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RESUMEN 

 

 

El direccionamiento de antígenos hacia el receptor endocítico DEC205+ presente en células 

dendríticas (DCs) ha mostrado ser una estrategia eficiente en la inducción de la respuesta inmune 

humoral y celular. Esta estrategia ha sido ampliamente caracterizada en el modelo murino, con 

gran eficiencia en la entrega de antígenos a las DCs con la posterior producción de anticuerpos y 

activación de linfocitos T CD4+ y T CD8+. Lo anterior es resultado del proceso de presentación 

cruzada, el cual favorece el receptor DEC205 en DCs de ratón y humano. Sin embargo, los estudios 

de direccionamiento a DEC205 en animales domésticos, como en el modelo porcino, son escasos. 

En el presente estudio, evaluamos la capacidad del anticuerpo quimérico recombinante anti-

DEC205 porcino (rAb ZH9F7) para promover el direccionamiento de antígenos a DCs DEC205+ 

in vitro e in vivo. 

Los resultados indican que el rAb ZH9F7 anti-DEC205 porcino reconoció las subpoblaciones de 

DCs convencionales cDC1 y cDC2 en sangre, así como monocitos, desencadenando el proceso de 

endocitosis mediada por receptor. De igual manera, al evaluar la vida media del rAb ZH9F7 en 

circulación sanguínea, encontramos que fue detectado en circulación hasta 8 h después de ser 

aplicado vía intravenosa. Para la evaluación de la inmunogenicidad inducida por el 

direccionamiento in vivo se seleccionó la proteína de la cápside (Cap) del circovirus porcino tipo 

2 (PCV2). La aplicación del rAb ZH9F7 vía intradérmica demostró que el rAb ZH9F7 con o sin 

antígeno Cap, reconoció las poblaciones cDC1, cDC22, LC y moDCs, pero el reconocimiento fue 

mayor frente a las células cDC1. Este reconocimiento reveló la presencia de DCs, linfocitos y 

macrófagos positivos a rAb ZH9F7 en los ganglios linfáticos regionales. Finalmente, el 

direccionamiento intradérmico con el rAb ZH9F7-Cap indujo un aumento en la frecuencia de 

linfocitos T CD4+CD8+ productores de IFN-γ específicos al antígeno Cap. Este direccionamiento 

también estimuló la respuesta humoral, lo cual se reflejó con la presencia de anticuerpos anti-Cap. 

En resumen, este trabajo demostró que el rAb ZH9F7 fue eficiente en dirigir antígenos a las DCs 

DEC205+, lo que activó la respuesta celular y humoral antígeno específica. Esta estrategia debe ser 

optimizada y demostrar que se induce una respuesta inmune protectora mejor a la que induce la 

proteína Cap sin direccionar. 

 

Palabras claves: Direccionamiento de antígenos, porcino, DEC205, células dendríticas. 
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ABSTRACT 

 

 

Antigen targeting to Dendritic cells (DCs) through endocytic receptor DEC205+ has been 

shown as an efficient strategy in the induction of humoral and cellular immune response. The 

strategy has been extensively characterized in the murine model, with great efficiency in delivering 

antigens to DCs inducing both humoral and cellular immune response, with the activation of CD4+ 

T and CD8+ T lymphocytes. These results are due to the cross-presentation process, which is 

favored by the DEC205 receptor in mouse and human DCs. However, targeting DEC205 studies 

in domestic animals, such as the swine model, are scarce. In the present study, we evaluated the 

ability of the recombinant chimeric porcine anti-DEC205 antibody (rAb ZH9F7) to promote 

antigen targeting to DEC205+ DCs in vitro and in vivo. 

The results indicate that porcine anti-DEC205 rAb ZH9F7 recognized conventional DCs 

subpopulations cDC1 and cDC2 in blood, as well as monocytes, triggering the process of receptor-

mediated endocytosis. Similarly, when evaluating the half-life of rAb ZH9F7 in blood circulation, 

we found that it was detected in circulation up to 8 h after intravenous application. For the 

evaluation of immunogenicity induced by targeting in vivo, the capsid protein (Cap) of porcine 

circovirus type 2 (PCV2) was selected. Intradermal application of rAb ZH9F7 showed that rAb 

ZH9F7 with or without Cap antigen recognized cDC1, cDC22, LC, and moDCs populations, but 

recognition was higher against cDC1 cells. This recognition revealed the presence of rAb ZH9F7-

positive DCs, lymphocytes, and macrophages in regional lymph nodes. Finally, intradermal 

targeting with rAb ZH9F7-Cap induced an increase in the frequency of Cap antigen-specific IFN-

γ-producing CD4+CD8+ T lymphocytes. This targeting also stimulated the humoral response, 

mirrored by the presence of anti-Cap antibodies. In summary, this work demonstrated that rAb 

ZH9F7 was efficient in targeting antigens to DEC205+ DCs, which activated the antigen-specific 

cellular and humoral response. This strategy should be optimized and confirm whether induces a 

better protective immune response compared with the non-targeting Cap protein. 

 

Key words: Antigen targeting, porcine, DEC205, dendritic cells. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

El uso de anticuerpos como herramientas profilácticas y terapéuticas ha sido explorado por 

más de dos décadas y su utilización en el direccionamiento de antígenos es una estrategia popular. 

Esta estrategia consiste en la entrega de antígenos hacia células presentadoras de antígenos (CPA), 

a través de anticuerpos que reconozcan receptores de superficie, con la finalidad de capturar, 

procesar y presentar tales antígenos a linfocitos T vírgenes (Alvarez  et al., 2013). Por esta habilidad 

intrínseca de las células dendríticas (DCs) para realizar estos procesos, son consideradas como un 

blanco atractivo para el desarrollo de vacunas basadas en el direccionamiento de antígenos. Varios 

autores han evaluado el efecto del direccionamiento de antígenos en el modelo porcino, teniendo 

como blanco diferentes receptores, a través de vías de vacunación como intravenosa, intramuscular, 

subcutánea e intradérmica (Badillo-Godinez  et al., 2015; Delputte  et al., 2011; Subramaniam, 

Cao,  et al., 2017). 

Actualmente, las características de DCs derivadas de monocitos (moDCs), DCs plasmocitoides 

(pDCs) y DCs convencionales tipo 1 (cDC1) y tipo 2 (cDC2) han sido descritas en varias especies, 

incluyendo cerdos (Auray  et al., 2016; Iyoda  et al., 2002; Misharin  et al., 2013; O'Keeffe  et al., 

2002; van de Ven  et al., 2011). Estas poblaciones de DCs son fenotípicamente diferentes y exhiben 

funciones compartidas entre especies (Franzoni  et al., 2019). Las moDCs de cerdo pueden 

estimular la diferenciación de linfocitos T CD4+ hacia una respuesta tipo Th1, caracterizada por la 

producción de citocinas proinflamatorias (Liu  et al., 2016). Tanto las cDC1 como las cDC2 

porcinas pueden capturar antígenos solubles en sangre, siendo las cDC2 una población con una 

mayor capacidad endocítica perfilada hacia la respuesta Th2. En contraste, la subpoblación de 

cDC1 en cerdo muestra una fuerte capacidad para llevar a cabo la presentación cruzada, 

estimulando así linfocitos T CD8+ para la producción de IFN- (Edwards  et al., 2017). 

Para mejorar la capacidad de presentación cruzada por parte de las DCs, diversos investigadores 

han estudiado al receptor DEC205, miembro de la familia de receptores de lectinas tipo C, 

evaluando diferentes estrategias. Este receptor ha mostrado efectos positivos estimulando linfocitos 

T antígeno-específicos, consiguiendo de esta forma respuesta inmune antitumoral y antiviral 

(Badillo-Godinez  et al., 2015; Saluja  et al., 2014; Tsuji  et al., 2011; Volckmar  et al., 2017). 

Como ejemplo, Subramaniam y colaboradores (2017) evaluaron el direccionamiento de antígenos 

del virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) hacia DCs DEC205+ en 
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cerdos. Se encontró que esta estrategia promovió la producción de IFN- e IL-4 por los linfocitos 

T CD4+. Sin embargo, los autores observaron pobre respuesta inmunogénica en su sistema de 

direccionamiento a DCs, posiblemente debido a la vía de aplicación empleada, dado que la 

presencia de poblaciones de DCs en tejido muscular es escasa (Subramaniam, Piñeyro,  et al., 

2017). 

Previamente, en piel de cerdo, se caracterizó la presencia de diversas poblaciones de DCs utilizando 

marcadores de fenotipo: CD172a+CD163−CADM+, CD172a−/lowCD163− CADM+, 

CD172a+CD163lowCADM−/low y CD172a+CD163highCADM− compatibles fenotípicamente con 

células de Langerhans (LCs), cDC1, cDC2 y moDCs, respectivamente (Marquet  et al., 2011a). 

Además, se ha demostrado que, en el cerdo, las poblaciones de LCs, cDC1 y cDC2 muestran 

habilidades de movilidad en un estado basal e inflamatorio, mientras que las moDCs solo migran 

bajo condiciones de inflamación (Marquet  et al., 2014). Adicionalmente, LCs y DCs dérmicas de 

ratón y humano son reconocidas cuando se utiliza un mAb anti-DEC205 aplicado por la vía 

intradérmica (Flacher  et al., 2010). En resumen, DCs dérmicas parecen ser un blanco prometedor 

para la aplicación de vacunas basadas en direccionamiento de antígenos. 

Anteriormente, nuestro grupo de investigación reportó un anticuerpo recombinante quimérico ratón 

x cerdo con reactividad hacia el receptor DEC205 de cerdo, denominado rAb ZH9F7. Dicho 

anticuerpo quimérico se utilizó para direccionar antígenos de PRRSV hacia DCs DEC205+ 

dérmicas (Bustamante-Córdova  et al., 2021; Bustamante-Córdova  et al., 2019). Los resultados 

obtenidos mostraron que la estrategia fue capaz de estimular una respuesta protectora limitada. Por 

lo tanto, surgen diversas preguntas respecto al cómo el direccionamiento de antígenos hacia el 

receptor DEC205 puede estimular una respuesta inmune protectora y cómo esta respuesta podría 

ser optimizada utilizando el direccionamiento de antígenos de otros patógenos como el Circovirus 

porcino tipo 2 (PCV2). 

El PCV2 perteneciente a la familia Circoviridae, es un virus no icosaédrico sin envoltura con un 

genoma conformado por una molécula de DNA circular de cadena sencilla de menos de 2,000 

nucleótidos de extensión. Por lo tanto, es considerado el miembro más pequeño de la familia 

(Tischer  et al., 1982). En el genoma de PCV2, es el marco de lectura abierto 2 (ORF2) quien 

codifica la proteína de cápside o Cap, el mayor componente estructural, así como principal blanco 

de la respuesta inmune humoral y celular (Fort  et al., 2010; Nawagitgul  et al., 2002). Esta 

característica hace que la Cap del PCV2 sea un objetivo apropiado para evaluar su efecto en la 

respuesta celular y humoral tras su direccionamiento hacia DCs DEC205+ en cerdos.  
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1. Importancia de las DCs, Diversidad Fenotípica y Funcional. 

 

 

Las DCs son parte fundamental del sistema inmune innato y juegan un papel importante en el inicio 

y regulación de la respuesta adaptativa (Banchereau & Steinman, 1998). Su principal función 

radica en el reconocimiento, captura y procesamiento de los antígenos, con el propósito de 

presentar péptidos inmunogénicos a los linfocitos T vírgenes e iniciar la respuesta inmune 

adaptativa (Fadilah & Cheong, 2007). El reconocimiento e internalización de antígenos está 

mediado por receptores en la superficie de las DCs. Algunos ejemplos son: receptores para el Fc 

de las inmunoglobulinas, receptores de complemento, integrinas, receptores tipo lectina C como 

DC-SIGN, DEC205, langerina, receptor de manosa (Clark  et al., 2000; Platt  et al., 2010). Estas 

células tienen la característica de estimular a los linfocitos T vírgenes tanto in vitro como in vivo, 

mediando el establecimiento de una respuesta inmune específica. Además, pueden inducir la 

activación de las células NK y la activación de los linfocitos B a células productoras de anticuerpos 

(Banchereau  et al., 2000).  

En los modelos murino y humano se han reportado diversas poblaciones de DCs que difieren desde 

su ontogenia, migración, capacidad de activación de linfocitos T vírgenes, así como polarización 

en la respuesta celular Th1, Th2 o Th17 que inducen. Todas las DCs expresan HLA-DR y carecen 

de marcadores de linaje de linfocitos T (CD3), linfocitos B (CD19/20) y de NKs (CD56).  

 

 

2.1.1. DCs Convencionales (cDCs)  

 

 

Las cDCs provienen de precursores mieloides con marcadores CD11c, CD13, CD33 y CD11b, con 

desarrollo dependiente de la tirosina quinasa 3 similar a FMS (FLT3) y su unión al ligando FLT3L 

(Ginhoux  et al., 2009). Este tipo de DC puede además dividirse en dos poblaciones denominadas 

DCs convencionales tipo 1 (cDC1) y tipo 2 (cDC2) que se caracterizan por lo siguiente: 
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2.1.1.1. cDC1: Se encuentran distribuidas en sangre, piel, en ganglios linfáticos como células 

residentes y migratorias (Segura  et al., 2012). En humanos la población CD141+ (BDCA-3) es 

equivalente a la subpoblación CD103+/CD8+ en ratón y, de manera similar a las cDC1 en otras 

especies, expresan XCR1 y CLEC9A los cuales, hasta el momento, han sido considerados 

marcadores universales para las DCs. Su desarrollo requiere del factor de transcripción BATF-3 y 

tienen la característica de tener alta expresión de IRF-8 (Auray  et al., 2016; Hildner  et al., 2008). 

Al igual que la población CD103+/CD8+ murina, en humano se expresa DEC205 en altos niveles, 

con gran capacidad para llevar a cabo presentación cruzada (Bedoui  et al., 2009; Kato  et al., 

2006). Este tipo celular tiene alta capacidad para producir IL-12 polarizando así una respuesta de 

linfocitos T CD4+ hacia el perfil Th1 (Villadangos & Shortman, 2010). Tienen, además, al igual 

que las cDC2, un papel importante en la activación de linfocitos B foliculares apoyando el proceso 

de proliferación y maduración de células B (Kato  et al., 2020). En cerdos, esta población se 

identifica como CD14−CD172a−/lowCADM1+wCD11R1(CD11b)+DEC205+XCR1+CLEC9A+ 

dependientes de BATF3 (Auray  et al., 2016). 

 

 

2.1.1.2. cDC2: Al igual que las cDC1, expresan marcadores mieloides y se encuentra distribuidas 

en todo el organismo. En humanos su fenotipo es CD1c (BDCA-1)+ CD11c+ CD11b+ 

Sirp(CD172a)+, siendo equivalente a la población de DCs CD11b+ murina. Tienen alta expresión 

de IRF-4 y su desarrollo es dependiente del factor de transcripción RelB (Briseño  et al., 2017). En 

la población de DCs dérmicas de humano, las cDC2 se caracterizan por la expresión del receptor 

CD1a aunque en menor grado que las LCs (van de Ven  et al., 2011). A diferencia de su contraparte 

en ratón, en humanos este tipo celular expresa DEC205 y se ha reportado con capacidad de 

presentación cruzada, aunque menos eficiente que la población cDC1 (Kato  et al., 2006; Nizzoli  

et al., 2013). Funcionalmente, se han caracterizado por mediar la inducción de respuestas tipo Th2 

y Th17 (Schlitzer  et al., 2013). Pueden encontrarse en ganglios linfáticos en la zona de 

células T como células interdigitantes. En cerdo el fenotipo que presenta es  

CD135+CD14-CD172a+CADM1+CD115+wCD11R1+CD1+DEC205+ (Auray  et al., 2016). 
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2.1.2. DCs Plasmacitoides (pDCs) 

 

 

Provienen de precursores linfoides y carecen de los marcadores mieloides previamente 

mencionados. Sin embargo, expresan los marcadores CD123, CD303 (BDCA-2) y CD304 

(BDCA-4) y su desarrollo depende de del factor de transcripción E2-2 (Cisse  et al., 2008; Solano-

Gálvez  et al., 2018).  Se encuentran principalmente en sangre y ganglios linfoides, sin embargo, 

su presencia en piel no es muy común. Por otro lado, su importancia funcional radica en la 

respuesta antiviral, por lo que están equipadas con los receptores tipo Toll (TLR) como el TLR3, 

TLR7 y TLR9, para la detección de antígenos virales seguido de la expresión de altos niveles de 

IFN tipo I (Auray  et al., 2020; Lauterbach  et al., 2010). Ante el inicio de un proceso inflamatorio 

estas células pueden poblar órganos linfoides y no linfoides como la piel. Estas células también 

expresan el receptor DEC205 en humano y ratón (Artyomov  et al., 2015; Sengupta  et al., 2019). 

