperatura controlada (22 ± 1 ° C) a una humedad del 50% en un 

ciclo de luz-oscuridad de 12 h: 12 h y alimentación ad libitum (Purina Certified 

Rodent Chow) y agua. Todos los procedimientos siguieron el programa de Cuidado 

y Uso de Animales (NIH, USA) y la Norma Oficial Mexicana 062-ZOO1999. Todos 

los procedimientos de inyección se realizaron con ayuda de un dispositivo de 

inmovilización y sin anestesia. Se registró el peso corporal cada 3 días.  

Se utilizaron animales de siete semanas de edad, se separaron en 3 grupos de 

manera aleatoria, de los cuales uno sirvió como control negativo, grupo Albumina 

de Suero Bovino (BSA), es decir, el acarreador del péptido y los grupos 

experimentales a los cuales se les inyectaron los péptidos acoplados a BSA.  
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Las inmunizaciones se realizaron por vía subcutánea, con un volumen total de 120 

µl por animal. Grupo control BSA: se utilizó la mezcla de 30 µl de DMSO (vehículo), 

30 µl maleimida [1 mg/ml] (imject Maleide Activated BSA, de Thermofisher) 

conjugado según especificaciones del fabricante y 60 µl adyuvante completo de 

Freund (Sigma-aldrich 10 ml). Por otro lado, para el grupo experimental: se 

mezclaron 30 µl de péptido (1mg/ml), 30 µl de maleimida y 60 µl de adyuvante 

completo de Freund (Sigma-aldrich). Se sustituyó el adyuvante completo por 

adyuvante incompleto de Freund en la administración de los refuerzos a los 15, 30 

y 45 días. 

Materiales biológicos 

 Péptidos 

Las subunidades de GP5-B [1 mg/ml] y GP5-T [1 mg/ml] fueron obtenidas por 

síntesis química en la empresa GenScript (Piscataway, New Jersey, USA). Se 

diseñaron a partir de un análisis in silico utilizando los protocolos B Cell Epitope 

Prediction Tools y T Cell Epitope Prediction Tools de la Immune Epitope Data Base 

IEDB. EL péptido GP5-B cuenta con un peso molecular de 3.3 KDa y un tamaño de 

30 aa. Mientras que el péptido GP5-T tiene un tamaño de 30 aa y un peso molecular 

de 3.6 KDa. 

Anticuerpos 

 

Goat anti-mouse IgG F(ab)2 – HRP es un anticuerpo secundario creado en cabra, el 

cual reacciona contra la IgG de ratón y está acoplado a peroxidasa de rábano 

picante (HRP), fue obtenido en SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC. No. CAT: 

SC3697. 

PerCP/Cy5.5 anti-mouse CD3Є Antibody (145.2C11), es un anticuerpo monoclonal 

creado en hámster y conjugado a un fluoróforo, reacciona contra la proteína de 

superficie CD3 presente en todos los linfocitos T. fue obtenido de Biolegend, No. 

Cat; 100327 
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CD4 Monoclonal Antibody (RM4-5), Alexa Flúor 405 es un anticuerpo monoclonal 

creado en rata y conjugado a un fluoróforo, reacciona contra la proteína de 

superficie CD4, la cual está presente en linfocitos T cooperadores. Fue obtenido en 

Thermo Fisher Scientific, No. Cat: MCD0426. 

Anti-CD8a-PE Antibody (53-6.7), es un anticuerpo monoclonal creado en rata y 

conjugado a ficoeritrina, reacciona contra la proteína de superficie CD8 presente en 

linfocitos T citotóxicos. Fue obtenido en Sigma-aldrich, No. Cat: SAB4700566. 

CD19-PE Monoclonal Antibody (1D3), es un anticuerpo monoclonal conjugado a un 

fluoróforo, reacciona contra la proteína de superficie CD19 presente en linfocitos B 

periféricos. Fue obtenido en Thermo Fisher Scientific, No. Cat: 50-102-52. 

Anti-Human/Mouse CD44 (IM7) eFluor 450, es un anticuerpo monoclonal creado en 

rata y conjugado a ficoeritrina, reacciona contra la proteína de superficie CD44, la 

cual se presenta en linfocitos T activos. Fue obtenido de Thermo Fisher Scientific, 

No. Cat: 48-0441-82. 

Anti-Mouse CD80 (B7-1) eFluor 450, es un anticuerpo monoclonal creado en 

Hámster armenio y conjugado a un fluoróforo sintético eFluor, reacciona contra la 

proteína de superficie CD80, la cual se presenta en linfocitos B y todas aquellas 

células capaces de presentar antígeno. Fue obtenido de Thermo Fisher Scientific, 

No. Cat: 48-0801-82.  

Anti-mouse/human CD44 (IM7) PE, es un anticuerpo monoclonal creado en rata y 

conjugado a ficoeritrina, reacciona contra la proteína de superficie CD44, la cual se 

presenta en linfocitos T activos. Fue obtenido de Thermo Fisher Scientific, No. Cat: 

12-0441-82. 

Imject® Maleimide Activated BSA 

 

Imject Maleimide Activated BSA Kit fue adquirida de Thermo Scientific, no. Cat. 

77112. La albumina de suero bovina se encuentra acoplada a un grupo imida el 
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cual reacciona con grupos sulfhídrilo (SH) formando enlaces tiol, mediante este 

enlace la BSA funge como acarreador del péptido. 

 

 

Figura 9.- Esquema de acoplamiento del péptido a la BSA-maleimida. Modificado de Denovo biotechnology, 2015. 
 

Imject® Freund’s Adjuvants 

 

Los adyuvantes son estimuladores no específicos usados para aumentar la 

respuesta inmune al estar conjugados con un antígeno, estos son mezclados e 

inyectados con el antígeno para prevenir su catabolismo y ayudar a incrementar la 

respuesta inmune por la localización estable del antígeno durante un tiempo 

extendido. 

Los adyuvantes de Freund (Thermo Scientific) producen una fuerte, larga y estable 

respuesta inmunogénica, la versión completa del adyuvante contiene células 

muertas de Mycobacterium butyricum para potenciar la respuesta inmune, mientras 

que la versión incompleta no contiene dichas células. El adyuvante completo 

(Thermo Scientific Imject Freund´s Complete Adjuvant) se usó solo en la inyección 

Proteína acarreadora con 
maleimida activada

Grupo sulfhídrilo libre 
en el péptido

Péptido acoplado a 
acarreador
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inicial y el incompleto (Thermo Scientific Imject Freund´s Incomplete Adjuvant) en la 

reinmunización. 

Kit para ensayo de ELISA para péptidos 

 

Peptide Coating Kit es un kit que permite unir proteínas de bajo peso molecular o 

péptidos sintéticos que fuesen de difícil adsorción en placas comunes. Esta placa 

contiene un forro de carbodimida, la cual expone un grupo amino (-NH2) libre y 

permite su unión con el grupo carboxilo (-COOH) libre en el péptido (Figura 10).  

 

 

Figura 10.- Esquema de acoplamiento del péptido a la placa de forrado La línea punteada indica el fondo de la placa forrada 
con carbodimida, el símbolo + con la flecha indican un grupo amino (NH2) libre que reaccionará con el extremo carboxilo del 
péptido. Tomado de Takara Bio Inc. Manual peptide coating kit. 

 

Obtención de muestras sanguíneas 

 

Las muestras sanguíneas fueron obtenidas de los ratones antes de inmunizar a 

través de punción de la vena lateral de la cola. La punción se realizó con agujas 

ultrafinas de 0.80 mm de diámetro, los ratones fueron sujetados en un dispositivo 

de inmovilización. La sangre completa se recolectó con pipetas Pasteur 

humedecidas con EDTA [500 mM] pH 8, con las que se obtuvo la sangre por 

capilaridad. 
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Las muestras de sangre se centrifugaron a 2,500 rpm durante 5 minutos para 

obtener suero control y experimental, mismos que se preservaron en 

ultracongelación a -80 °C. 

Inmunización 

La inmunización se realizó vía subcutánea, los ratones fueron sujetados de la piel 

del dorso y la cola. Posteriormente se realizó el seguimiento de los ratones a través 

del tiempo, con tomas periódicas de muestra sanguínea cada 15 días durante un 

total de 45 días. 

Esquema de inmunizaciones: 

Día 0. Se obtuvo suero preinmune (control) y se realizó la primera inmunización con 

adyuvante completo de Freund en un volumen igual al dé cada péptido acoplado al 

acarreador. 

Día 15. Se obtuvo suero de la 1ra. Inmunización y se sustituyó el adyuvante 

completo de Freund con adyuvante incompleto de Freund en la segunda 

inmunización con los péptidos acoplados al acarreador. 

Día 30. Se obtuvo suero de la 2da. Inmunización y se inmunizó nuevamente con 

adyuvante incompleto de Freund y los péptidos acoplados al acarreador. 

Día 45. Se obtuvo suero de la 3ra. Inmunización. Se procedió al sacrificio de los 

ratones para recuperar sangre periférica. 

Los ratones se sacrificaron por decapitación y la sangre se recogió en tubos 

estériles con EDTA al final del experimento.  

Obtención de células blancas en sangre total 

 

Al finalizar el periodo de inmunización de los grupos control y experimentales, los 

ratones fueron sacrificados por decapitación y se recuperó la sangre periférica total 

(aproximadamente 600 µl por ratón), la cual fue mezclada con 6 ml de buffer de lisis 

de células rojas 1 X (Miltenyi Biotec 10 X, núm. Cat: 130-094-183), se mezcló por 

inversión durante 10 minutos, posteriormente se centrifugó a 2,000 rpm durante 6 
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minutos y se decantó el sobrenadante, se resuspendió el pellet en el volumen 

residual y se realizó un lavado con 2 ml de PBS 1 X. Finalmente las muestras se 

centrifugarán a 2,000 rpm durante 6 minutos y se desechó el sobrenadante para 

resuspender las muestras en 3.7% de paraformaldehído diluido en PBS. Las 

muestras se almacenaron a 4°C para su análisis por citometría de flujo.  

Serología 

1.-Anticuerpos totales 

El análisis serológico se realizó mediante la técnica Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) directo para cuantificar inmunoglobulinas G totales y ELISA indirecto 

para detectar anticuerpos específicos anti-GP5-B y anti-GP5-T. 