Se han reportado con capacidad de llevar a cabo presentación cruzada, activando linfocitos T CD8+ 

posterior a ser estimuladas vía TLR7 o TLR9 pero no en un estado basal complementario a la 

activación de linfocitos T CD4+, promoviendo respuestas Th1 o Th2 (Mouries  et al., 2008; Young  

et al., 2008). En cerdos el fenotipo es CD135+CD14+CD4+CD172a+CD123+CD303+DEC205+ 

(Auray  et al., 2016). 

 

 

2.1.3. Células de Langerhans (LCs) 

 

 

Estas células dendríticas residentes de la epidermis ocupan alrededor del 5% de las células 

nucleadas y se generan durante el desarrollo embrionario, momento en el cual salen del hígado y 

colonizan la epidermis (Ginhoux & Merad, 2010). Presentan limitada capacidad auto regenerativa, 

pero en condiciones de inflamación, donde esta población podría quedar reducida, pueden derivarse 

a partir de monocitos en circulación. Expresan alto nivel de CD207 (Langerina), CD1a+ y baja 

expresión de CD11c (Romani  et al., 2010).  Morfológicamente se observan gránulos en 

compartimientos endosómicos con altas concentraciones de Langerina lo cuales son llamados 

gránulos de Birbeck. Tanto en humano como en murinos se expresa el receptor DEC205 (Bellmann  
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et al., 2021; Valladeau  et al., 2002). En humano, esta población tiene capacidad de llevar a cabo 

presentación cruzada de manera similar a la población murina CD103+/CD8+ (Artyomov  et al., 

2015; Fehres  et al., 2017). Al igual que las cDC2, pueden encontrarse en ganglios linfáticos en la 

zona de células T como células interdigitantes. Pueden inducir respuesta de perfil Th17 o Treg bajo 

diferentes condiciones y son consideradas jugar un papel importante en la tolerancia periférica 

(Fujita  et al., 2009; Igyarto  et al., 2009). En cerdo el fenotipo de esta población es CD1a+, CD16+, 

CADM1+, CD207+, CD1+ CD163- DEC205+ (Marquet  et al., 2011b; Marquet  et al., 2014). 

 

 

2.1.4. DCs Derivadas de Monocitos (moDCs) 

 

 

Estas DCs también conocidas como DCs inflamatorias, se generan a partir de monocitos que 

migraron al órgano dañado en respuesta a estímulos inflamatorios con capacidad de migración a 

ganglios linfáticos regionales (León  et al., 2007). Su desarrollo no es dependiente de factores de 

transcripción relacionados con las cDCs o pDCs. Usualmente se ubican en órganos no linfoides en 

ausencia de inflamación. Expresan CD11c+, CD11b+, CD1a+, CD14+, este último evidencia su 

origen a partir de monocitos que migraron al sitio de inflamación. En humano y cerdo esta 

población se ha reportado con diferente grado de expresión de DEC205 en comparación con otras 

poblaciones de DCs (Flores-Mendoza  et al., 2010; Guo  et al., 2000). Además, tienen capacidad 

de activación de linfocitos T vírgenes y llevan a cabo presentación cruzada (Coillard & Segura, 

2021). La polarización en la respuesta de linfocitos T es hacia el perfil Th1 o Th2 (León  et al., 

2007; Mochizuki  et al., 2013). En cerdo esta población expresa CD206+CD209+CD172a+ 

CADM1+DEC205+. 

 

 

2.2. Papel de las DCs en el Proceso de Presentación Cruzada 

 

 

Bajo un esquema convencional de procesamiento y presentación de antígenos, aquellos que son 

capturados del espacio extracelular siguen una ruta de procesamiento y presentación por la vía de 
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MHC-II. Los antígenos reconocidos dentro del espacio intracelular son procesados y presentados 

por la vía MHC-I. Sin embargo, una característica peculiar de las DCs es su capacidad para realizar 

presentación cruzada. Esto consiste en que además de las vías previamente expuestas, pueden 

capturar antígenos extracelulares llevando a cabo un procesamiento y presentación por la vía MHC-

I y activar de esta forma linfocitos T CD8+. Esta respuesta tiene un papel importante en el 

establecimiento de respuestas hacia antígenos virales y tumorales.  

Actualmente, existen diversos mecanismos que se han estudiado para evaluar cómo este proceso 

puede ser llevado a cabo. En la figura 1 se representan las dos vías principales por las cuales un 

antígeno extracelular puede tener acceso a la vía de presentación de MHC-I. La primera de ellas, 

la vía citosólica, implica que el antígeno internalizado pueda escapar desde el lumen del endosoma 

hacia el citosol y posteriormente ser marcado para degradación por el proteasoma (Saluja  et al., 

2014). Una vez degradado, los péptidos obtenidos del antígeno pueden ser transportados hacia el 

lumen del retículo endoplásmico por los transportadores asociados al procesamiento de antígenos 

(TAP) o nuevamente hacia los endosomas. De esta manera, los péptidos obtenidos de un antígeno 

extracelular podrían ser ensamblados en las moléculas de MHC-I recién sintetizadas y ser 

proyectados en la superficie celular, donde posteriormente se llevará a cabo la presentación a 

linfocitos T CD8+. En el modelo murino, existe evidencia del escape de antígenos capturados del 

espacio extracelular hacia el citoplasma, evaluado en la población de DCs CD8+ caracterizadas 

por su eficiente capacidad de presentación cruzada (Lin  et al., 2008).  
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Figura 1. Mecanismos de presentación cruzada por la célula presentadora de antígeno. Modificado 

de (Joffre  et al., 2012).  

 

 

Por otro lado, la vía vacuolar implica que los antígenos contenidos en los compartimentos 

endocíticos sean degradados por proteasas lisosomales y, posteriormente, la maquinaria de la vía 

MHC-I pueda ser reclutada para permitir el ensamblaje de los péptidos dentro del endosoma. En 

este escenario, la degradación de los antígenos ocurre dentro del endosoma. Posteriormente, 

moléculas de MHC-I que se reciclan desde la superficie, pueden fusionarse con los endolisosomas 

y posibilitar que los péptidos recién generados sean acoplados a ellas (Basha  et al., 2008). Tanto 

en DCs de ratón como de humano, la inhibición de las cisteína proteasas o evitar la acidificación 

endosomal, afecta negativamente la presentación cruzada por la vía vacuolar, confirmando así la 

actividad de una vía alterna TAP-proteasoma independiente (Bertholet  et al., 2006; Di Pucchio  et 

al., 2008; Shen  et al., 2004). El bloqueo de esta vía no evita la presentación cruzada por las DCs 

CD8+ mientras que las moDCs inflamatorias reducen significativamente este mecanismo, lo que 

demuestra que en las DC bona fide e inflamatorias el proceso de presentación cruzada funciona 

bajo diferentes vías (Segura  et al., 2009). 

A diferencia de los macrófagos, que rápidamente acidifican sus endosomas activando mecanismos 
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de proteólisis, las DCs tienen la capacidad de evitar la activación de proteasas lisosomales 

alcalinizando sus endosomas (Delamarre  et al., 2005). Este proceso es llevado a cabo por la 

producción de especies reactivas de oxígeno ROS, que pueden evitar la acidificación del endosoma, 

retardando así la degradación de los antígenos internalizados con la posibilidad de escape al citosol 

y posterior presentación cruzada (Savina  et al., 2006). Se ha observado que la depleción de DCs 

CD11c+ en el modelo murino compromete significativamente la presentación cruzada y activación 

de linfocitos T CD8+ (Jung  et al., 2002). De igual forma, al suprimir la población de DCs CD8+ 

en el modelo murino, la respuesta antiviral y antitumoral mediada por linfocitos T CD8+ se afecta 

negativamente (Hildner  et al., 2008; Jung  et al., 2002). Debido a estas características, se entiende 

el papel de las DCs como células indispensables en la presentación cruzada enfatizando su 

potencial para el desarrollo de estudios de direccionamiento de antígenos o implementación de 

vacunas basadas en DCs. 

Considerando la heterogeneidad entre las diversas poblaciones de DCs, tanto fenotípicamente 

como funcionalmente, es evidente que surjan dudas respecto a su capacidad para llevar a cabo el 

proceso de presentación cruzada. 

 

 

2.3. Características del Receptor DEC205 con Potencial de Presentación Cruzada 

 

 

El receptor DEC205 (Ly75 o CD205) es un miembro de la familia de receptores de lectinas tipo C, 

cuya unión a carbohidratos es dependiente de calcio, misma familia en la que se encuentran otros 

receptores como el receptor de manosa, langerina, DC-SIGN, entre otros. Este receptor endocítico 

se expresa predominantemente en DCs, aunque también se reporta en diversos tipos celulares como 

en macrófagos, linfocitos T y linfocitos B, con expresión diferencial entre especies (Auray  et al., 

2016; Idoyaga  et al., 2011; Kato  et al., 2006; Talker  et al., 2018).  

Dentro de esta familia, el DEC205 está formado por un dominio citoplasmático pequeño y un gran 

dominio extracelular conformado por diversos subdominios: ricos en cisteína, fibronectina tipo II 

y 10 dominios continuos de reconocimiento de carbohidratos (Figdor  et al., 2002). Mientras el 

dominio extracelular está involucrado en el reconocimiento de antígenos, el extremo 

citoplasmático del receptor DEC205 contiene secuencias que regulan su orientación intracelular y 
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posterior reciclado (Jiang  et al., 1995). La figura 2 muestra una representación esquemática de la 

familia de receptores de lectinas tipo C, entre las cuales se muestran las características estructurales 

del receptor DEC205. Este receptor se ha caracterizado en ratones, humanos, ovejas y cerdos 

(Flores-Mendoza  et al., 2010; Jiang  et al., 1995; Kato  et al., 1998; Swiggard  et al., 1995). En el 

modelo porcino, la estructura del receptor DEC205 conserva una identidad del 81% y 74% con las 

secuencias de DEC205 murina y humana, respectivamente (Flores-Mendoza  et al., 2010). Por lo 

anterior, es posible que sus características funcionales sean conservadas entre las diferentes 

especies. 

El dominio intracelular del receptor DEC205 lo dirige hacia los endosomas tardíos, posibilitando 

el encuentro con vesículas ricas en moléculas MHC-II. Una característica de este receptor es que 

tiene la capacidad de reciclarse desde los endosomas tardíos, incrementando la presentación de 

antígenos por MHC-II hasta 100 veces más que el receptor de manosa (Mahnke  et al., 2000). La 

región involucrada en este tráfico intracelular y posterior reciclaje hacia la superficie, es una región 

distal con una tríada EDE que dirige hacia endosomas tardíos y de esta forma, alcanzar la 

maquinaria para ensamblaje en MHC-II. Es importante destacar que la porción intracelular de 

DEC205 no cuenta con un dominio de activación celular por lo que, el simple acoplamiento del 

receptor a un ligando o anticuerpo no garantiza la activación de la DC y su subsecuente maduración 

(Bonifaz  et al., 2002). 
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Figura 2. Familia de receptores de lectinas tipo C. Descripción estructural de los miembros de la 

familia en la que se encuentra el receptor DEC205. Modificado de (Figdor  et al., 2002). 

 

 

A pesar de que no se ha determinado un ligando específico para el receptor DEC205, se ha 

reportado como un receptor “promiscuo”, con capacidad de reconocimiento de moléculas extrañas 

e incluso propias. Se ha descrito que el DEC205 tiene capacidad de reconocer motivos CpG 

presente en el DNA de algunas bacterias y virus, permitiendo su actividad como receptor de 

reconocimiento de patrones (Lahoud  et al., 2012). Otros autores reportan que DEC205 es un 

receptor que reconoce antígenos expresados durante la necrosis y apoptosis en diversos tipos 

celulares y posiblemente, mantener un estado de tolerancia hacia antígenos propios (Cao  et al., 

2016; Figdor  et al., 2002; Shrimpton  et al., 2009).  

Aun sin haber sido establecido un ligando específico para DEC205, ha sido blanco para el 

desarrollo de anticuerpos monoclonales que puedan acoplarse a él, acarrear y entregar antígenos a 

las DCs (Alvarez  et al., 2013; Bonifaz  et al., 2002; Bonifaz  et al., 2004). Esta herramienta de 

direccionamiento, dependiendo de la estrategia, puede promover el desarrollo de una respuesta de 

tolerancia periférica (en ausencia de estímulos de activación) o la activación de la respuesta por 

linfocitos T CD4+ y CD8+ (Badillo-Godinez  et al., 2015; Bonifaz  et al., 2002; Spiering  et al., 

2015). 
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La característica más interesante del receptor DEC205, misma que lo posiciona como un blanco 

popular en direccionamiento de antígenos hacia DCs, es que promueve la presentación cruzada. Lo 

anterior resulta de la internalización de antígenos extracelulares los cuales son posteriormente 

procesados y presentados en contexto no sólo en MHC-II sino también MHC clase I, promoviendo 

la activación de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Joffre  et al., 2012).  

 

 

2.4. Caracterización del Direccionamiento hacia DCs DEC205 en Ratón 

 

 

Las DCs son muy reconocidas como una pieza clave en la inmunidad adaptativa, desempeñando 

un papel crucial como puente entre la respuesta innata y adaptativa. Particularmente, su alta 

capacidad y eficiencia para llevar a cabo la presentación cruzada activando linfocitos T CD4+ como 

CD8+, las ha destacado como un blanco para desarrollo de vacunas. En consecuencia, las DCs han 

sido ampliamente estudiadas en ensayos de direccionamiento de antígenos, teniendo como blanco 

a diferentes receptores endocíticos, aplicado por diferentes rutas, en diversas especies como 

humanos, ratones, gallinas, bovinos y cerdos (Bonifaz  et al., 2004; Deloizy  et al., 2017; Fossum  

et al., 2015; Jáuregui-Zúñiga  et al., 2017; Njongmeta  et al., 2012; Shrestha  et al., 2021; 

Subramaniam, Piñeyro,  et al., 2017; Tsuji  et al., 2011).  Entre los receptores blanco para el 

direccionamiento de antígenos hacia DCs se encuentran el CD11c, XCR1, DC-SIGN, Langerina y 

DEC205, siendo este último uno de los más populares (Chrun  et al., 2018; Idoyaga  et al., 2011; 

Li  et al., 2017; Subramaniam, Piñeyro,  et al., 2017; Tsuji  et al., 2011).  

En el modelo murino, la evaluación de la funcionalidad y fenotipo de las DCs ha sido ampliamente 

estudiado. Se han caracterizado diversas poblaciones celulares que expresan el receptor DEC205, 

entre las que se encuentra la población CD8+/CD103+ las cuales representan la población de cDC1 

en ganglios linfáticos y órganos no linfoides, las DCs dérmicas y LC. En este modelo son las 

poblaciones CD8+/CD103+ las que han sido caracterizadas por su habilidad de inducir la respuesta 

tipo Th1 (Harpur  et al., 2019).  

Gran parte de la información obtenida en ensayos de direccionamiento de antígenos hacia DCs y 

otras poblaciones celulares, se ha generado en el modelo murino. Los primeros reportes de la 

evaluación de direccionamiento de antígenos en este modelo se llevaron a cabo empleando 
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ovoalbúmina (OVA) acoplada a un mAb anti-DEC205. La respuesta de proliferación de linfocitos 

T CD4+ y CD8+ así como en la producción de IFN-γ fue significativamente optimizada en el grupo 

tratado con el OVA-anti-DEC205, en contraste al grupo antígeno sin direccionar (Bonifaz  et al., 

2004). En el mismo modelo, se observó que el direccionamiento vía subcutánea produce una 

respuesta sistémica, detectando el anticuerpo anti-DEC205 en órganos linfoides distales hasta 3 

días post-inyección. En la evaluación de antígenos de Trypanosoma cruzi hacia DCs DEC205+, la 

producción de IFN-γ y proliferación de linfocitos T CD4+ fue marcadamente incrementada, a 

diferencia de su contraparte sin direccionar (Rampazo  et al., 2015). 

Tras la evaluación del direccionamiento a DCs DEC205 aplicado intradérmicamente, se analizó la 

presencia de células migratorias positivas al marcaje con el anti-DEC205. De esta manera, en 

ganglios linfáticos regionales se encontraron tanto LC como DCs dérmicas (Langerin+CD103+ 

cDC1 y Langerin-CD103-CD11b+ cDC2) las cuales mostraron un 86% y 6.6% de positividad al 

marcaje con el anti-DEC205, respectivamente, lo que indica que fueron células migratorias de la 

piel y no residentes del ganglio linfático. Aunado a lo anterior, el efecto de direccionamiento por 

transporte pasivo a través del drenaje linfático también fue comprobado, lo que indica que el 

direccionamiento es una combinación entre el transporte activo y pasivo de antígenos (Flacher  et 

al., 2012). 

 

 

2.5. Caracterización del Direccionamiento hacia DCs DEC205+ en Humanos 

 

 

En humanos, DEC205 es expresado en diferentes poblaciones celulares. En sangre periférica 

DEC205 se expresa en altos niveles en DCs mieloides y monocitos, niveles moderados en linfocitos 

B y bajos niveles en células NK, pDCs y linfocitos T (Kato  et al., 2006). En monocitos y moDC 

se ha confirmado que el acoplamiento del mAb-anti DEC205 promueve la internalización del 

complejo anticuerpo-receptor (Butler  et al., 2007). En la piel es expresado principalmente en DCs 

dérmicas, aunque las LC también muestran una baja expresión de este (Stoitzner  et al., 2014). El 

direccionamiento de antígeno nuclear 1 del Epstein Bar virus, hacia DEC205 tuvo un mayor efecto 

sobre las DCs CD141+ produciendo la activación de linfocitos T CD4+ secretoras de IFN- 

(Meixlsperger  et al., 2013). Esta población se ha reconocido como homóloga a las DCs CD103+ 
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de ratón, con una alta expresión de DEC205. 

En la evaluación y caracterización del mecanismo de direccionamiento a DCs DEC205+ vía piel, 

la aplicación intradérmica del mAb anti-DEC205 ex vivo, mostró que las DCs CD1a+ dérmicas 

presentaron una mayor capacidad de ser teñidas en comparación con las DC CD14+. De igual 

forma, las LC fueron eficientemente teñidas ex vivo. En dichos experimentos, la aplicación de poly 

(I:C) indujo una mayor expresión de DEC205 en DCs dérmicas y LC, mejorando las capacidades 

de reconocimiento de dichas poblaciones por el mAb anti-DEC205 (Stoitzner  et al., 2014). En el 

mismo modelo humano, la expresión de DEC205 es sobre regulada posterior a la maduración de 

las DCs dérmicas y LC mientras que no hubo un efecto en la población de DCs CD14+. De esta 

manera, la importancia de un estímulo de maduración en el direccionamiento a DCs DEC205+ 

puede optimizar el proceso de reconocimiento y captura por parte de las DCs dérmicas (Birkholz  

et al., 2010; Ebner  et al., 2004).  

El direccionamiento hacia DCs dérmicas y LC ex vivo ha mostrado como resultado la estimulación 

de linfocitos T productores de IFN- y TNF- en el que los macrófagos CD14+ no presentaron un 

efecto de reconocimiento (Bellmann  et al., 2021). En la evaluación de direccionamiento de 

antígenos in vitro utilizando moDCs DEC205+ de humano, se favoreció el proceso de presentación 

por la vía MHC-II activando así linfocitos T CD4+ (Birkholz  et al., 2010). En contraste, el 

direccionamiento de antígenos de melanoma cargados en nanopartículas recubiertas con anti-

DEC205, permitió el escape endosoma-citosol en moDCs, posibilitando la presentación a linfocitos 

T CD8+ citotóxicos (Saluja  et al., 2014). En este último, la utilización de un sistema de entrega 

basado en nanopartículas parece beneficiar el escape de los antígenos hacia el espacio 

citoplasmático, posibilitando el proceso de presentación cruzada.  

Recientemente se ha reportado un estudio clínico en fase 2, el cual evaluó el direccionamiento del 

antígeno NY-ESO-1 hacia DCs DEC205+ en humanos, vía subcutánea-intradérmica. La estrategia 

incluyó la administración del ligando FLT3L junto con el uso del adyuvante poly-ICLC. En la 

evaluación in vivo, el pre-tratamiento de los individuos con aplicación de FLT3L permitió el 

reclutamiento y expansión de cDC1, cDC2 y pDC en el sitio de aplicación, con la activación 

subsecuente de células T CD4+ y CD8+ producto del direccionamiento a DCs DEC205+ (Bhardwaj  

et al., 2020; Saluja  et al., 2014). De esta forma, las estrategias, vías y sistemas de direccionamiento 

de antígenos se han mostrado muy heterogéneas, obteniendo, por tanto, diversidad en los resultados 

obtenidos. La búsqueda constante de nuevas estrategias para optimizar la respuesta y procesos de 

presentación cruzada en direccionamiento a DCs DEC205+ y otros blancos, sigue siendo un objeto 
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de estudio y escrudiño. 

2.6. Direccionamiento de Antígenos hacia DCs DEC205 en Animales de Granja 

 

 

En aves, el direccionamiento de antígenos de influenza aviar hacia DEC205 mejoró la respuesta de 

anticuerpos totales y neutralizantes, aunque la respuesta celular mediada por IFN-γ, IL-6, e IL-1β, 

no mostró un efecto positivo (Jáuregui-Zúñiga  et al., 2017; Shrestha  et al., 2021). En el mismo 

modelo, el direccionamiento de antígenos tumorales del virus del sarcoma de Rous indujo respuesta 

Th1 mediada por la producción de IL-12, IL-2 e IFN- sin presentar un efecto en la respuesta 

humoral (Mucksová  et al., 2017). Es interesante que aun en el mismo modelo, el mismo tipo 

celular y receptor blanco, la respuesta obtenida por el direccionamiento de antígenos mostró 

resultados contrastantes. 

En bovinos, el direccionamiento de antígenos de Anaplasma marginale, empleando anticuerpos 

scFv anti-DEC205, aumentó el número de células T CD4+ productoras de IFN-γ, proliferación de 

linfocitos CD4+ y altos títulos de anticuerpos IgG (Njongmeta  et al., 2012). En ovinos, el 

direccionamiento de antígenos del virus de la fiebre del valle del Rift hacia DCs DEC205+ estimuló 

mayor frecuencia de linfocitos T productores de IFN- aunque la respuesta humoral no mejoró, sin 

promover un efecto protector ante un desafío viral (Chrun  et al., 2018).  

En el modelo porcino se han caracterizado diversas poblaciones de células DEC205+ en sangre 

periférica entre las cuales, cDC1 presentan una mayor expresión, seguidos de cDC2, monocitos y 

pDCs (Auray  et al., 2016). En órganos linfoides como bazo, ganglios linfáticos mesentéricos, 

submaxilar y tonsila, tanto cDC1 como cDC2 han sido descritas con una variante expresión de 

DEC205, así como en DCs dérmicas (Flores-Mendoza  et al., 2012; Parra-Sánchez  et al., 2018). 

A pesar de que se han caracterizado diversas poblaciones de DCs DEC205+, sólo se han reportado 

un par de ensayos que evalúan la respuesta de direccionamiento de antígenos hacia DCs DEC205+ 

en cerdo. En uno de ellos, llevado a cabo por Subramaniam  et al., (2017), se direccionaron 

antígenos del virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), sin encontrar 

mejoría en los títulos de anticuerpos y en la respuesta celular en comparación al grupo sin 

direccionar (Subramaniam, Piñeyro,  et al., 2017). Se discute que, bajo las condiciones evaluadas, 

la ruta de aplicación subcutánea no resultó favorable para el objetivo planteado. Posteriormente, 

direccionando antígenos de PRRSV, vía intradérmica en el mismo modelo, se logró incrementar 
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los títulos de anticuerpos y frecuencia de linfocitos T CD4+ productores de IFN-, aunque no hubo 

respuesta robusta y tampoco un efecto protector ante el desafío viral (Bustamante-Córdova  et al., 

2019).  

A pesar de que la estrategia ha mostrado resultados interesantes respecto a su funcionalidad, los 

resultados obtenidos son impredecibles, presentando diversidad en la inducción de respuesta 

humoral y celular. Por lo tanto, no está claro cómo las diferentes poblaciones de DCs DEC205+ 

son blanco del direccionamiento y cómo esta estrategia puede ser optimizada con el objetivo de 

hacerla más eficiente, para nuestro interés, en el modelo porcino. De esta forma, el objetivo del 

presente trabajo fue analizar paso a paso cómo es que tanto in vitro como in vivo, diferentes 

poblaciones blanco del direccionamiento a través de DEC205 son teñidas tanto en sangre como en 

tejidos porcinos y cómo estos resultados empatan con la respuesta inmune obtenida. 

 

 

2.7. Circovirus Porcino Tipo 2 y Variantes Emergentes 

 

 

Circovirus porcino (PCV) fue descrito por primera vez como un contaminante que infectaba 

persistentemente cultivos de células de riñón de cerdo, línea celular PK-15 (Tischer  et al., 1974). 

Perteneciente a la familia Circoviridae, el virus icosaédrico no envuelto posee en su genoma una 

molécula circular de DNA de cadena sencilla, con extensión menor a 2000 nucleótidos, 

considerado el miembro más pequeño de la familia (Tischer  et al., 1982). Actualmente se han 

descrito diversos PCV con organización genómica similar, aunque difieren en su patogenicidad y 

en diversidad de genotipos. Las enfermedades asociadas a Circovirus porcino se manifiestan 

clínicamente como el síndrome de desgaste multisistémico post-destete, enfermedades entéricas, 

respiratorias, fallos reproductivos, síndrome de nefropatía y dermatitis porcina (Opriessnig  et al., 

2007). Afectan principalmente a lechones entre 5-18 semanas de edad y la tasa de morbilidad varia 

del 15 al 80% en casos complicados (Lv  et al., 2014). Dichas enfermedades son de alta importancia 

económica para la industria porcícola, debido a las pérdidas que causan y a los costos en medidas 

de control (Ellis, 2014). 

El comercio internacional de cerdos reproductores y derivados de cerdo ha contribuido a la 

diseminación de genotipos de PCV que en principio se creían confinados a un lugar. La dinámica 
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en su circulación en el mundo se caracteriza por la prevalencia periódica de diversos genotipos, 

que posterior a diseminarse, son reemplazados por genotipos emergentes (Franzo  et al., 2016). 

Actualmente, se conocen 4 tipos de circovirus porcinos, PCV1, PCV2, PCV3 y PCV4 y diversos 

genotipos de PCV2 que difieren en su patogenicidad (Palinski  et al., 2017; Tischer  et al., 1982; 

Tischer  et al., 1986; Tischer  et al., 1974; Zhang  et al., 2020). 

El PCV2 se considera el principal agente etiológico en diversas patologías conocidas en conjunto 

como enfermedades asociadas a Circovirus porcino (Gillespie  et al., 2009; Meehan  et al., 1998). 

Se conocen seis genotipos de PCV2, los cuales se diferencian en la secuencia codificante para la 

proteína Cap (Franzo  et al., 2015). Durante el 2016, se evaluó la prevalencia en la circulación de 

PCV2 en Estados Unidos, encontrándose que los genotipos PCV2a y PCV2b, que eran los más 

comunes, fueron reemplazados por el genotipo PCV2d. Éste, cuatro años antes había sido detectado 

como un novedoso genotipo mutante de PCV2b, con mayor virulencia a sus antecesores 

(Opriessnig  et al., 2013; Xiao  et al., 2016).  Recientemente, en México y Estados Unidos se 

detectó la circulación de una cepa denominada PCV2e (Harmon  et al., 2015) y en China durante 

el año 2018 se presentó la aparición de una nueva cepa de PCV2, denominada PCV2f (Bao  et al., 

2018). En el mismo año, se evaluó la prevalencia de genotipos PCV2 en México, encontrándose 

que el 87.5% corresponde a infecciones por PCV2b (Bedolla López  et al., 2018). La circulación 

simultánea de diferentes genotipos de PCV2 en una región, posibilita la aparición de coinfecciones 

en cerdos. En casos de coinfección con diferentes genotipos de PCV2, puede presentarse 

recombinación genética y aumentar la virulencia de las cepas resultantes in vitro, así como una 

incrementada replicación del virus in vivo (Gerber  et al., 2013; Guo  et al., 2011; Huang  et al., 

2013). 

Hasta hace pocos años, PCV2 era considerado como un patógeno exitosamente controlado 

mediante la vacunación. A la fecha, el rápido recambio en circulación y aparición de nuevos 

genotipos de PCV2, incluso más virulentos, pone en duda la eficacia en protección de las 

estrategias de vacunación actuales contra la infección por genotipos emergentes de PCV2. 

 

 

2.8. Principales Antígenos del PCV2 
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El genoma de PCV2 posee 11 potenciales marcos de lectura abiertos (ORF), denominados ORF1 

a ORF11 (Lv  et al., 2014). ORF1, ORF2 y ORF3 codifican, respectivamente, para las proteínas 

de replicación Rep, la proteína que forma la cápside del virión Cap y la proteína ORF3 involucrada 

en la patogenicidad del virus (Figura 3).  La proteína Rep es considerada una proteína 

inmunogénica significativa de PCV2, con importancia en inmunidad mediada por células, para 

limitar la replicación de PCV2 y prevenir la progresión hacia enfermedades asociadas a PCV (Fort  

et al., 2010).  

 

 

 
Figura 3. Características estructurales del Circovirus porcino. a) Organización estructural y arreglo 

del genoma de PCV2. b) Modelado de la cápside de PCV2a y subunidad capsómero realizado en 

Swiss-Model. 

 

 

La proteína Cap se considera el marcador filogenético y epidemiológico más rentable del PCV2 

(Olvera  et al., 2007). Es el único componente estructural de la cápside viral y el principal blanco 

del sistema inmune (Nawagitgul  et al., 2002). Los epítopes inmunogénicos de Cap, que son 

reconocidos por anticuerpos de cerdos infectados por PCV2, se encuentran determinados por las 

regiones A, B, C y D, las cuales corresponden a las secuencias de aminoácidos  65-87, 113-139, 
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169-183, y unos cuantos del extremo carboxilo terminal (Lekcharoensuk  et al., 2004). La variación 

en un solo aminoácido dentro de dichas regiones, resulta suficiente para evadir la actividad 

neutralizante de anticuerpos específicos a un genotipo determinado (Franzo  et al., 2016). Por 

último, la proteína ORF3 codificada por el ORF3, no es crucial en la replicación del virus, pero si 

importante en la patogénesis molecular de PCV2. Su localización dentro del núcleo de células 

infectadas lleva a cabo la inducción de la apoptosis, por activación de la vía de caspasas 3 y 8 (Lin  

et al., 2011; Liu  et al., 2006; Liu  et al., 2005). Así mismo, ORF3 juega un papel importante en el 

desarrollo de las lesiones patológicas por PCV2 (Karuppannan  et al., 2009). La apoptosis inducida 

por ORF3 conduce a la diseminación sistémica de PCV debido al reclutamiento de macrófagos, 

los cuales podrían acarrear partículas virales a los ganglios linfáticos incrementando la velocidad 

de diseminación del virus in vivo (Karuppannan & Kwang, 2011). 

De entre los 3 antígenos más estudiados del PCV2, la proteína Cap es el antígeno predominante 

para el desarrollo de vacunas contra PCV2, dado que es la que se ha reportado como blanco 

principal de la respuesta inmune humoral y celular (Fort  et al., 2010; Nawagitgul  et al., 2002). 

Por lo tanto, considerando la capacidad de este antígeno para activar a linfocitos B y T (debido a 

la presencia de epítopes de linfocitos B y T), creemos que la Cap del PCV2 es un candidato 

apropiado para evaluar su efecto en la respuesta humoral y celular tras el direccionamiento de 

antígenos hacia DCs DEC205+ en cerdos. 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

El direccionamiento de la cápside del virus PCV2 hacia células dendríticas DEC205+ 

proporcionará inmunidad medida con la respuesta de células T y producción de anticuerpos          

anti-PCV2 en cerdos. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. Objetivo General 

 

 

Evaluar la respuesta celular y humoral promovida por el direccionamiento de la cápside de PCV2, 

hacia células dendríticas DEC205+ en cerdos. 

 

 

4.2. Objetivos Particulares 

 

 

• Diseñar y expresar los genes codificantes para la obtención de la proteína cápside de PCV2 

(rCap) y el anticuerpo recombinante antiDEC205 unido a Cap (rAb-antiDEC205-Cap). 