Por una parte, la cuantificación de IgG total se realizó en placas de 96 pocillos de 

alta unión (EIA/RIA Plate, 96 well) de la marca COSTAR No. Cat. 3361. El protocolo 

consistió en realizar una curva de calibración con mouse anti-human IgG en una 

dilución 1:400 en las columnas 1 y 2, en las siguientes columnas se depositaron 99 

µl de buffer de carbonatos y 1 µl de suero obtenido de las muestras de sangre y se 

dejó durante toda la noche. Al día siguiente se realizaron 3 lavados con PBS Tween 

0.05% y se realizó un bloqueo utilizando BSA [10 mg/ml] suspendida en PBS Tween 

0.05% y se dejó reposar 2 horas a temperatura ambiente y en obscuridad. 

Transcurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS Tween 0.05% seguido de 

la adición del anticuerpo anti-mouse IgG-HRP con una dilución 1:1000 y se dejó 2 

horas a temperatura ambiente y en obscuridad. Transcurrido el tiempo se volvieron 

a realizar 3 lavados con PBS Tween 0.05% y se procedió a adicionar 100 µl de 

ABTS (sustrato para la reacción enzimática). Después de 15 minutos se realizaron 

lecturas a 415 nm en el microlector de placas de ELISA (BIO-RAD iMARK microplate 

Reader). 

2.-Anticuerpos específicos 

 

Por otra parte, la detección de anticuerpos específicos se realizó a través del kit 

Takara Peptide Coating Kit, No. Cat. MK100, según especificaciones del fabricante. 
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El buffer de acoplamiento del kit activa el extremo carboxilo del péptido y permite su 

acoplamiento mediante un enlace peptídico con el grupo amino de la superficie de 

la placa (forrada de carbodimida). Posteriormente se adicionó el reactivo de bloqueo 

provisto en el kit, este reactivo bloquea las regiones del pocillo donde no se unieron 

los péptidos, de tal manera que impide que los anticuerpos del suero se unan 

inespecíficamente al fondo de la placa y se dejó incubar por 2 horas a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación se adicionó el suero extraído del 

ratón (que contiene los Ab´s). Los anticuerpos específicos se unen selectivamente 

al péptido fijado en la placa, de modo que al realizar un lavado se pueda retirar los 

anticuerpos no unidos. Posteriormente se adicionó el anticuerpo goat anti-mouse 

IgG F(ab)2 –HRP en dilución 1:1000 PBS Tween 0.05% para detectar y cuantificar 

los anticuerpos específicos. 

Análisis de hematocrito de leucocitos y eritrocitos 
 

En otros grupos de animales, control sin inmunizar y experimentales (GP5-T), se 

llevó a cabo un ensayo de hematocrito para cuantificar poblaciones celulares, una 

vez terminado el proceso de inmunización. Para este experimento en particular, se 

utilizó un volumen de sangre total de 1ml por animal, que correspondió al volumen 

total de sangre obtenida. El análisis incluyó la evaluación de leucocitos y eritrocitos 

totales. 

Al final del proceso de inmunización a los 45 días, se realizó el sacrificio de los 

ratones por decapitación y se colectó la sangre total en tubos K2 7.2 mg EDTA. Se 

realizó, por una parte, la dilución de sangre con diluyente Hayem o Dacie para lisar 

células blancas y la muestra procesada fue sometida a análisis de serie roja 

(eritrocitos) en un hematímetro para especies pequeñas CELL-DYN Ruby versión 

de software 2.0ML. Por otra parte, se realizó el hematocrito de serie blanca, en el 

cual la sangre colectada de los ratones fue diluida con reactivo de Turk para lisar 

células rojas y poder cuantificar leucocitos totales en el hematímetro. 
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Inmunotipificación de poblaciones celulares 

 

Se realizó citometría de flujo con aproximadamente 10,000 células en 500 µl de PBS 

por muestra, las cuales fueron evaluadas en el Citómetro de flujo (Attune NxT 

acoustic focusing cytometer, Thermo Fisher Scientific). Se realizó la 

inmunotipificación de las poblaciones celulares con la ayuda de anticuerpos 

acoplados a fluoróforos para detección de marcadores de superficie específicos de 

células B (CD19+) y células T tanto cooperadoras (CD4+) como citotóxicas (CD8+), 

así como marcadores de activación para cada población (CD80+ y CD44+ 

respectivamente.  

Las células previamente obtenidas y almacenadas en refrigeración, fueron lavadas 

2 veces con 2 ml de PBS 1x y centrifugadas por 5 minutos a 2,000 rpm, finalmente 

se decantó el sobrenadante y se resuspendieron en 200 µl de PBS 1x al 0.5% de 

gelatina de cerdo a una concentración de 1X106 células/ ml. Una vez resuspendidas 

se añadieron mezclas de anticuerpos acoplados y se dejó en incubación a 

temperatura ambiente durante 1 hora en oscuridad. 

La combinación de anticuerpos se realizó tal como se muestra en la tabla 1. 