• Evaluar el reconocimiento e internalización del rAb-antiDEC205-Cap en células dendríticas 

DEC205+ de cerdo. 

• Evaluar la respuesta humoral y celular inducida por la vacunación con rAb-antiDEC205-Cap 

en cerdos. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

5.1. Diseño de los Constructos de Expresión 

 

 

Las secuencias del gen ORF2 del PCV2a codificante a la proteína Cap fueron obtenidas por el 

Laboratorio de Inmunología de CIAD. A.C. durante 2012, en el análisis de los genotipos de PCV2 

circulantes en el estado de Sonora, México. Se utilizaron 2 variantes: la secuencia codificante a la 

proteína Cap completa (aminoácidos 1 al 233) y la versión truncada del antígeno Cap (tCap, 

aminoácidos 42-233), eliminando la secuencia de localización nuclear (aminoácidos 1-41).  La 

versión tCap fue clonada en el vector de expresión pET28a (+) entre los sitios BamHI y XhoI para 

la producción en sistema de expresión procariota E. coli BL21 Gold (DE3). 

El diseño del anticuerpo quimérico ratón x cerdo anti-DEC205 se realizó de acuerdo con lo descrito 

previamente por Bustamante-Córdova y colaboradores (2021). Brevemente, las secuencias 

codificantes para las regiones variables VL y VH del anticuerpo monoclonal (mAb) anti-DEC205 

clona ZH9F7 se unieron a las secuencias codificantes para las regiones constantes CL y CH de un 

anticuerpo IgG1 de cerdo (Sus scrofa) obteniendo SwLC ZH9F7 y SwHC ZH9F7. Después de la 

tercera CH del SwHC ZH9F7, colocamos la secuencia codificante de Cap y tCap para expresar las 

versiones del rAb ZH9F7 unidas a antígeno: rAb ZH9F7-Cap y rAb ZH9F7-tCap. Las secuencias 

SwLC ZH9F7, SwHC ZH9F7-Cap y rAb ZH9F7-tCap fueron clonadas en el vector de expresión 

pcDNA3.1(-) por GenScript entre EcoRI y HindIII. Adicionalmente, el constructo rAb ZH9F7 fue 

clonado en pcDNA3.1(+)-C-eGFP para obtener la versión del rAb ZH9F7 unido a la proteína verde 

fluorescente rAb ZH9F7-eGFP. Para la expresión del control de isotipo rAb 7DEU-tCap, se 

reemplazaron las regiones VH y VL del rAb ZH9F7 con las secuencias del mAb irrelevante obtenida 

del NCBI con acceso 7DEU_B reportado con capacidad neutralizante a SARS-CoV-2. De esta 

forma, se obtuvieron los genes SwLC 7DEU y SwHC 7DEU-tCap. 

La figura 4 muestra una representación esquemática de los diferentes constructos de expresión 

clonados en pcDNA3.1(-), pcDNA3.1(+)-C-eGFP y pET28a(+). 
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Figura 4. Representación esquemática de los diversos constructos para expresión del rAb ZH9F7-

Cap, rAb ZH9F7-tCap, rAb 7DEU-tCap, rAb ZH9F7-eGFP y tCap de PCV2a. 

 

 

5.2. Transformación de CQC E. coli TOP 10, E. coli BL21 Gold (DE3) y PCR de Colonia 

 

 

La transformación de células químicamente competentes y análisis de colonias positivas por PCR 

se llevó a cabo según lo reportado previamente (Melgoza González, 2018). Brevemente, se 

agregaron 100 ng de los plásmidos codificantes en pcDNA3.1 o pET28a(+) a células químicamente 

competentes (CQC) E. coli TOP10 o E. coli BL21 Gold (DE3), respectivamente. Se dio choque 

térmico incubando el vial de bacterias en baño de agua a 42°C durante 30 segundos para después 

ser regresadas al hielo durante 2 min más. Después del choque térmico, se agregaron 250 µL de 

medio SOC y se incubó durante una hora a 37°C, en agitación orbital a 220 rpm. Al finalizar la 

incubación, se inocularon placas de medio Luria Broth (LB) suplementado con 100 µg/mL de 

ampicilina o kanamicina (según correspondiera), agregando 150 µL de bacterias transformadas y 

se realizó sembrado masivo con asa bacteriológica. Se incubaron las placas durante 24 h, a 37°C.  

Posterior al periodo de incubación, se identificaron y seleccionaron colonias aisladas para realizar 

una reacción en cadena de la polimerasa (PCR), con el objetivo de encontrar aquellas positivas a 

la transformación con los plásmidos de expresión pcDNA3.1 o pET28a(+), según corresponda. Se 

llevó a cabo la preparación de la mezcla de reacción utilizando el equipo comercial Taq DNA 

Polymerase, recombinant de Invitrogen™, y se cargaron 25 µL por tubo de PCR. Para la carga del 
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templado, utilizando asa bacteriológica en punta, se tomó una porción de colonia bacteriana y se 

suspendió en la mezcla de reacción. Las cantidades de mezcla de PCR, protocolo de termociclador 

y los iniciadores empleados se describen en los cuadros 1, 2 y 3. La visualización del producto de 

PCR se realizó a través de electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, cargando 10 µL de producto 

de PCR + 2 µL de buffer de carga en cámara de electroforesis horizontal. La visualización de 

bandas en gel se realizó en equipo Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System with Image Lab™ 

de Bio-Rad. 

 

 

Cuadro 1. Preparación de mezcla de reacción para PCR de colonia. 

Reactivo Volumen por reacción 

Buffer PCR 10X   1.25 µL 

dNTP´s 10 mM 0.25 µL 

MgCl2 50 mM 0.75 µL 

Taq DNA Polimerasa 0.0625 µL 

Iniciador sentido 10 µM 0.25 µL 

Iniciador antisentido 10 µM 0.25 µL 

H2O grado biología molecular 22.1875 µL 

 

 

Cuadro 2. Protocolo de termociclador para PCR de colonia de E. coli TOP10 o E. coli BL21 

Gold (DE3) transformadas con plásmidos pcDNA3.1 o pET28a(+), respectivamente. 

Temperatura Tiempo Numero de ciclos 

94°C 3 min 1 

94°C 30 s 25 

61°C 1 min 25 

72°C 2 min 25 

72°C 10 min 1 

10°C ∞ 1 

 

 

Cuadro 3. Iniciadores utilizados para la identificación de colonias E. coli TOP10 o E. coli BL21 

Gold (DE3) positivas a la transformación con pcDNA3.1 o pET28a(+), respectivamente. 

Primer Secuencia Blanco 

pcDNA3.1 Fwd 5’-TAATACGACTCACTATAGGGAG-3’ Vector pcDNA3.1(+/-) 

pcDNA3.1 Rev 5’-AGAAGGCACAGTCGAG-3’ Vector pcDNA3.1(+/-) 

T7 Fwd 5´-TAATACGACTCACTATAGGG-3´ Vector pET28a(+) 

T7 Rev 5´-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3´ Vector pET28a(+) 
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5.3. Expresión, Purificación y Caracterización de rAbs ZH9F7-Cap, rAb ZH9F7-eGFP, rAb 

ZH9F7-tCap y rAb 7DEU-tCap. 

 

 

Una vez identificadas colonias E. coli TOP10 positivas a los pcDNA3.1(-)/SwLCZH9F7, 

pcDNA3.1(-)/SwHCZH9F7, pcDNA3.1(-)/SwHCZH9F7-Cap, pcDNA3.1(+)/rAbZH9F7-eGFP, 

pcDNA3.1(-)/SwHCZH9F7-tCap, pcDNA3.1(-)/SwLC7DEU y pcDNA3.1(-)/SwHC7DEU-tCap 

se llevó a cabo aislamiento de DNA plasmídico. Se seleccionó una colonia positiva a cada uno de 

los genes y se cultivó 150 mL de medio Luria Broth suplementado con ampicilina (100 ng/mL) 

durante 18 h a 37ºC a 225 rpm. La extracción de DNA plasmídico se realizó empleando el equipo 

ZymopureII Plasmid Maxiprep de Zymo research siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Para producir los anticuerpos recombinantes, se utilizó el sistema de expresión Expi293 (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La transfección con los plásmidos codificantes fue 

realizada siguiendo los protocolos del fabricante. Brevemente, 7.5×107 Expi293 fueron sembradas 

en un matraz con 25.5 mL de medio de expresión Expi293. Posteriormente, se llevó a cabo la 

preparación de los complejos de transfección utilizando 30 µg de los plásmidos codificantes para 

las cadenas pesadas y ligeras de los diferentes anticuerpos quiméricos (relación 1:2) y 81 µL del 

reactivo de transfección Expifectamine, ambos diluidos en medio Opti-MEM I (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). Las células transfectadas fueron incubadas a 37°C, 8% CO2, y 

125 rpm. Veintidós horas post-transfección, los potenciadores 1 y 2 fueron agregados a los 

matraces del cultivo.  

Diariamente se llevó a cabo la determinación de la viabilidad por exclusión con tinción en azul de 

tripán (Sigma–Aldrich, St Louis, MO, USA). Los cultivos transfectados fueron cosechados 4 días 

post transfección y los sobrenadantes fueron clarificados por centrifugación a 493 x g durante 10 

min. Una vez clarificados, se llevó a cabo la purificación de los anticuerpos de interés utilizando 

columnas HiTrap Protein G HP (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA), siguiendo las 

indicaciones del fabricante (Buffer de unión fosfato de sodio 20 mM, pH 7.0; buffer de elución 

glicina-HCl 0.1 M, pH 2.7). Durante la elución, se colectaron fracciones de 1 mL las cuales fueron 

recuperadas en buffer colector (Tris-HCl 1M, pH 9.0) y posteriormente analizadas por SDS-PAGE 

al 10% seguido de tinción con azul de Coomassie (Bio-Rad).  

Complementariamente, la caracterización de los anticuerpos purificados se llevó a cabo por 
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western blot. Después del SDS-PAGE, se llevó a cabo transferencia a membrana de PVDF la cual 

fue bloqueada usando PBST (Buffer de fosfatos salino “PBS” 1X pH 7.4 al 0.05% de Tween-20) 

con 5% de leche en polvo reducida en grasa. El bloqueo se realizó durante toda la noche a 4ºC. Al 

completar el bloqueo, se realizó un lavado con PBST y se agregó anticuerpo policlonal de cabra 

anti-IgG (H+L) de cerdo conjugado con HRP diluido 1:5,000 en PBST. La membrana fue incubada 

por 1 h a 37ºC en agitación y posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBST. Finalmente, se 

llevó a cabo el revelado tras la adición del sustrato cromogénico 3,3′,5,5′ tetrametilbenzidina 

(TMB) (Sigma, St Louis, MO, USA). 

 

 

5.4. Expresión, Purificación y Caracterización de tCap en E. coli BL21 Gold (DE3) 

 

 

Después de llevar a cabo la identificación de colonias positivas a la transformación por PCR de 

colonia, se seleccionó una colonia aislada positiva para llevar a cabo la preparación de un pre-

inóculo en 20 mL de medio fresco Luria Broth suplementado con kanamicina (100 ng/mL) el cual 

fue incubado por 16 h a 37ºC a 220 rpm. Transcurrido el periodo de incubación, 10 mL de pre-

inóculo fueron utilizados para realizar un escalamiento en la expresión e inocular 1000 mL de 

medio fresco LB con kanamicina. Los matraces de cultivo fueron incubados a 37ºC, a 220 rpm 

hasta que la densidad óptica alcanzó un valor entre 0.6 y 0.8, leída a 600 nm. En ese punto, se llevó 

a cabo la inducción en la expresión agregando IPTG a una concentración final de 0.2 mM. El 

cultivo celular fue cosechado por centrifugación a 8,000 x g a 4ºC, durante 30 min.  

Subsecuentemente, 1 gramo del botón bacteriano se suspendido en 4 mL de buffer de lisis TE (10 

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0). La suspensión de bacterias fue sonicada en baño de hielo 

aplicando 6 pulsos de 10 s, amplitud de 40%. Una vez sonicadas, se tomó la fracción soluble 

centrifugando a 16 x g, 4 ºC por 30 min. El sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de 

0.22 μM y cargado en una columna de cromatografía en metales inmovilizados (IMAC) HisTrap 

HP de 1 mL (Cytiva). La elución se llevó a cabo usando el equipo ÄKTAprime plus, a través de 

un gradiente de elución de 0 al 100% de buffer de elución B (Buffer A: 50 mM Tris-HCl, 500 mM 

NaCl, 20 mM imidazol, pH 7.4; Buffer B: 50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, pH 

7.4). Fracciones de 1 mL fueron colectadas y analizadas por SDS-PAGE al 12% seguido de tinción 
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con azul de Coomassie.  

Después de la visualización de productos en la tinción azul de Coomassie, se llevó a cabo un 

western blot. Para ello, posterior a completar el SDS-PAGE, se llevó a cabo transferencia a 

membrana de PVDF la cual fue posteriormente bloqueada usando PBST al 5% de leche reducida 

en grasa, a 4ºC toda la noche. Al finalizar el bloqueo, se realizó un lavado con PBST y se agregó 

anticuerpo monoclonal anti-poli-histidina conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich), 

diluido 1:2,000 en PBST. La membrana fue incubada por 1 h a 37ºC en agitación y posteriormente, 

se realizaron 3 lavados con PBST. Finalmente, se reveló tras la adición del sustrato de fosfatasa 

alcalina SIGMAFAST™ BCIP®/NBT (Sigma-Aldrich).  

Una vez confirmada la expresión del antígeno tCap del PCV2a en el sistema E.coli BL21 Gold 

(DE3) se removió la endotoxina utilizando el equipo comercial ToxinEraser Endotoxin Removal 

kit (GenScript), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los niveles remanentes fueron 

cuantificados con el equipo comercial ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit 

(GenScript) siguiendo las indicaciones del fabricante.  

Para confirmar que el antígeno purificado conservara su antigenicidad, se realizó un western blot, 

en el que después del bloqueo (previamente descrito), se incubó la membrana 1 h, a 37ºC con un 

suero policlonal de cerdo anti-PCV2, diluido 1:200 en PBST. Después de la incubación se 

realizaron 3 lavados con PBST y seguido de ello, se agregó un anticuerpo policlonal de cabra anti-

IgG (H+L) de cerdo conjugado con HRP, diluido 1:5,000 en PBST. Se incubó nuevamente 1 h a 

37ºC en agitación y después se realizaron 3 lavados adicionales. Finalmente, se agregó sustrato 

TMB para membrana para visualizar la banda de interés. 

 

 

5.5. Animales 

 

 

Cerdos clínicamente sanos fueron incluidos en este estudio y obtenidos de granjas libres de PRRSV 

y de virus de Influenza, así como sin historial de PCV2. Cerdos convencionales (hembras y 

machos) de 3-4 semanas de edad fueron recibidos. Los animales fueron alojados en la granja 

experimental del Laboratorio de Inmunología de CIAD A. C., con acceso a agua y alimento ad 

libitum. Los protocolos aplicados fueron aprobados por el Comité de Ética de CIAD. Al final de 
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los ensayos, los cerdos fueron sacrificados siguiendo las recomendaciones de la Norma Oficial 

Mexicana NOM-033-SAG/ZOO-2014, métodos para dar muerte a los animales domésticos y 

silvestres. 

 

 

5.6. Evaluación del Tiempo de Vida Media del rAb ZH9F7 en Circulación Sanguínea 

 

 

Para evaluar el tiempo de la vida media de rAb ZH9F7 en circulación sanguínea, cuatro cerdos 

sanos recibieron una dosis única de rAb ZH9F7 (200 µg/kg de peso corporal), aplicado vía 

parenteral en la vena de la oreja después de anestesiar con diazepam (1 mg/kg) y ketamina (10 

mg/kg). Se tomaron muestras de sangre periférica antes de la aplicación (tiempo 0), a las 8 y 24 h, 

y posteriormente a los 2, 4, 8, 11 y 14 días después de la aplicación.  