Marcador (M) Anticuerpo Línea celular 
Marcador de 

activación 
(MA) 

concentración 
[µg/muestra] 

(M + MA) 

CD3+ Anti-CD3-Percp-Cy5.5 
Marcador 
general de 
linfocitos T 

  1 

CD4+ Anti-CD4-AF 405 
Linfocitos T 

cooperadores 
CD44+ 1+ 0.25 

CD8+ Anti-CD8-PE 
Linfocitos T 
citotóxicos 

CD44+ 2+0.25 

CD19+ Anti-CD19-PE Linfocitos B CD80+ 0.125+ 0.25 

 

Tabla 1. Anticuerpos acoplados a fluorocromos. Anticuerpos usados para la detección especifica de marcadores de superficie 

en células de sangre periférica. Las columnas muestran la población celular y su respectivo marcador de activación. 
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Transcurrido el tiempo de incubación se realizaron dos lavados con PBS 1x a las 

muestras y finalmente se decantó el sobrenadante para resuspender la muestra en 

500 µl de PBS 1x para su análisis. 

Adicionalmente se probaron modificaciones al protocolo establecido, tales como: 

tiempo de incubación y concentración de anticuerpos tabla 2. 

  

tiempo de 
incubación 

anticuerpos 
concentración 
[µg/muestra]  

protocolo 1 1 hr. 

Anti-CD3-Percp-Cy5.5 2 

Anti-CD4-AF 405 2 

Anti-CD8-PE 4 

Anti-CD19-PE 0.25 

anti-CD44 0.5 

anti-CD80-eFluor450 0.5 

protocolo 2 2hrs. 

Anti-CD3-Percp-Cy5.5 1 

Anti-CD4-AF 405 1 

Anti-CD8-PE 2 

Anti-CD19-PE 0.125 

anti-CD44 0.25 

anti-CD80-eFluor450 0.25 

protocolo 3 2 hrs. 

Anti-CD3-Percp-Cy5.5 2 

Anti-CD4-AF 405 2 

Anti-CD8-PE 4 

Anti-CD19-PE 0.25 

anti-CD44 0.5 

anti-CD80-eFluor450 0.5 
 

Tabla 2. Protocolos de estandarización para citometría de flujo. 

 

Análisis estadístico 

 

Análisis de anticuerpos: Los datos representan la media de los promedios de tres 

mediciones diferentes de cada animal y se expresan como media ± S.E.M.  
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Inmunotipificación: El análisis de datos de citometría de flujo fue realizado usando 

el paquete Flowjo v.10 software (Flowjo, Ashland, USA) y se expresan con media 

±S.E.M. 

En ambos casos las diferencias entre los grupos experimentales se analizaron 

mediante ANOVA de una vía y la prueba de Tukey. Las diferencias con P <0.05 

fueron consideradas estadísticamente significativas. Se utilizó en software 

GraphPad PRISM V5. 

RESULTADOS 

Análisis Bioinformático de péptidos 

 

Se realizó un análisis in silico de la secuencia de la proteína GP5 de PRRSV tipo II 

ID: ACB56974.1, de la cual se obtuvieron secuencias reportadas como altamente 

inmunogénicas en la Immuno Epitope Data Base (IEDB) tabla 1. A partir de estas 

secuencias obtenidas se diseñaron los péptidos del presente trabajo.  

Epítopo de 
reconocimiento 

Secuencia de aminoácidos 

Linfocito B 

LIYNLTLC 

NDSSSHLQ 

NDSSSHLQLIYNLTLCELNGTDW 

 Linfocito T 
KGRLYRWRSPVII 

RLYRWRSPVI 

 

Tabla 3. Secuencias antigénicas obtenidas del análisis in silico en Immuno Epitope Data Base. 

 

Seguimiento del peso corporal de los ratones 

 

De la observación clínica en los ratones, no se observó daño a tejido en el sitio de 

inyección tanto en el grupo control como en los grupos experimentales a través del 

curso de este estudio. 
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El peso corporal de los ratones experimentales fue registrado desde el día 0 hasta 

el día 45 PI. El peso en gramos se graficó a los 0, 15, 30 y 45 días (Figura 11). Los 

resultados muestran una ganancia de peso en los dos grupos inmunizados con 

GP5-B, GP5-T y el grupo control inmunizado con la proteína acarreadora BSA 

maleimida, respectivamente. El seguimiento del peso corporal de los ratones es 

indicador de salud, por lo que el aumento constante de peso a través de la duración 

del ensayo significa que los ratones se mantuvieron saludables. 
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Figura 11. Peso corporal de ratones representado en gramos. El gráfico muestra los promedios de masa corporal de los 
sujetos pertenecientes al grupo control (n=5) y los grupos inmunizados con la proteína acarreadora BSA, GP5-B y GP5-T 
(n=6 en cada grupo), durante el desarrollo del tratamiento experimental. Los datos no presentan diferencia estadísticamente 
significativa, en todos los casos (P ≥ 0.05) la comparación se realizó entre grupos en el mismo día de evaluación. 

 

Evaluación de inmunoglobulinas G totales 

 

En el grupo de animales inmunizados con el acarreador (BSA), la concentración de 

IgG´s totales aumento significativamente en el día 15 PI comparado con el día 0 

(preinmune). También se observó un aumento significativo al día 30 que se mantuvo 

hasta el día 45 (Figura 12A). En el grupo de animales inmunizados con el péptido 

GP5-B se observó un aumento estadísticamente significativo de IgG´s totales a los 

15 DPI, el cual se mantuvo en el día 30 PI y mostró un aumento significativo al día 

45 (Figura 12B). En el grupo de animales inmunizados con el péptido GP5T, se 
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observó un aumento significativo de la concentración de IgG´s al día 15 PI 

comparado con el día 0 y se mantuvo dicho aumento al día 30. 

 

Figura 12. Concentración de Inmunoglobulinas G totales (IgG´s) en sueros de ratones. El grafico muestra, (A) IgG´s totales 

en el grupo control inmunizado con proteína acarreadora BSA. (B)IgG´s totales en el grupo inmunizado con el péptido GP5-

B. (C) IgG´s totales en el grupo inmunizado con el péptido GP5-T. Análisis estadístico en grupos (n=5), (n=6) y (n=6) 

respectivamente. Las letras diferentes representan diferencias significativas (P < 0.05). Anova de una vía, prueba poshoc 

Tukey, los datos presentan ±S.E.M. 
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El análisis de los datos obtenidos de la cuantificación de IgG totales, muestra un 

aumento en la concentración en cada periodo de inmunización para los grupos 

control y experimentales. Lo anterior es un proceso esperado al inmunizar con una 

proteína acarreadora antigénica, tal como la BSA. Debido a que la evaluación de 

IgG´s totales tuvo un comportamiento similar en los 3 grupos experimentales, se 

procedió a evaluar IgG´s específicas de antígeno para dilucidar entre la respuesta 

dirigida al acarreador y la dirigida específicamente a los péptidos. 

 

Evaluación de Inmunoglobulinas G específicas de péptido 

 

En el grupo de animales inmunizados con el péptido GP5B, el análisis de 

anticuerpos específicos anti-GP5-B mostró un incremento significativo en el día 15 

PI comparado con el día 0, también se observó un aumento en el día 30 comparado 

con el día 15 y finalmente un aumento significativo en el día 45 comparado con el 

día 30. Es decir, se observó aumento en la concentración de IgG´s en cada periodo 

de evaluación del grupo experimental (Figura 13A). Lo cual sugiere la presencia de 

células de B activas productoras de anticuerpos específicos.  

En contraparte, en el grupo de animales inmunizados con el péptido GP5T, la 

concentración de anticuerpos anti-GP5-T mostró diferencias estadísticamente en el 

día 15 comparado con el día 0. Se observó la disminución del título de anticuerpos 

al día 30 (Figura 13B). 
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Figura 13.- Concentración de IgG´s anti-péptidos en sueros de ratones. La concentración de IgG´s fue evaluada 
periódicamente a los 0,15,30 y 45 DPI. (A)  IgG específica anti-GP5-B. (B) IgG especifica anti-GP5-T. Análisis estadístico 
(n=5) y (n=6) respectivamente. Las letras diferentes indican diferencia estadística significativa (P < 0.05). Los datos presentan 
±SD. 

 

Evaluación de poblaciones celulares 

 

Con la finalidad de evaluar de manera general el comportamiento de los leucocitos 

totales circulantes en los ratones inmunizados con el péptido GP5-T, se realizó un 

hemograma. 

Se obtuvo sangre periférica de los dos grupos de animales para realizar el análisis 

de conteo de leucocitos y eritrocitos totales. El grupo control sin inmunización y el 

grupo experimental al día 45 PI con el péptido GP5-T. En la figura 14A se muestra 

el resultado del hematocrito de serie blanca (leucocitos) y Figura 14B el hematocrito 

de la serie roja (eritrocitos). 
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Figura 14. Concentración de Leucocitos totales y hematocrito. Leucocitos fueron aislados de sangre total en ratones a los 45 
DPI y evaluados a través de biometría hemática. A) Leucocitos totales de animales pre (PRE) y pos inmunización /POST) (45 
días). B) Hematocrito de serie roja en grupos pre y pos inmunización (45 días). Las letras diferentes representan diferencia 
estadística significativa. (P < 0.05). Los datos presentan ±S.E.M. (n=4) 

 

En la figura 14A, se observa un incremento del doble en la concentración de 

leucocitos circulantes entre el grupo control y PI, estadísticamente significativo. En 

la figura 14 B, se observa que el hematocrito de serie roja, no presenta cambios en 

la concentración. 

A partir de esta observación, se analizó la respuesta inmune celular utilizando 

anticuerpos para determinar la activación de poblaciones específicas de linfocitos B 

y T.  

Se realizó la inmunotipificación de linfocitos B y T, los cuales fueron evaluados en 

porcentaje de poblaciones celulares: Linfocitos B CD19+/CD80+; Linfocitos T 

cooperadores activos CD4+/CD44+ y linfocitos T citotóxicos activos CD8+/CD44+). 