La presencia del rAb ZH9F7 en suero fue evaluada por ELISA. Para ello, placas de ELISA de 96 

pozos fueron recubiertas con el dominio extracelular (ECD) del receptor DEC205 porcino a una 

concentración de 2 µg/mL en buffer de carbonatos (100 mM, pH 9.6). Las placas fueron fijadas 

toda la noche a 4ºC. Después de la incubación, las placas fueron bloqueadas con PBST al 5% de 

leche reducida en grasa e incubadas a temperatura ambiente por 2 h. Los sueros de cerdo fueron 

diluidos 1:50 en PBS y 100 µL de las muestras diluidas fueron agregadas a los pozos de la placa 

(por triplicado) e incubadas a temperatura ambiente por 1 h. Después del periodo de incubación, 

se realizaron lavados con PBST y se agregó el anticuerpo de detección de cabra anti-IgG (H+L) de 

cerdo, conjugado con HRP (diluido 1:2500 en PBST). Se incubó durante 1 h a temperatura 

ambiente. Después, se reveló agregando 50 μL del reactivo TMB a cada pozo y se incubó durante 

15 min a temperatura ambiente. Finalmente, la reacción colorimétrica se detuvo agregando 50 μL 

de H2S04 2 N por pozo y la densidad óptica fue medida a 450 nm en lector de microplacas ELISA. 

 

 

5.7. Aislamiento de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMCs) 

 

 

Todos los experimentos de reconocimiento de células DEC205+, internalización y estimulación 
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fueron realizados utilizando células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Se tomaron 

muestras de sangre porcina por venopunción las cuales fueron colectadas en tubos con EDTA. 

Posteriormente, las PBMCs fueron aisladas por gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque plus 

(GE Healthcare, Plainfield, NJ, USA). Para ello, 4 mL de sangre con EDTA fueron cuidadosamente 

colocadas en tubo Falcon de 15 mL con 8 mL de reactivo Ficoll-Paque® plus, utilizando una 

relación sangre-Ficoll de 1:2. Después, los tubos fueron centrifugados a 493 x g durante 30 min sin 

freno. Al concluir la centrifugación, la capa de PBMCs fueron cuidadosamente removidas y 

lavadas dos veces con RPMI-1640 (Sigma–Aldrich) completo (suplementado con penicilina-

estreptomicina 100 unidades/mL y 100 μg/mL, respectivamente; 0.5 μg/mL de anfotericina B; 50 

μg/mL gentamicina y 10% de suero fetal bovino) con 2 mM de EDTA. Finalmente, las células 

fueron suspendidas en medio RPMI-1640 completo hasta que los ensayos fueran realizados. 

 

 

5.8. Evaluación de la Internalización Mediada por Receptor con rAb ZH9F7 

 

 

Para evaluar la endocitosis mediada por receptor después del acoplamiento del rAb ZH9F7 a 

DEC205, realizamos un experimento de internalización en PBMCs de cerdo evaluado por 

citometría de flujo. Para ello, 1 mg de rAb ZH9F7 fue biotinilado con el reactivo comercial EZ-

Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Después, las PMBCs de cerdo fueron bloqueadas con 

10% de suero de cerdo en PBA (PBS 1X pH 7.4 al 0.1% de albúmina sérica bovina). Después del 

bloqueo, 1x106 células se incubaron con 0.1 μg del rAb ZH9F7 biotinilado a temperatura ambiente, 

15 min. Después de realizar 2 lavados con PBA, las PBMCs fueron incubadas por 30 o 60 min a 

37ºC para permitir la internalización del complejo rAb ZH9F7-DEC205. Como control se 

mantuvieron células en hielo por 30 o 60 min para evaluar el desacoplamiento (de ser viable) del 

anticuerpo con el receptor, respecto al tiempo. 

Después de los tiempos de incubación con rAb ZH9F7, las células fueron lavadas y se agregaron 

los anticuerpos anti-CD14 (IgG2b de ratón), anti-CADM1 (IgY de gallina) y anti-CD172 (IgG1 de 

ratón) y se realizó una incubación por 15 min a 4ºC. Al concluir el periodo de incubación las células 

fueron lavadas 2 veces con PBA. Finalmente, se agregaron los anticuerpos secundarios cabra anti-
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IgG2b de ratón conjugado con Isotiocianato de fluoresceína (FITC, Southern Biotech), cabra anti-

IgY de gallina conjugado con Alexa Fluor-647 (Invitrogen), cabra anti-IgG1 de ratón conjugado 

con Violeta Brillante-421 (BV-421, BioLegend) y estreptavidina conjugada con R-Ficoeritrina 

(RPE, Southern Biotech). Las células se incubaron 15 min a 4ºC y posteriormente se lavaron 2 

veces más con PBA. Finalmente, las células fueron suspendidas en PBA y analizadas por citometría 

de flujo. 

 

 

5.9. Reconocimiento de Células DEC205+ In Vivo por rAb ZH9F7 y rAb ZH9F7-tCap. 

 

 

Para evaluar la capacidad de los anticuerpos recombinantes anti-DEC205 para reconocer DCs 

DEC205+ en órganos linfoides y no linfoides, el rAb ZH9F7, rAb ZH9F7-tCap y rAb 7DEU-tCap 

(control de isotipo) fueron conjugados químicamente con RPE, utilizando el kit de conjugación 

rápida LYNX Rapid RPE Antibody Conjugation (Bio-Rad). Posteriormente, 60 μg de rAb 

conjugado con RPE + 100 μg de adyuvante poly (I:C) (InvivoGen) fueron mezclados y diluidos en 

PBS estéril en un volumen final de 600 μL. Las formulaciones fueron inyectadas por vía 

intradérmica utilizando una aguja hipodérmica en el área inguinal derecha de 3 cerdos sanos por 

grupo. Como control negativo, 3 cerdos sanos fueron inyectados con una formulación de PBS y 

poly (I:C). Después de 24 h, los cerdos fueron sometidos a eutanasia por sensibilización por choque 

eléctrico seguido de exanguinación bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-

033-SAG/ZOO-2014. Después de la asepsia de las regiones inguinales, fueron tomadas biopsias 

de piel de ambos lados (derecho e izquierdo).  

Las biopsias de piel fueron cultivadas en medio RPMI-1640 completo suplementado con 

colagenasa D (1 mg/mL) y dispasa (0.5 mg/mL) e incubadas a 37ºC en atmosfera de 8% de CO2 

durante 22 h. Las células migratorias de la piel en el sobrenadante del cultivo fueron cosechadas y 

filtradas a través de una malla de nylon de 100 μm. Después de contar las células cosechadas, 500 

x103 células migratorias fueron bloqueadas con PBA al 10% de suero porcino y teñidas con anti-

CD163 (IgG1 de ratón, Bio-Rad) y anti-CADM1 (IgY de gallina, MBL International) por 15 min 

a temperatura ambiente. Al concluir el periodo de incubación, las células fueron lavadas y se 

agregaron los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón conjugado con BV-421 (BioLegend), anti-
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IgY conjugado con Alexa Fluor-647 (Invitrogen), anti-CD172a conjugado con FITC (Bio–Rad) y 

se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Al finalizar la tinción, las células fueron 

suspendidas en PBA y analizadas por citometría de flujo. 

De manera complementaria al análisis de las células migratorias en los explantes de piel, se 

extirparon los ganglios linfáticos inguinales superficiales después de la necropsia, macerados a 

través de un colador de malla de nylon con poro de 100 μm y las células se colectaron en medio 

RPMI-1640 completo. Posteriormente, se realizó un enriquecimiento de DCs por gradiente de 

densidad Opti-prep, siguiendo las modificaciones previamente establecidas por Puebla Clark y 

colaboradores (2019). De manera breve, se siguió el protocolo descrito por el fabricante, el cual 

fue modificado usando medio RPMI-1640 para diluir iodixanol al 11.5%, y la solución de 

suspensión fue reemplazada por solución salina equilibrada de Hank´s suplementada con 5% de 

SFB y 2 mM de EDTA (Puebla-Clark  et al., 2019). 

Una vez obtenida la suspensión de células de ganglios linfáticos, se realizó el bloqueo con PBA al 

10% de suero de cerdo. Después, 3×106 células fueron teñidas con anti-CD3 (IgG1 de ratón), anti-

CD21 (IgG1 de ratón) y anti-CADM1 (IgY) a temperatura ambiente por 15 min. Después de la 

incubación se realizaron 2 lavados con PBA, seguidos de la adición de anticuerpos anti-IgG1 

conjugado con BV-421 y anti-IgY conjugado con Alexa Fluor-647. Se incubó a temperatura 

ambiente durante 15 min seguido de 2 lavados con PBA. En un paso final de tinción se agregó anti-

CD163 (IgG1 de ratón) conjugado con Alexa Fluor-488 y se incubó una vez más bajo las mismas 

condiciones.  

 

 

5.10. Evaluación del Reconocimiento In Situ de Células DEC205+ por Microscopía Confocal 

 

 

Para visualizar las células teñidas in situ con el rAb ZH9F7 anti-DEC205, se aplicaron vía 

intradérmica 60 μg de rAb ZH9F7-eGFP en combinación con 100 μg de poly (I:C). Transcurridas 

6 h después de la aplicación, se tomaron biopsias de piel del sitio de la aplicación con la ayuda de 

un punzón de biopsia de 8 mm de diámetro. Las biopsias fueron fijadas con formaldehido, 

procesadas para su inclusión y corte en parafina. Se realizaron cortes de 5 µm de grosor los cuales 

se colocaron en portaobjetos de vidrio cargadas positivamente. El exceso de parafina fue removido 
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incubando las laminillas a 70ºC por 40 min. Los cortes fueron rehidratados con una solución de 

solventes xileno-etanol. 

La recuperación de antígenos se realizó usando buffer de citrato (citrato de sodio 10 mM, pH 6.0) 

a 120ºC durante 20 min. Las secciones de piel fueron permeabilizadas y bloqueadas por 2 h con 

solución de permeabilización (10 mg/mL de albúmina sérica bovina, 5% de suero de caballo, 

0.02% de azida de sodio y 0.3% de Tritón-100). Después de la permeabilización, las muestras 

fueron teñidas con el anticuerpo anti-CADM1 seguido de 18 h a 4ºC dentro de una cámara húmeda. 

Luego de la incubación, se agregaron los anticuerpos anti-IgY conjugado con Alexa Fluor-647 y 

anti-CD172a de cerdo (IgG1 de ratón) conjugado con R-PE. Se incubaron las muestras durante 2 

h en cámara húmeda y en oscuridad. Finalmente, se realizó la tinción de núcleos con Hoechst 

durante 10 min. Las laminillas fueron montadas con Vectashield y almacenadas a 4ºC. Las 

imágenes fueron obtenidas en microscopio confocal invertido Nikon Ti Eclipse (Nikon 

Corporation) usando NIS Elements v.4.50. La obtención de imágenes se realizó utilizando una 

lente de objetivo de 20 x (seco, NA 0,8). La evaluación se realizó a 3.4 x y se utilizó el zoom 

digital. Las imágenes se analizaron con el software FIJI ImageJ. 

 

 

5.11. Evaluación de la Respuesta Inducida por el Direccionamiento de rAb ZH9F7-tCap 

 

 

Para determinar si el direccionamiento de antígeno tCap de PCV2 hacia las DCs a través del sistema 

rAb ZH9F7-tCap puede activar la respuesta inmune celular, cerdos de ocho semanas de edad fueron 

vacunados intradérmicamente con el rAb ZH9F7-tCap (dosis equivalente a 100 μg de Cap) más 

100 μg de poly (I:C) en el área inguinal derecha. El grupo control (n=2) fue conformado por cerdos 

de la misma edad quienes no recibieron ninguna vacuna. Tres semanas después de la aplicación de 

la primera vacuna se llevó a cabo un refuerzo por la misma vía y dosis de aplicación. Finalmente, 

una semana después del refuerzo, se tomaron muestras de sangre periférica colectadas en tubos con 

EDTA, con el objetivo de evaluar la respuesta de células secretoras de IFN-γ en PBMCs. Además, 

muestras de suero fueron obtenidas al inicio del experimento (tiempo 0) y una semana después de 

la aplicación del refuerzo para analizar la respuesta de anticuerpos IgG totales contra la Cap de 

PCV2a. Antes de la inmunización, los cerdos presentaron bajos niveles de anticuerpos anti-PCV2, 

los cuales fueron determinados por ELISA (absorbancia menor a 0.200). 
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5.12. Evaluación de Respuesta de Linfocitos T CD4+ y CD8+ Productores de IFN-γ 

 

 

Para evaluar la producción de IFN-γ in vitro, PBMCs fueron aisladas por gradiente de densidad en 

Ficoll (descrito previamente). Para la estimulación de IFN-γ, 1×106 células fueron sembradas en 

placas de 48 pozos con 500 μL de RPMI 1640 (Sigma–Aldrich) completo, 2-mercaptoetanol 

(Sigma–Aldrich) con 10 μg/mL de fitohemaglutinina (PHA, Sigma–Aldrich,), rAb ZH9F7-tCap 

(36 μg/mL equivalente a 10 μg/mL Cap), rAb ZH9F7 como control (26 μg/mL) y medio de cultivo 

sin estímulo. Después, las células fueron incubadas a 37ºC, 5% de CO2 durante 8 h. Al concluir el 

periodo de incubación, se agregó el cóctel inhibidor de transporte de proteínas eBioscience™ 

(500X, Invitrogen) a concentración final 1X. Las células fueron incubadas por 16 h más bajo las 

condiciones antes mencionadas.  

Una vez terminada la estimulación, se realizó la cosecha de las células para posteriormente ser 

bloqueadas con PBA al 10% de suero de cerdo. Para la tinción extracelular se agregaron los 

anticuerpos de ratón anti-CD8α (IgG2a, Bio-Rad) y el anticuerpo anti-CD4α de cerdo (IgG2b, Bio-

Rad) y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Después de realizar 2 lavados, se 

agregaron los anticuerpos de detección secundarios anti-IgG2a conjugado con FITC y anti-IgG2b 

conjugado con Alexa Fluor-647 y se incubó 15 min a temperatura ambiente. Una vez realizada la 

tinción extracelular, las células fueron fijadas y permeabilizadas con el kit Leucoperm (Bio-Rad) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de dicho tratamiento, se llevó a cabo la tinción 

de IFN-γ intracelular, agregando el anticuerpo de ratón anti-IFN-γ de cerdo, conjugado con PE. 

Finalmente, las células fueron adquiridas en el citómetro FACS Aria III (BD) y analizadas en el 

Software FACS Diva Software versión 8.0.1 (BD). El porcentaje de IFN-γ intracelular producido 

por las células sin estimular fue sustraído de las muestras estimuladas para eliminar la producción 

de IFN-γ basal.  

 

 

5.13. Adquisición por Citometría de Flujo y Análisis 

 

 

Todos los experimentos fueron adquiridos en el citómetro de flujo FACS Aria III (BD Biosciences) 
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y analizados utilizando el Software FACS Diva versión 8.0.1 (BD Biosciences). En la mayoría de 

los experimentos, por lo menos 5×105 células fueron teñidas y adquiridas. En el cuadro IV se 

resumen los anticuerpos y diluciones utilizados en los ensayos de citometría. 

 

 

Cuadro IV. Listado de anticuerpos empleado en citometría de flujo 

Anticuerpo Casa comercial Dilución 

Anti CD163 (IgG1 murino) Bio-Rad, UK 1:100 

Anti CD172a (IgG1 murino) Bio-Rad, UK 1:100 

Anti CADM1 (IgY de gallina) MBL International, USA 1:500 

Anti CD14 (IgG2b murino) Bio-Rad, UK 1:200 

Anti CD3 (IgG1 murino) Southern Biotech, USA 1:100 

Anti CD21 (IgG1 murino) Southern Biotech, USA 1:200 

Anti CD8 (IgG2a murino) Bio-Rad, UK 1:200 

Anti CD4 (IgG2b murino) Bio-Rad, UK 1:100 

Anti DEC205 (ratón x cerdo IgG1) Fabricación propia 1:100 

Estreptavidina-RPE Southern Biotech, USA 1:100 

Anti-IgG1 conjugado conBV421  BioLegend, USA 1:100 

Anti-IgY conjugado con Alexa Fluor-647  Invitrogen, USA 1:500 

Anti-IgG2b conjugado con FITC SouthernBiotech, USA 1:100 

Anti-IgG2b conjugado con Alexa Fluor-647 Invitrogen, USA 1:200 

Anti-IFN- porcino conjugado con RPE  BD Pharmingen, USA Sin diluir 

 

 

5.14. Determinación de Respuesta Humoral Estimulada por el rAb ZH9F7-tCap 

 

 

La respuesta humoral inducida por la inmunización con el rAb ZH9F7-tCap fue evaluada por 

ELISA indirecto. Brevemente, placas de ELISA de alta adherencia fueron recubiertas con el 

antígeno recombinante tCap expresado en E. coli (2 μg/mL), la cual fue diluida en buffer de 

carbonatos (100 mM, pH 9.6) a 4°C durante toda la noche. Después de la incubación, la placa se 

lavó una vez con PBS 1X. Luego la placa fue bloqueada durante 1 h a temperatura ambiente con 

2% de albumina sérica bovina en PBST. Las muestras de suero porcino fueron diluidas 1:100 en 

PBS con 25% de suero de cabra, y 50 μL de la dilución fueron agregados a los pozos de la placa 

de ELISA por triplicado. Las muestras fueron incubadas por 30 min a temperatura ambiente con 

agitación suave. Al concluir el periodo de incubación, las muestras fueron lavadas 5 veces con 

PBST. Acto seguido, se agregaron 50 L de anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de cerdo 
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conjugado con HRP (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) el cual se diluyó en PBST 

(1:5000). Nuevamente se llevó a cabo la incubación durante 30 min a temperatura ambiente y 

agitación constante. Se realizaron 5 lavados con PBST y se agregaron 50 μL de TMB a cada pozo 

de la placa. Después de 5 min de incubación en la oscuridad, a temperatura ambiente, 50 μL de 

H2S04 2N fueron agregados para detener la reacción colorimétrica. Finalmente, la densidad óptica 

de las muestras fue leída en un lector de microplaca a 450 nm.  

 

 

5.15. Análisis Estadísticos 

 

 

Todos los análisis y gráficas fueron realizados en el software GraphPad Prism versión 9.0. La 

normalidad de los datos fue determinada utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Se realizó el análisis 

de varianza (ANOVA) de una y dos vías (cuando sea indicado) para evaluar las diferencias entre 

las medias de los tratamientos, seguido de comparación múltiple de medias por la prueba de Tukey-

Kramer. Significancias estadísticas fueron consideradas tomando un valor de p < 0.05. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

6.1. Identificación de Colonias Positivas a los Constructos de Expresión 

 

 

Una vez que se llevó a cabo el análisis de PCR de colonia de E. coli TOP10 transformadas con 

SwHCZH9F7-Cap, SwLCZH9F7 y SwHCZH9F7-eGFP, se identificaron clonas que fueron 

positivas a los productos esperados, con extensiones de 2267 pb, 860 pb y 2266 pb, respectivamente 

(figura 5). Como alternativa para la expresión del anticuerpo acoplado a la versión truncada del 

antígeno Cap, se diseñaron los constructos codificantes a la cadena pesada SwHCZH9F7 y control 

de isotipo SwHC7DEU fusionados genéticamente con tCap. Posterior al análisis por electroforesis 

en agarosa, se identificaron bandas con extensión de alrededor de 2225 pb y 2123 pb, codificantes 

para las cadenas SwHCZH9F7-tCap y SwHC7DEU-tCap, respectivamente. Además, se 

visualizaron los productos de PCR de los respectivos genes codificantes para las cadenas ligeras 

SwLCZH9F7 y SwLC7DEU con extensión de 860 y 873 pares de bases (pb) respectivamente 

(figura 6). Finalmente, en la transformación de la cepa de expresión procariota E. coli BL21 Gold 

(DE3) se identificaron varias colonias positivas al constructo de expresión tCap, el cual posee una 

extensión de 858 pb (figura 7). 
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Figura 5. Análisis de productos de PCR de colonias de E. coli TOP10 transformadas con 

pcDNA3.1(-)/SwHCZH9F7-Cap, pcDNA3.1(-)/SwLCZH9F7 y pcDNA3.1(+)/SwHCZH9F7-

eGFP. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. A la izquierda: línea 1, marcador de peso molecular 

de 100 pb; línea 2, colonia 1 pcDNA3.1(-)/SwHCZH9F7-Cap; línea 3, colonia 2 pcDNA3.1(-

)/SwHCZH9F7-Cap; línea 4, colonia 1 pcDNA3.1(-)/SwLCZH9F7; línea 5, colonia 2 pcDNA3.1(-

)/SwLCZH9F7; línea 6, control negativo; línea 7, control positivo. A la derecha: línea 1, marcador 

de peso molecular de 1 kb plus; línea 2, colonia 1 pcDNA3.1(+)/SwHCZH9F7-C-eGFP; línea 3, 

colonia 2 pcDNA3.1(+)/SwHCZH9F7-C-eGFP; línea 4, colonia 3 pcDNA3.1(+)/SwHCZH9F7/C-

eGFP.  

 

 

 
Figura 6. Análisis de productos de PCR de colonias de E. coli TOP10 transformadas con 

pcDNA3.1(-)/SwHCZH9F7-tCap y pcDNA3.1(-)/7DEU-tCap. Electroforesis en gel de agarosa al 

1.2%. Línea 1, marcador de peso molecular de 1 kb plus; línea 2, colonia 1 pcDNA3.1(-

)/SwHCZH9F7-tCap; línea 3, colonia 2 pcDNA3.1(-)/SwHCZH9F7-tCap; línea 4, colonia 1 

pcDNA3.1(-)/SwLCZH9F7; línea 5, colonia 2 pcDNA3.1(-)/SwLCZH9F7; línea 6, colonia 1 

pcDNA3.1(-)/SwHC7DEU-tCap; línea 7, colonia 2 pcDNA3.1(-)/SwHC7DEU-tCap; línea 8, 

colonia 1 pcDNA3.1(-)/SwLC7DEU; línea 9, colonia 2 pcDNA3.1(-)/SwLC7DEU; línea 10, 

control positivo; línea 11 control negativo.  
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Figura 7. Análisis de productos de PCR de colonias de E. coli BL21 Gold (DE3) transformadas 

con pET28a(+)/tCap. Línea 1, marcador de peso molecular de 1 kb plus; línea 2, colonia 1 

pET28a(+)/tCap; línea 3, colonia 2 pET28a(+)/tCap; línea 4, colonia 3 pET28a(+)/tCap; línea 5, 

colonia 4 pET28a(+)/tCap; línea 6,  colonia 5 pET28a(+)/tCap; línea 7, control positivo; línea 8, 

control negativo. 

 

 

6.2. Expresión de rAb ZH9F7-Cap, rAb ZH9F7-eGFP, rAb ZH9F7-tCap y rAb 7DEU-tCap 

 

 

Después de que las células Expi293f fueron transfectadas, el monitoreo de la viabilidad se llevó a 

cabo diariamente hasta que las células fueron cosechadas en el día 4 post-transfección, cuando el 

porcentaje de células viables fue alrededor del 60%. La figura 8 muestra los productos obtenidos 

de los anticuerpos rAb ZH9F7-Cap y rAb ZH9F7-eGFP purificados por Proteína G. En el caso de 

los productos de la purificación del rAb ZH9F7-eGFP, se observan dos bandas predominantes las 

cuales corresponden a la cadena ligera y pesada unida a la proteína eGFP con pesos deducidos de 

25.7 kDa y 80.2 kDa, respectivamente. La purificación se confirmó tras la inmunodetección de las 

regiones porcinas del anticuerpo quimérico ratón x cerdo, por Western blot.  
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Figura 8. Anticuerpos rAb ZH9F7-Cap y rAb ZH9F7-eGFP expresados en Expi293F y 

purificados. Imagen izquierda SDS-PAGE seguido de tinción con azul de Coomassie (líneas 1-6): 

línea 1, marcador de peso molecular de 200 kDa; línea 2, post-columna; línea 3, fracción 1 elución 
rAb ZH9F7-Cap; línea 4, fracción 2 elución rAb ZH9F7-Cap; línea 5, fracción 3 elución rAb 

ZH9F7-Cap; línea 6, fracción 4 elución rAb ZH9F7-Cap; línea 7, western blot empleando 

anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de cerdo conjugado con HRP. Imagen derecha SDS PAGE 

seguido de tinción con azul de Coomassie (líneas 1-3): línea 1, marcador de peso molecular de 250 

kDa; línea 2, fracción 4 elución rAb ZH9F7-eGFP; línea 3, fracción 5 elución rAb ZH9F7-eGFP; 

línea 4, Western blot empleando anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de cerdo conjugado con HRP. 

 

 

Por otro lado, en los productos obtenidos de la expresión del rAb ZH9F7 acoplado al antígeno 

completo Cap de PCV2a, se encontraron 3 bandas con pesos estimados de 25 kDa, 50 kDa y 80 

kDa. Para esta expresión, las bandas esperadas de las cadenas ligera y pesada unida al antígeno 

Cap, correspondían a 25 kDa y 80 kDa, respectivamente. Sin embargo, la banda adicional no 

esperada de 50 kDa que presentó una proporción mayor respecto a la banda de 80 kDa, también 

fue reconocida por el anticuerpo anti-IgG (H+L) de cerdo, lo cual refleja la producción parcial de 

la cadena pesada sin antígeno. Aunque solo pretendimos producir la cadena pesada fusionada con 

el antígeno Cap, se expresó parcialmente la cadena pesada sin el antígeno. Esta situación se ha 

observado por otros autores en la producción de un anti-DEC205 genéticamente conjugado con 

ovoalbúmina, aunque predominó la proporción de cadena pesada unida a antígeno (Neubert  et al., 

2014).  

La proteína Cap de PCV2 cuenta con una secuencia de localización nuclear en el extremo N-

terminal, rica en arginina, la cual después de ser traducida la dirige al núcleo de la célula infectada 

donde se lleva a cabo el empaquetamiento y ensamblaje de nuevas partículas de PCV2 (Hou  et al., 

2018). Considerando que se incluyó la secuencia codificante a la versión completa de la proteína 
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Cap unida a la cadena SwHC ZH9F7, hipotetizamos que esta secuencia señal interna podría estar 

generando conflicto durante la traducción de la proteína. Para comprobarlo, se expresó la versión 

truncada del antígeno Cap (tCap), la cual carece de la secuencia N-terminal (aminoácidos 1-41) 

por lo que se diseñaron nuevamente los genes de expresión. En la figura 9 podemos ver los 

productos de la purificación del anticuerpo rAb ZH9F7-tCap. De esta forma se lograron visualizar 

2 bandas predominantes con peso aproximado a 25 kDa y 74.5 kDa y otras de menor intensidad de 

peso cercano a 50 kDa. Cuando se evaluó mediante Western blot, se confirmó que las bandas 

corresponden al anticuerpo ratón x cerdo, e incluso que las bandas de 50 kDa representan la versión 

de cadena pesada sin antígeno, ahora en menor proporción. Por lo anterior, se tomó la decisión de 

trabajar con la versión truncada, cuya expresión unida a la cadena pesada fue más eficiente que la 

versión completa Cap de PCV2a. En una etapa final, como control de isotipo, se generó una 

variante del anticuerpo ratón x cerdo en el cual, las regiones VH y VL del anticuerpo rAb ZH9F7-

tCap fueron reemplazadas por las regiones variables VH y VL de un anticuerpo irrelevante del 

mismo isotipo rAb 7DEU-tCap. En la figura 9 se observan los productos de purificación del control 

irrelevante isotipo unido a tCap lo cual se confirmó por Western blot. 

 

 

 
Figura 9. Anticuerpos rAb ZH9F7-tCap y rAb 7DEU-tCap expresados en Expi293F y 

purificados. Imagen izquierda SDS-PAGE seguido de tinción con azul de Coomassie (líneas 1-

5): línea 1, marcador de peso molecular de 250 kDa; línea 2, fracción 1 elución rAb ZH9F7-

tCap; línea 3, fracción 2 elución rAb ZH9F7-tCap; línea 4, fracción 3 elución rAb ZH9F7-tCap; 

línea 5, fracción 4 elución rAb ZH9F7-tCap; línea 6, western blot empleando anticuerpo de 

cabra anti-IgG (H+L) de cerdo conjugado con HRP. Imagen derecha SDS-PAGE seguido de 

tinción con azul de Coomassie (líneas 1-3): línea 1, marcador de peso molecular de 250 kDa; 

línea 2, fracción 4 elución rAb 7DEU-tCap; línea 3, fracción 5 elución rAb 7DEU-tCap; línea 

4, western blot empleando anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de cerdo conjugado con HRP. 
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6.3. Expresión de Antígeno Cap de PCV2 en Sistema E. coli BL21 Gold (DE3) 

 

 

De manera paralela a la producción del anticuerpo rAb ZH9F7-Cap trabajamos con la expresión 

del antígeno Cap de PCV2a en el sistema de expresión Expi293F. Sin embargo, el sistema no 

permitió la producción eficiente del antígeno Cap y aunque posteriormente trabajamos con la 

versión truncada del mismo, no se logró la expresión en el sistema eucariota. Esto concuerda con 

lo reportado por otros autores quienes emplearon sistemas de expresión procariota obteniendo un 

rendimiento de hasta 1 mg por litro de cultivo de expresión, lo cual representa un alto costo en la 

expresión de proteína (Khayat  et al., 2019). La figura 10 muestra el resultado de la expresión y 

purificación de tCap en E. coli BL21 Gold (DE3) (líneas 2-8) y reconocimiento de la etiqueta de 

6x histidina (línea 9) proporcionada por el vector pET28a(+). En todos los análisis, se observó la 

presencia de una banda de peso estimado de 26.8 kDa. Además, la concentración final de LPS en 

dichas fracciones (posterior a la remoción de endotoxina) fue <3 EU/mL considerado apropiado 

para el desarrollo de ensayos biológicos. Con el cambio de estrategia y bajo las condiciones 

experimentales ahora empleadas, logramos expresar el antígeno Cap de PCV2a en el sistema de 

expresión E. coli BL21 Gold (DE3), obteniendo un rendimiento final de 1 mg/g de peso seco. Lo 

anterior puede ser escalado a 4.4 mg por litro de expresión en el sistema, mostrando gran eficiencia 

y rentabilidad considerando los bajos costos de mantenimiento del sistema de expresión procariota. 

Una posible desventaja que presenta el sistema es que carece de mecanismos de modificaciones 

post-traduccionales, los cuales tienen un papel muy importante en la producción de diversas 

proteínas. La figura 10 (línea 10) muestra el reconocimiento de tCap por suero de cerdos 

sensibilizados a PCV2a, confirmando que conserva su capacidad inmunogénica para ensayos de 

reconocimiento. Al igual que para la expresión de la proteína Cap de PCV3 anteriormente 

reportado, el sistema E. coli BL21 Gold (DE3) demostró ser una alternativa eficiente en la 

expresión de proteínas Cap a un bajo costo (Liu  et al., 2020). 
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Figura 10. Proteína tCap de PCV2a expresada en E. coli BL21 Gold (DE3) purificada por IMAC. 

SDS PAGE seguido de tinción con azul de Coomassie (líneas 1-8): línea 1, marcador de peso 

molecular de 200 kDa; línea 2, fracción 24 elución tCap; línea 3, fracción 25 elución tCap; línea 4, 

fracción 26 elución tCap; línea 5, fracción 27 elución tCap; línea 6, fracción 28 elución tCap; línea 

7, fracción 29 elución tCap; línea 8, fracción 30 elución tCap. Línea 9, Western blot utilizando 

anticuerpo anti-poli-Histidina conjugado con fosfatasa alcalina. Línea 10, Western blot utilizando 

suero policlonal de cerdo anti-PCV2a seguido de anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de cerdo 

conjugado con HRP. 

 

 

6.4. Evaluación del Tiempo de Vida Media del rAb ZH9F7 en Circulación Sanguínea 

 

 

La figura 11 muestra la cinética de detección del rAb ZH9F7 en circulación sanguínea. Para los 4 

animales que se evaluaron, se observó un comportamiento similar. A las 8 h posterior a la 

aplicación del rAb ZH9F7 se observa un declive en la absorbancia la cual continuó decayendo 

durante el resto de los tiempos que fueron evaluados. Encontramos que después de 8 h de la 

aplicación intradérmica, los niveles del anticuerpo rAb ZH9F7 en circulación fueron 

estadísticamente diferentes de los otros tiempos (p > 0.05), excepto 14 días post inyección.  
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Figura 11. Tiempo de vida media del rAb ZH9F7 en la circulación sanguínea. Valores de 

absorbancia individuales en la determinación del rAb ZH9F7 en suero. Se realizó ANOVA de una 

vía seguido de comparación de medias por la prueba de Tukey-Kramer considerando un nivel de 

significancia p<0.05. Valores de p indican diferencias estadísticamente significativas entre las 

medias de absorbancias en los diferentes tiempos. 