Para lo cual se establecieron cuatro grupos experimentales: Grupo control (sin 

PRE POST
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

a
a

H
e

m
a
to

c
ri

to
 L

/L

B
control GP51

0

2

4

6

a

b

L
e

u
c
o

c
it

o
s
 1

0
9
/L

A



EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA SUBUNIDADES PROTEICAS 
DEL VIRUS PRRS EN UN MODELO MURINO 

  

FRANCISCO PEREZ DURAN 51 

 

inmunizar), grupo BSA (acarreador), grupo inmunizado con el péptido GP5B y grupo 

inmunizado con el péptido GP5T. Para la evaluación de la inmunidad celular los 

animales se sacrificaron al día 45 PI. 

Los resultados mostraron que en el caso de los linfocitos B, en el grupo inmunizado 

con el péptido GP5-B aumentó el porcentaje de células activas (CD19+/CD80+) con 

respecto al grupo control sin inmunizar, el grupo inmunizado con vehículo 

(acarreador) y respecto el grupo inmunizado con el péptido GP5-T figura 15A.  

Por una parte, se observó que el grupo vehículo presentó un incremento de linfocitos 

CD19+/CD80+ estadísticamente significativo con respecto al control, mientras que 

el grupo inmunizado con GP5-B presentó diferencia significativa de linfocitos 

CD19+/CD80+ con respecto al control, con respecto al grupo vehículo y con 

respecto al grupo GP5-T. Por otra parte, el grupo inmunizado con GP5-T tuvo un 

incremento significativo con respecto al control, sin embargo, no presentó diferencia 

contra el grupo vehículo (Figura 15 A), lo cual sugiere que el péptido GP5-B indujo 

activación de linfocitos B. Mientras que la respuesta observada tras la inmunización 

con el péptido GP5T, podría deberse a la proteína acarreadora.  

Además, se evaluó la respuesta inmune mediada por células citotóxicas a través de 

la activación de linfocitos T citotóxicos activos (CD8+/CD44+) figura 15B. Los datos 

muestran que tras la inmunización incrementó el porcentaje de linfocitos T CD8 

activos en todos los grupos con respecto al control no inmunizado. Los grupos BSA 

y GP5-B no muestran diferencias entre sí, pero si se observa diferencia con respecto 

al grupo inmunizado con GP5-T. Lo anterior sugiere que el péptido GP5-T indujo 

activación de linfocitos T citotóxicos. Mientras que el péptido GP5-B solo presentó 

activación que puede ser atribuible a la proteína acarreadora.  

Finalmente se realizó la evaluación de linfocitos T cooperadores activos 

CD4+/CD44+ (Figura 15C). Los tres grupos inmunizados: vehículo, GP5-B y GP5-

T presentaron diferencias significativas con respecto al control sin inmunizar, sin 

embargo, no hubo diferencia estadística entre ellos, lo cual sugiere que tanto GP5-
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b como GP5-T tienen tanta capacidad para inducir activación de linfocitos T CD4+ 

como la proteína inmunogénica BSA.  

 

Figura 15. Poblaciones celulares y porcentajes de linfocitos B y linfocitos T CD8, CD4 activas (++) en sangre total de 
ratones inmunizados. Leucocitos aislados de sangre total en ratones a los 45 DPI. (A) Parte de las células aisladas fueron 
usadas para evaluar linfocitos B activos (CD19+/CD80+). (B) Otra parte de las células fue usada para evaluar linfocitos T 
CD8 activas y (C) linfocitos T CD4 activas. Análisis estadístico en grupos (n=5), (n=6) y (n=6) respectivamente. Las letras 
diferentes representan diferencias significativas (P < 0.05). Anova de una vía, prueba poshoc Tukey, los datos presentan 
±SEM. 
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DISCUSIÓN 

El virus PRRS cobra relevancia por las afectaciones en la salud de los animales, lo 

que se traduce en grandes pérdidas económicas en la industria porcina. Una de las 

proteínas más estudiadas del virus es la proteína GP5, la cual, participa en el 

reconocimiento virus-célula hospedadora, y a la cual se le atribuye la estabilidad de 

la partícula viral y se ha sugerido que posee epítopos capaces de inducir 

anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, GP5 es una proteína insoluble lo que hace 

difícil estudiarla en su forma completa. Además, induce anticuerpos no 

neutralizantes que son nocivos para el hospedero. Por lo tanto, en este trabajo se 

planteó analizar la respuesta inmune inducida por fragmentos de esta proteína en 

un modelo in vivo. Particularmente, se analizó la respuesta mediada por anticuerpos 

(específicos y totales) y por células (linfocitos B, linfocitos Tc y Th) contra dos 

péptidos, uno denominado GP5-B porque posee un epítopo de reconocimiento por 

linfocitos B y otro denominado GP5-T porque posee un epítopo de reconocimiento 

por linfocitos T. Esto nos permitió evaluar epítopos potencialmente inmunogénicos 

de la proteína GP5.  