 

 

Cuando la vida media fue evaluada, encontramos que la detección del rAb ZH9F7 en sangre fue 

menor a 1 día. Es un poco contradictorio explicar estos resultados en términos de vida media de 

anticuerpos de tipo IgG. La causa del tan corto periodo de tiempo detectable en circulación podría 

estar relacionado a una rápida difusión en tejidos, rápida eliminación o la más favorable, la 

internalización del rAb ZH9F7 por células DEC205+ en sangre y tejidos. A pesar de que varios 

autores han evaluado y confirmado la extendida vida media de los anticuerpos recombinantes en 

circulación, la hipótesis generada es sustentada por los reportes que confirman que el acoplamiento 

a DEC205 induce el proceso de endocitosis (Saluja  et al., 2014; Tel  et al., 2011). De acuerdo con 

lo anterior, los resultados que obtuvimos podrían ser producto de que posterior al reconocimiento 

del receptor DEC205, el complejo rAb ZH9F7-DEC205 es internalizado. De esta forma, el rAb 

ZH9F7 aplicado por vía intravenosa no se encontraría libre en plasma para ser detectado por 

ELISA. Esto representa una ventaja para el sistema de direccionamiento rAb ZH9F7 en el contexto 

de direccionamiento de antígenos, dado que después del reconocimiento del receptor blanco, la 

célula debe internalizar el complejo anticuerpo-receptor.   
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6.5. Internalización de rAb ZH9F7 Mediada por Acoplamiento a Receptor DEC205 

 

 

Para demostrar además que el rAb ZH9F7 promueve la internalización después de su acoplamiento 

a DEC205 en PBMCs porcinas, las células fueron teñidas con el rAb ZH9F7 biotinilado e 

incubadas a 37ºC para permitir la endocitosis. La estrategia de marcaje e identificación de 

poblaciones se muestra en la figura 12a. Consistente con lo previamente reportado por Parra-

Sánchez y colaboradores (2018), las poblaciones de cDC1 (CD14-CADM1+CD172alowDEC205+), 

cDC2 (CD14−CADM1+CD172ahighDEC205+) y monocitos (CD14+DEC205+) en sangre periférica 

porcina fueron reconocidas por el rAb ZH9F7. Después de la incubación a 37ºC durante diferentes 

tiempos se observa una reducción en la disponibilidad del receptor DEC205 en superficie. Lo 

anterior se vio reflejado por la reducción en la intensidad media de fluorescencia (IMF) en las 

diversas poblaciones de cDC1, cDC2 y monocitos, de manera tiempo-dependiente, comparado con 

el control a 4ºC (figura 12b). 

Después de graficar los porcentajes de reducción en la intensidad media de fluorescencia, se 

observa un decremento en la fluorescencia a valores de 36.7%, 46% y 31% para las cDC1, cDC2 

y monocitos, respectivamente (figura 13). Esta tendencia la asociamos con la reducción en la 

disponibilidad de DEC205 en superficie, internalizado después del acoplamiento al rAb ZH9F7 

biotinilado e incubado a 37ºC. Hubo diferencias estadísticamente significativas en la reducción de 

la IMF para cada población de células DEC205+ después de 60 min bajo incubación a 37ºC, 

comparado con las células incubadas a 4ºC por 60 min. Sin embargo, no hubo diferencias entre los 

tipos celulares cDC1, cDC2 y monocitos, después de 60 min de incubación. Con estos ensayos 

demostramos que el tiempo de vida media reducido del rAb ZH9F7 en circulación se podría deber 

a que fue internalizado por células DEC205+ en sangre o en órganos linfoides. 
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Figura 12. Internalización de receptor DEC205 después del acoplamiento del rAb ZH9F7 en 

cDC1, cDC2 y monocitos DEC205+. a) Estrategia de identificación de subpoblaciones cDC1, 

cDC2 y monocitos en sangre periférica. b) Disponibilidad de DEC205 en superficie de cDC1, 

cDC2 y monocitos después de 30 y 60 min de incubación con rAb ZH9F7 a 37°C. Los histogramas 

de color claro representan la fluorescencia menos uno (FMO), mientras que los histogramas de 

color intenso representan la disponibilidad de DEC205 en superficie de cDC1 (azul), cDC2 (rojo) 

y monocitos (gris). 
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Esta disminución en la intensidad media de fluorescencia pareciera concordar con lo que se observa 

en otros receptores como Siglec-1, CLEC-12A y CLEC1A en macrófagos, cDC1 y cDC2 porcinos, 

respectivamente (Delputte  et al., 2011; Álvarez  et al., 2020). Auray et al. (2016) reportaron que 

todas las DCs en sangre periférica porcina expresan DEC205, aunque la población de cDC1 

muestra una mayor expresión del receptor, seguido de monocitos, cDC2 y pDCs (Auray  et al., 

2016). Nuestros resultaron concuerdan con dichos reportes, donde cDC1 y monocitos mostraron 

mayor expresión de DEC205 comparado con la población de cDC2 en sangre periférica porcina. 

Por primera vez, demostramos en el modelo porcino que el rAb ZH9F7 no solo reconoce diferentes 

poblaciones de células DEC205, sino que también el acoplamiento hacia el receptor blanco 

desencadena un proceso de internalización mediado por receptor. 

 

 

 
Figura 13. Porcentaje de intensidad media de fluorescencia (IMF) después de la incubación a 37°C 

y 4°C. Poblaciones cDC1 (azul), cDC2 (rojo) y monocitos (negro) durante 0 min (círculos), 30 min 

(triángulos) y 60 min (cuadrados). Se presentan los valores de la IMF obtenidos de 3 cerdos  SD. 

Se realizó ANOVA de dos vías seguido de comparación de medias por prueba de Tukey-Kramer 

considerando una significancia p<0.05. Los valores de p indican diferencias estadísticamente 

significativas entre IMF después de la incubación a 37 °C y 4 °C durante 0 min (círculos), 30 min 

(triángulos) y 60 min (cuadrados). 

 

 

A pesar de que el mecanismo exacto por el cual las DCs pueden llevar a cabo presentación cruzada, 

un paso importante en dicho proceso es que los antígenos extracelulares cargados en la vesículas 

endocíticas puedan escapar hacia el compartimiento citoplasmático (Embgenbroich & Burgdorf, 

2018). En humanos, el direccionamiento de antígenos a DEC205 conduce un proceso en el cual, 
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los antígenos puedan seguir el procesamiento por la vía de MHC-II y escapar de los endosomas 

tempranos, permitiendo su localización intracitoplasmática con acceso a la maquinaria de 

procesamiento de MHC-I por la ruta endosoma-citosol (Saluja  et al., 2014). En el modelo porcino, 

es necesario confirmar si el sistema de direccionamiento permite el escape de antígenos desde 

endosomas tempranos hacia el citoplasma, con la posibilidad de presentación no solo por MHC-II 

sino también por MHC-I activando linfocitos T CD4+ y CD8+. La siguiente etapa tuvo como 

objetivo explorar la funcionalidad del rAb ZH9F7 para reconocer diferentes poblaciones de células 

DEC205+ in vivo. 

 

 

6.6. Evaluación de la Funcionalidad de rAb ZH9F7 Reconociendo Células DEC205+ In Vivo 

 

 

La piel de cerdo es un órgano rico en DCs con capacidades migratorias (Marquet  et al., 2011b; 

Marquet  et al., 2014). Por lo tanto, nuestro objetivo fue el explorar las capacidades del rAb ZH9F7 

para reconocer y teñir diferentes tipos de DCs in vivo. Después de aplicar rAb ZH9F7, se tomaron 

biopsias de piel, se recolectaron las células migratorias y la población de interés se seleccionó por 

citometría de flujo de acuerdo con la figura 14a. Se seleccionó la población de células de mayor 

tamaño y complejidad seguido de eliminación de dobletes. Posteriormente, esa población fue 

analizada para la expresión de CD163 y CD172a, identificando posibles moDC y macrófagos 

CD163+CD172a+ (posteriormente referidos como moDC/Macro).  Luego, la población CD163-

CD172a+/- se analizó para la expresión de CADM1 y CD172a identificando tanto cDC1 CD163-

CD172a-/lowCADM1+ como posibles cDC2 y LC (de ahora en adelante referidas como cDC2/LC) 

por su expresión de CD163-CD172ahigh CADM1+. El análisis de DCs migratorias de la piel 

demostró una proporción más alta de células cDC2/LC migratorias de la piel en comparación con 

las cDC1, lo cual corresponde a lo reportado por Marquet y col., en la evaluación de poblaciones 

de DCs migratorias de explantes de piel (Marquet  et al., 2011b).  

En la figura 14b, los histogramas representan los resultados de 1 de 3 experimentos independientes. 

Las células migratorias del sitio de inyección de rAb ZH9F7 mostraron fenotipos cDC1, cDC2/LC 

y moDC/Macro positivos para la tinción in vivo con el rAb ZH9F7. Para establecer las regiones 

para una población positiva, se analizaron las cDC1, cDC2/LC y moDC/Macro migratorios de las 
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biopsias de piel del grupo control PBS. De manera complementaria, las células migratorias de los 

explantes de piel fueron teñidas in vitro para evaluar la expresión de DEC205 en las diferentes 

poblaciones cDC1, cDC2/LC y moDC/Macro. 

 

 

 
Figura 14. Identificación de células migratorias de explantes de piel positivas a la tinción con rAb 

ZH9F7 in vivo e in vitro. a) Estrategia de identificación de potenciales moDC/Macro, cDC1 y 

cDC2/LC en células migratorias de explantes de piel. b) Determinación de células DEC205+ 

positivas a la tinción con el anticuerpo rAb ZH9F7 in vivo e in vitro (resultado representativo de al 

menos 3 experimentos independientes). 
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La figura 15 muestra el porcentaje de células migratorias teñidas in vivo con rAb ZH9F7, donde el 

23.4% de cDC1, el 14.8 % de cDC2/LC y el 11.6 % de moDC/Macro fueron positivos. Las 

poblaciones de cDC1 y cDC2/LC de los cerdos del grupo rAb ZH9F7 fueron estadísticamente 

diferentes de sus contrapartes en los cerdos de control PBS (p < 0.05). Por otra parte, no hubo 

diferencias estadísticamente significativas entre las moDC/Macro positivas a la tinción in vivo con 

el rAb ZH9F7 y el grupo control PBS (p > 0.05).  

 

 

 
Figura 15. Porcentajes de reconocimiento de cDC1, cDC2/LC y moDCs/Macro por la tinción con 

el rAb ZH9F7. a) Representación del porcentaje de las células DEC205+ migratorias de piel teñidas 

in vivo con el rAb ZH9F7 (puntos azules) y cerdos control sin teñir (puntos negros). b) Porcentajes 

de expresión de DEC205 en las diferentes poblaciones migratorias de los explantes de piel, teñidas 

in vitro. Se realizó ANOVA de dos (a) y una vía (b) seguido de comparación de medias por prueba 

de Tukey-Kramer (p<0.05). Los valores de p denotan diferencias estadísticamente significativas 

en las medias de los diferentes grupos. 

 

 

Aunque las poblaciones cDC2/LC presentaron la mayor proporción comparado con las cDC1en 

células migratorias (figura 14a), las cDC1 presentaron un mayor porcentaje de positividad a la 

tinción in vivo con rAb ZH9F7, seguidos por cDC2/LC y moDC/Macro (p < 0.05). Esto puede ser 

justificado dado que los niveles de expresión de DEC205 en cDCs parece variar de manera tejido-

dependiente. En amígdalas de cerdo, hay una mayor expresión de DEC205 en la población cDC1 

en comparación de las cDC2. En contraste, en el bazo, ganglios linfáticos submaxilar, 
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mesentéricos, la población cDC2 fue la que presenta un mayor nivel de expresión de DEC205 

aunque no fue estadísticamente diferente (Parra-Sánchez  et al., 2018).  

De esta manera, las diferencias en la expresión de DEC205 entre las poblaciones de cDC1 y cDC2 

en la piel podría estar relacionada con una mayor probabilidad de ser teñidas in situ. Al analizar la 

expresión de DEC205 en las células migratorias, teñidas con el rAb ZH9F7 in vitro, encontramos 

que las presuntas poblaciones de cDC1, cDC2/LC y moDC/Macro presentaron una expresión de 

DEC205 promedio de 71.7%, 56.5% y 30.6%, respectivamente. Es razonable que la tinción in vivo 

sea preferentemente a cDC1 sobre el resto de las poblaciones puesto que esta población presenta 

aparentemente una mayor expresión de DEC205 respecto a las cDC2/LC y moDC/Macro, aunque 

sólo en estas últimas hubo diferencias estadísticamente significativas (figura 15b). 

En otro estudio que evaluó el direccionamiento de antígenos hacia cDC1 poXCR1+ porcinas, se 

encontró que, al ser aplicado vía intradérmica, el sistema de direccionamiento fue capaz de 

reconocer 35% de las cDC1 en piel, siendo eficiente en la inducción de la producción de 

anticuerpos contra el antígeno direccionado M2e de influenza porcina (Deloizy  et al., 2017). En 

el caso de nuestro estudio, es posible que el porcentaje real de células que fueron teñidas in vivo 

con el rAb ZH9F7 podría estar siendo subestimado, ya que de acuerdo con Deloizy y colaboradores 

(2017), es posible que después de que se dio la internalización, la señal fluorescente esté siendo 

degradada o secuestrada por los procesos de degradación intracelular posterior a su internalización. 

Una vez confirmado que rAb ZH9F7 reconoce poblaciones de cDC1, cDC2/LC y moDC/Macro de 

la piel, evaluamos la capacidad de estas células para llegar a los ganglios linfáticos inguinales 

superficiales, un sitio donde se lleva a cabo la presentación de antígenos a los linfocitos T vírgenes. 

La figura 16a presenta la estrategia para seleccionar la población de interés en ganglios linfáticos. 

Esta población tiene un elevado número de linfocitos que expresan el receptor DEC205. Se 

marcaron los receptores CD3 y CD21 para descartar el grupo de linfocitos T y B, respectivamente. 

Posteriormente, se analizó la población de CD3-CD21- para determinar la expresión de CADM1 y 

CD163 (figura 16a). Luego, los CD3-CD21-CADM1+CD163- fueron clasificados como DC 

potenciales mientras que la población CD3-CD21-CADM1+/lowCD163+ fueron clasificados como 

macrófagos, en acuerdo con lo anteriormente reportado (Maisonnasse  et al., 2016; Soldevila  et 

al., 2018). La figura 16b muestra histogramas representativos de 3 experimentos independientes. 

Tanto los linfocitos (histogramas verdes) como macrófagos (histogramas negros) y las DCs 

(histogramas azules) fueron positivas a la tinción in vivo con rAb ZH9F7 después de la aplicación 
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intradérmica.  

 
Figura 16. Identificación de DCs, macrófagos y linfocitos de ganglios linfáticos inguinales teñidos 

con el rAb ZH9F7. a) Estrategia para identificar linfocitos, DCs y macrófagos en ganglio linfático 

inguinal. b) Determinación de células DEC205+ positivas a la tinción con el rAb ZH9F7 in vivo e 

in vitro (resultados representativos de al menos 3 experimentos independientes). 
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Las poblaciones identificadas en el grupo control PBS fueron analizadas para delimitar los 

intervalos de positividad a la tinción con rAb ZH9F7. La presencia de DC, macrófagos y linfocitos 

positivos a la tinción con rAb ZH9F7 fue predominantemente en el ganglio linfático inguinal 

superficial derecho en comparación con los presentes en el ganglio linfático inguinal superficial 

izquierdo. De forma adicional se muestra el porcentaje de expresión de DEC205 tras la tinción in 

vitro con el rAb ZH9F7. La figura 17a muestra los porcentajes promedio de DCs, linfocitos y 

macrófagos teñidos con el rAb ZH9F7 in vivo, los controles grupo PBS (puntos negros), así como 

los ganglios linfáticos inguinales derecho (puntos azul marino) e izquierdo (puntos azul claro) del 

grupo teñido con rAb ZH9F7. Los porcentajes promedio de positividad a la tinción in vivo con el 

rAb ZH9F7 del lado derecho (mismo lado de la aplicación intradérmica de rAb ZH9F7) fueron de 

27.4% de DC, 12.9% de linfocitos y 16.3% de macrófagos. Por el contrario, las células teñidas con 

el rAb ZH9F7 en ganglio izquierdo, sitio opuesto a la aplicación de rAb ZH9F7, representaron el 

4.9% de DCs, el 1.9% de linfocitos y 5.2% de macrófagos. 