Los resultados de la inmunización con los péptidos GP5-B y GP5-T y la proteína 

acarreadora, mostraron un aumento significativo de los anticuerpos totales IgG a los 

15 DPI mientras, a los 30 días se mantiene, después, a los 45 días se presentó un 

aumento en los títulos de IgG, el cual fue estadísticamente significativo. El 

comportamiento en el aumento de los títulos de IgG en la población se mantuvo 

también para el grupo inmunizado con el péptido GP5-T. El aumento en los títulos 

de anticuerpos en cada reinmunización, es un evento esperado, porque en el 

proceso de inmunización se utiliza un acarreador reportado como antigénico, tal 

como la BSA. Dado que los tres grupos muestran un comportamiento similar en la 

concentración de inmunoglobulinas G en cada periodo de evaluación, fue necesario 

diferenciar anticuerpos contra el acarreador de los anticuerpos específicos de 

antígeno. 
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Por lo tanto, se evaluó la concentración de anticuerpos específicos anti-GP5-B, en 

los cuales se observó que el grupo experimental tuvo un aumento creciente, 

estadísticamente significativo en cada reinmunización con respecto a la etapa 

preinmune, además de una respuesta potente y sostenida. Lo cual sugirió la 

presencia de linfocitos B activos de memoria. Esto concuerda con la respuesta 

mediada por anticuerpos específicos de antígeno de forma rápida y exacerbada en 

cada reencuentro con el antígeno. Se requieren experimentos adicionales para 

comprobar especificidad y capacidad neutralizante de los anticuerpos a través de 

ensayos de microneutralización. También serían útiles los ensayos de ELISA para 

la detección de IgG tipo 1, ya que este subtipo de IgG ha sido asociado a anticuerpos 

neutralizantes según estudios realizados en otros virus, tales como el virus de la 

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

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

2018).  

Por otra parte, también se evaluó la concentración de anticuerpos específicos anti-

GP5-T, se observó un incremento estadísticamente significativo a los 15 DPI. Sin 

embargo, solo se observó este aumento a los 15 días, ya que a los 30 DPI disminuye 

el título de anticuerpos hasta el nivel de la etapa preinmune. Este comportamiento 

se atribuyó a que este péptido GP5-T posee únicamente el epítopo de 

reconocimiento para células T, por lo que, si bien es posible la aparición de 

anticuerpos específicos, se esperaba que la respuesta no fuera tan potente ni 

sostenida como en el caso del GP5-B.  

En otro grupo de experimentos, se evaluó la respuesta inmune celular a través del 

conteo de leucocitos y eritrocitos, únicamente utilizando el péptido GP5-T. El 

propósito fue tener un primer indicio de la posible inducción de la respuesta celular 

contra el péptido.  

Los resultados mostraron que los leucocitos totales aumentaron de manera 

significativa al día 45 PI. Mientras que los eritrocitos se mostraron sin cambios. Por 

lo tanto, estos datos sugirieron que el péptido GP5-T, podría estar favoreciendo la 

respuesta inmune adaptativa mediante la proliferación de los leucocitos. 
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Para corroborar esta hipótesis se realizaron análisis de inmunotipificación. Así, se 

hicieron los siguientes grupos experimentales: intactos, grupo vehículo e 

inmunización de manera independiente con el péptido GP5-B y GP5-T. Al final de 

las inmunizaciones se evaluó la respuesta celular. 

 Los resultados para el grupo experimental con el péptido GP5-B, en los que se 

marcó a los linfocitos B con el marcador de activación CD80+, mostraron hasta en 

un 30% de linfocitos CD19+/CD80+ por encima del grupo control sin inmunizar y 

hasta 25% más que la población de linfocitos B activos comparado con los grupos 

vehículo y GP5-T. Lo que demuestra la funcionalidad del péptido para la activación 

de linfocitos B.  

También se realizó inmunotipificación de linfocitos T CD8+, usando como marcador 

de activación CD44+. Los resultados mostraron un porcentaje de linfocitos T 

CD8+/CD44+ similar al del grupo vehículo y sin diferencia significativa, lo cual, 

indica que este péptido no induce la activación de linfocitos T citotóxicos. 

Además de la evaluación para linfocitos B y T CD8+ también se realizó evaluación 

de linfocitos T CD4+, ya que al ser células cooperadoras en la activación y 

diferenciación de las células que participan en la respuesta inmune adaptativa, estas 

deberían estar presentes en los 3 grupos inmunizados. Los resultados mostraron 

un aumento estadísticamente significativo entre el grupo GP5-B contra el grupo 

control sin inmunizar, aunque, no se presentó diferencia estadística con respecto al 

grupo vehículo ni GP5-T. La población de linfocitos T CD4+/CD44+ en el grupo GP5-

B fue la que tuvo mayor porcentaje de activación con respecto al grupo sin inmunizar 

mientras que el grupo de BSA solo presento una pobre activación de linfocitos T 

CD4+ con respecto al grupo control. Sin embargo, ambas fueron estadísticamente 

significativas con respecto al control, pero no hubo diferencias significativas entre 

ellas. 

Los resultados para el grupo experimental con el péptido GP5-T, mostraron un 

incremento estadísticamente significativo de linfocitos B CD19+/CD80+ con 

respecto al grupo control. Sin embargo, el porcentaje de linfocitos B no presentó 
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significancia con respecto al grupo vehículo, lo cual evidenció que este péptido no 

tiene la capacidad de inducir activación de linfocitos B (figura 15 A). Lo anterior 

concuerda con la hipótesis planteada en el presente proyecto ya que el diseño de 

este péptido fue con base en el epítopo de reconocimiento por células T. Por lo 

tanto, para evaluar la posible función del péptido GP5-T en activación de linfocitos 

T, se utilizó el anticuerpo anti-CD44, se realizó la inmunotipificación, donde se 

determinaron células doble positivas (CD8+/CD44+). 

 Los resultados mostraron el aumento de la población de linfocitos T CD8+/CD44+, 

con respecto al control y hasta 4 veces más linfocitos T activos. Comprobando así 

la capacidad de este péptido para inducir una activación de células citotóxicas. 

Serán necesarios experimentos complementarios para demostrar la citotoxicidad de 

estas células activas, por ejemplo, mediante pruebas de citotoxicidad in vitro en co-

cultivos celulares. 

El resultado del análisis de linfocitos T cooperadores CD4+/CD44+ para el péptido 

GP5-T arrojaron un incremento estadísticamente significativo con respecto al 

control, sin embargo, no presentó diferencia con respecto al grupo vehículo ni el 

grupo GP5-B.  

La presencia de linfocitos T cooperadores activos no mostró diferencia significativa 

entre los grupos vehículo, GP5-B y GP5-T entre ellos. Pero si se observó diferencia 

significativa de estos tres grupos con respecto al grupo sin inmunización, lo cual 

resulta interesante porque sugiere que los dos péptidos son inmunogénicos. Sin 

embargo, se sabe que para la activación de los linfocitos B y linfocitos T CD8+ no 

es absolutamente necesaria la participación de los linfocitos T CD4+, ya que los 

linfocitos B también tienen la capacidad de fagocitar y procesar antígenos. Estos 

antígenos son presentados a los linfocitos T CD4+, los cuales secretarán citosinas 

que favorecerán la proliferación del linfocito que le presentó el antígeno. Las nuevas 

clonas del linfocito B secretarán anticuerpos específicos de antígeno. De la misma 

manera los linfocitos T CD8+ pueden llegar a presentar activación a través de la 

presentación cruzada de antígenos, en donde, una célula dendrítica fagocita una 

célula infectada y durante la destrucción de estas células se puede dar el 
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procesamiento de proteínas citosólicas que serán presentadas a través del 

complejo de histocompatibilidad tipo 1 (MHC I) el cual reconoce y activa a linfocitos 

T CD8. Lo anterior, formaría parte de la explicación de las diferencias tan remarcada 

en linfocitos B y T citotóxicos entre los grupos inmunizados con los péptidos. Por lo 

tanto, se sugiere que la respuesta desplegada contra los péptidos GP5-B y GP5-T 

es diferente a la respuesta inducida por la BSA. 

Para complementar estos resultados serán necesarios más ensayos que evalúen la 

expresión de citocinas a través de ELISA o a través del análisis de la proliferación 

de linfocitos in vitro. 

Otros estudios han mostrado de manera similar, inducción de anticuerpos 

específicos a través de inmunización con péptidos diseñados conteniendo epítopos 

a células B, en los cuales se alcanzó protección en retos contra cepas letales. 

Particularmente, Terradas y colaboradores en (2011), lograron inducir protección 

parcial contra el virus de la fiebre porcina tras inmunizar cerdos domésticos con tres 

construcciones que contenían epítopos a células B de la glicoproteína E2 unidos a 

un epítopo de células T de la porción NS3, de tal manera que indujeron anticuerpos 

neutralizantes y células secretoras de IFN-γ.  

Por otra parte, Stanekova y colaboradores en 2011, prepararon un candidato 

vacunal basado en un péptido de la glicoproteína HA2 gp del virus de influenza A. 

El desarrollo de este modelo vacunal fue a través de la selección de la región N-

terminal de HA2 gp. Una región altamente conservada entre las diversas cepas de 

Influenza y se inmunizaron ratones para estudiar la capacidad de inducir una 

respuesta inmune contra su péptido. Tras la inmunización, los ratones fueron 

sometidos a un reto letal con cepas de H3N2 o H1N1 observando una supervivencia 

de hasta el 100% y se encontraron altos niveles de anticuerpos específicos contra 

el péptido. 

Los resultados obtenidos aportan conocimiento nuevo que puede favorecer el 

desarrollo y optimización de modelos vacunales y desarrollos biológicos dirigidos 

selectivamente contra un epítopo en un agente viral. De tal manera que se pueda 
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avanzar en la formulación de vacunas mejoradas y superando a las vacunas 

clásicas que funcionan con modelos de virus o bacterias completos. Cabe destacar 

que en algunas vacunas de virus atenuados se ha reportado que los virus se pueden 

retornar a patógenos en estado silvestre. En las partículas caso de las proteínas de 

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

sobre el animal según lo reportado por Prieto y colaboradores en 2011. Nuestros 

resultados muestran que de manera específica podemos predecir a través de 

bioinformática ciertas secuencias de aminoácidos que nos permitan inducir una 

respuesta mediada por células o por anticuerpos. 

CONCLUSIÓN 

 

En conclusión, en el presente proyecto se encontró que los péptidos diseñados a 

partir de predicciones in silico de epítopos de reconocimiento a linfocitos T y B en la 

proteína GP5, lograron inducir la respuesta inmune adaptativa tanto humoral como 

celular de manera específica.  
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