 

 

 
Figura 17. Porcentaje de DCs, linfocitos y macrófagos de ganglio linfático inguinal teñidos con el 

rAb ZH9F7. a) Representación del porcentaje de DCs, linfocitos y macrófagos en ganglio linfático 

positivos a la tinción con rAb ZH9F7 in vivo de cerdos de control (negro), ganglios inguinales 

derechos de grupo rAb ZH9F7 (azul marino) y ganglios inguinales izquierdos rAb ZH9F7 (azul 

cielo). b) Porcentajes de expresión de DEC205 en las diferentes poblaciones en ganglio linfático 

teñidas in vitro. Se realizó ANOVA de dos (a) y una vía (b) seguido de comparación de medias por 

prueba de Tukey-Kramer (p<0.05). Los valores de p denotan diferencias estadísticamente 

significativas en las medias de los diferentes grupos. 
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La determinación de linfocitos y DCs teñidas con el rAb ZH9F7 en el ganglio derecho fue 

estadísticamente mayor a lo encontrado en el grupo control PBS (p < 0.05).  En el análisis de 

porcentajes de células positivas a la tinción con en rAb ZH9F7 en ganglio derecho (figura 17 b), 

las DCs fueron estadísticamente mayores en comparación con los linfocitos. La presencia de las 

células teñidas in vivo fue predominantemente en el ganglio linfático local derecho, siendo 

estadísticamente mayores que su contraparte en el ganglio izquierdo, anatómicamente más lejano 

a la aplicación del rAb ZH9F7. Por lo tanto, la aplicación intradérmica de rAb ZH9F7 permitió la 

tinción de células DEC205+ in situ las cuales posiblemente migraron a tejido linfoide regional, 

evidenciado por la presencia de DC teñidas con rAb ZH9F7 en el ganglio linfático regional. 

Posterior al análisis de la expresión de DEC205 teñido in vitro, encontramos que las DCs y 

linfocitos fueron las que poseen una mayor expresión de DEC205 en el ganglio inguinal superficial, 

del 89.9% y 84%, seguido del 59.8% en macrófagos, lo que concuerda con lo reportado por Parra-

Sánchez y colaboradores (2018).  En cerdo, las cDCs presentaron una expresión de DEC205 que 

varía del 60% al 70% en tejidos linfoides periféricos (Parra-Sánchez  et al., 2018). Sin embargo, 

nuestra estrategia de marcaje no permitió la diferenciación entre diversas subpoblaciones de DCs 

teñidas con rAb ZH9F7 en ganglios linfáticos. 

Lo que si confirmamos es que el rAb ZH9F7 reconoce diferentes poblaciones de DCs DEC205+ 

alcanzando ganglios linfáticos regionales. Estos resultados podrían ser una combinación de la 

presencia de DCs teñidas que migraron desde la piel y el alcance del rAb ZH9F7 a diferentes 

poblaciones del ganglio linfático inguinal. En el modelo murino, una estrategia para evitar la 

migración celular hacia ganglios linfáticos es el bloqueo de la actividad de las quimiocinas CCL19 

y CCL21 utilizando anticuerpos dirigidos a dichas citocinas o ratones carentes de la expresión del 

receptor CCR7 (Kobayashi  et al., 2017). Sin embargo, no contamos con las suficientes 

herramientas para bloquear la migración celular en el modelo porcino y demostrar entonces, que la 

presencia de células positivas en el ganglio es debido solamente a la migración. 

Las DCs se encuentran distribuidas en órganos periféricos, capturando y procesando antígenos para 

después migrar a ganglios linfáticos regionales donde llevan a cabo la presentación de antígenos a 

los linfocitos T vírgenes, activando la respuesta celular y humoral (Banchereau  et al., 2000; 

Fadilah & Cheong, 2007). Después de la tinción in situ con el rAb ZH9F7 y estimulación con poly 

(I:C), las DCs teñidas fueron detectadas en los ganglios linfáticos inguinales, cercanos al sitio de 

la aplicación. Esto debido a que el anticuerpo siguió la circulación linfática, alcanzando los 
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ganglios más cercanos al sitio de aplicación. Esto nos indica que, bajo las condiciones evaluadas, 

nuestro sistema no fue capaz de generar un direccionamiento sistémico y alcanzar más tejidos 

linfáticos distales, limitándose a una migración regional. Bonifaz y colaboradores (2004) 

comprobaron que, en el modelo murino, la aplicación de un mAb anti-DEC205 fue altamente 

eficiente promoviendo un direccionamiento sistémico, alcanzando órganos linfáticos distales como 

el bazo, de una manera tiempo dependiente. Sus resultados mostraron la gran capacidad del anti-

DEC205 para teñir DCs DEC205 en varios órganos linfoides secundarios, siendo detectable hasta 

3 días de la inyección subcutánea. Considerando las diferencias entra ambas estrategias, 

puntualizamos que la cantidad de anticuerpo que aplicamos no fue suficiente para alcanzar un 

direccionamiento sistémico y la vía de aplicación intradérmica probablemente no favorece este 

efecto. Quizá este sea alcanzado realizando un escalamiento en dosis de anticuerpo aplicado o 

probando una ruta diferente de inyección del direccionamiento, por ejemplo, intradérmico-

subcutáneo, intradérmico-intravenoso. 

 

 

6.7. Reconocimiento de DCs DEC205+ de Piel Porcina por Microscopía Confocal 

 

 

Para demostrar de manera complementaria que el anticuerpo rAb ZH9F7 reconoce DCs DEC205+ 

en piel, el anticuerpo rAb ZH9F7-eGFP fue aplicado vía intradérmica y 6 h después se tomó una 

biopsia de piel del sitio de aplicación. Las micrografías mostradas en la figura 18a fueron tomadas 

y analizadas encontrando una gran cantidad de infiltrado celular lo cual se explica debido a la 

aplicación del estímulo inflamatorio poly (I:C) y células positivas para el marcaje del rAb ZH9F7-

eGFP (células verdes, flechas verdes). Complementando el panel de tinción con otros marcadores 

para identificar DCs como CADM1 y CD172a, fue posible encontrar la presencia de la población 

cDC1 (flechas rojas) y cDC2 (flechas verdes), las cuales fueron teñidas in situ con el anticuerpo 

rAb ZH9F7-eGFP (genéticamente conjugado). La figura 18b muestra dos campos diferentes en los 

que se confirma que el rAb ZH9F7 permitió la tinción in vivo de las poblaciones cDC1 y cDC2 

DEC205+ en piel de cerdo. Complementariamente a los análisis de citometría de flujo, los 

experimentos de microscopía confocal corroboran que el anticuerpo rAb ZH9F7-eGFP reconoció 

las poblaciones de células cDC1 y cDC2 DEC205+ in situ. Lo anterior debido a la localización con 

otros marcadores tales como CADM1 y CD172a, lo cual nos permitió diferenciar entre potenciales 



 
67 

cDC1 y cDC2 en piel porcina. 

 
Figura 18. Identificación de cDCs DEC205+ teñidas in situ con rAb ZH9F7-eGFP. a) En los 

paneles superior e inferior se muestran células teñidas con el rAb ZH9F7-eGFP (flechas verdes) y 

sin teñir (PBS), respectivamente. b) Identificación de células potenciales cDC1 DEC205+CADM1+ 

(flechas rojas) y cDC2 DEC205+CADM1+CD172a+ (flechas verdes) teñidas in situ con el rAb 

ZH9F7-eGFP. Micrografías de inmunofluorescencia representativas de un área ampliada (barra de 

escala= 20μm). Datos de diferentes regiones de biopsias. 
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6.8. Evaluación de la Funcionalidad del rAb ZH9F7-tCap Tiñendo Células DEC205+ 

 

 

Una vez que confirmamos que el rAb ZH9F7 desencadenó la internalización mediada por receptor 

tanto en cDC1, cDC2 y monocitos de sangre porcina y reconoció diversas poblaciones de DCs in 

vivo, nos propusimos evaluar la capacidad del rAb ZH9F7-tCap para reconocer diferentes 

poblaciones de DCs en sangre, piel y ganglios linfáticos porcinos, así como evaluar la especificidad 

del sistema, incluyendo el control de isotipo ratón x cerdo rAb 7DEU-tCap. Después de la 

expresión de ambas variantes, evaluamos la capacidad de reconocimiento hacia células DEC205+ 

en sangre periférica. La población de interés fue determinada como se mencionó previamente en 

la identificación de monocitos, cDC1 y cDC2 DEC205+ en sangre periférica. La figura 19a muestra 

la expresión del receptor DEC205 en diferentes poblaciones de cDC1, cDC2 y monocitos detectada 

a través de la tinción con los diferentes rAb ZH9F7, rAb ZH9F7-Cap, y control de isotipo rAb 

7DEU-Cap. 

En la figura 19b, ambos anticuerpos anti-DEC205 rAb ZH9F7 y rAb ZH9F7-tCap mostraron un 

alto porcentaje de reconocimiento a células cDC1, cDC2 y monocitos DEC205+ (superior al 84%, 

66% y 59%, respectivamente) comparadas con el control de isotipo rAb 7DEU-tCap (p < 0.05). 

Estos resultados confirman que la presencia del antígeno tCap en el rAb ZH9F7 no afectó su 

capacidad de reconocimiento in vitro hacia células DEC205+, similar a su contraparte sin antígeno 

Cap. Adicionalmente, estos resultados nos indican que a pesar de que el control de isotipo ratón x 

cerdo rAb 7DEU-tCap presenta una especificad irrelevante, hay un porcentaje de reconocimiento 

promedio de 31% en cDC1, 25% cDC2 y 9.8% en monocitos en circulación. Una posibilidad de 

este fondo en el reconocimiento de un control de isotipo puede ser debido a la fracción Fc del IgG1 

porcina del anticuerpo quimérico ratón x cerdo. En humano y ratón, se han caracterizado los sitios 

puntuales en la región Fc para suprimir la capacidad de reconocimiento por receptores FcR y C1q, 

siendo la sustitución LALA-PG la que suprimió en este reconocimiento (Lo  et al., 2017; 

Schlothauer  et al., 2016). Sin embargo, en el modelo porcino esto no ha sido caracterizado y las 

regiones correspondientes a la mutación LALA-PG no se encontraron en el dominio Fc del IgG 

porcino. De esta forma este fondo en el control isotipo rAb 7DEU-tCap podría ser debido a un 

reconocimiento por la fracción Fc y no propiamente por la región de especificidad del sitio de unión 
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a antígeno del anticuerpo. Una alternativa para reducir este fondo podría ser la aplicación de un 

formato de anticuerpo carente de Fc, como un anticuerpo de cadena sencilla scFv anti-DEC205. 

 
Figura 19. Evaluación de la funcionalidad de rAb ZH9F7-tCap y rAb 7DEU-tCap para reconocer 

células mononucleares DEC205+ de cerdo. a) Identificación de cDC1, cDC2 y monocitos DEC205+ 

después de la tinción con rAb ZH9F7-tCap y rAb 7DEU-tCap in vitro. Los histogramas de 

intensidad más ligero ilustran el FMO y los histogramas de colores intensos muestran el 

reconocimiento de cDC1 (azul), cDC2 (rojo) y monocitos (gris) DEC205+. Los histogramas 

representan el resultado de uno de cuatro animales. b) Análisis gráfico de los porcentajes de cDC1 

(azul), cDC2 (rojo) y monocitos (negro) positivas al marcaje con los rAb ZH9F7, rAb ZH9F7-tCap 
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y control de isotipo rAb 7DEU-tCap. Se realizó ANOVA de una vía seguido de comparación de 

medias por prueba de Tukey-Kramer (p<0.05). Los valores de p denotan diferencias 

estadísticamente significativas en las medias de los diferentes grupos. 

Al continuar con la evaluación de como se ve afectado el direccionamiento hacia células DEC205 

ante el uso del anticuerpo rAb ZH9F7-tCap, 24 h después de que el rAb ZH9F7-tCap o rAb 7DEU-

tCap control de isotipo fueron aplicados vía intradérmica, se tomaron biopsias de piel y se retiraron 

los ganglios linfáticos inguinales derechos. En la figura 20a se muestra la misma estrategia de 

identificación de DCs migratorias de piel. En la figura 20b, los gráficos de puntos representan 

resultados de 1 de 3 experimentos independientes. Las células migratorias de los explantes de piel, 

tomados del sitio de inyección de los rAbs muestran fenotipos cDC1, cDC2/LC y potenciales 

moDC/Macro positivos (figura 21) a la tinción con el rAb ZH9F7-tCap (en promedio 12.87%, 

9.1%, y 5.56%, respectivamente). Las células cDC1, cDC2/LC y moDC/Macro migratorias de las 

biopsias de piel del grupo control PBS presentaron valores de fluorescencia de fondo del 4.53%, 

4.66%, y 4.03%, respectivamente. De manera similar, los valores de fluorescencia encontrados en 

las células obtenidas del grupo control isotipo rAb 7DEU-tCap fueron 3.26%, 8.03%, y 6.66%, 

respectivamente. Diferencias estadísticamente significativas entre las células cDC1 teñidas fueron 

encontradas entre el grupo rAb ZH9F7-tCap y ambos grupos controles isotipo rAb 7DEU-tCap y 

PBS (p < 0.05). Encontramos mayor porcentaje de células cDC2/LC DEC205+ teñidas con el rAb 

ZH9F7-tCap en comparación con el grupo control PBS. No hubo diferencias entre los porcentajes 

de células cDC2/LC positivas al marcaje entre el grupo rAb ZH9F7-tCap y el grupo control de 

isotipo. La hipótesis es que esto podría estar relacionado a que las cDC2 tienen una alta capacidad 

de capturar antígenos solubles, como previamente ha sido reportado para las cDC2 porcinas de 

sangre y piel (Edwards  et al., 2017; Marquet  et al., 2011b). Finalmente, no encontramos 

diferencias estadísticamente significativas en el grupo de moDCs/Macro positivos al 

direccionamiento en ninguno de los 3 grupos de tratamiento. 

Una vez confirmado que el rAb ZH9F7-tCap reconoció las poblaciones cDC1 y cDC2 en piel, se 

evaluó la capacidad de estas células para alcanzar ganglios linfáticos inguinales y potencialmente 

dar lugar a la presentación de antígenos a linfocitos T vírgenes. La figura 22a muestra la estrategia 

por la cual las poblaciones celulares de interés fueron seleccionadas. Las suspensiones de células 

del ganglio linfático obtenidas fueron analizadas siguiendo la estrategia previamente mencionada 

para células obtenida de ganglio linfático inguinal. 
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Figura 20. Reconocimiento de cDC1, cDC2/LC y moDC/Macro DEC205+ en piel por rAb ZH9F7-

Cap. a) Estrategia de identificación de potenciales moDC/Macro, cDC1 y cDC2/LC en células 

migratorias de explantes de piel. b) Determinación de células DEC205+ positivas a la tinción con 

el rAb ZH9F7-tCap y control de isotipo rAb 7DEU-tCap in vivo (resultados representativos de 1 

de 3 experimentos independientes).  
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Figura 21. Porcentajes de reconocimiento de cDC1, cDC2/LC y moDCs/Macro por la tinción con 

el rAb ZH9F7-tCap y control de isotipo rAb 7DEU-tCap. Se realizó ANOVA de una vía seguido 

de comparación de medias por la prueba de Tukey-Kramer (p<0.05). Los valores de p denotan 

diferencias estadísticamente significativas en las medias de los diferentes grupos. 

 

 

La figura 22b muestra los gráficos de puntos representativos de uno de tres experimentos 

independientes. El direccionamiento con el rAb ZH9F7 denota la presencia de DCs, macrófagos y 

linfocitos teñidos con el rAb ZH9F7-tCap positivos al marcaje en ganglios linfáticos inguinales, 

contrario a ambos grupos controles isotipo y control PBS. De manera complementaria, se observa 

la presencia de DCs, macrófagos y linfocitos teñidos con rAb ZH9F7-tCap en el ganglio linfático 

inguinal derecho, cercano al sitio de aplicación. Por lo tanto, en esta segunda etapa de evaluación 

in vivo nos enfocamos en analizar ganglios linfáticos locales al sitio de aplicación de los diferentes 

tratamientos. La figura 23 muestra los porcentajes promedio de DCs, macrófagos y linfocitos. La 

presencia de DCs teñidas en ganglio linfático del grupo rAb ZH9F7-tCap fue alrededor del 12.33%, 

significativamente mayor al grupo control PBS (2.73%) y control de isotipo rAb 7DEU-tCap 

(5.83%). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

macrófagos y linfocitos marcados en ningún grupo (p > 0.05). De esta forma, se confirma que la 

aplicación intradérmica del rAb ZH9F7-tCap permitió el rastreo de posibles DCs DEC205+ que 

fueron posiblemente teñidas en piel y alcanzaron el ganglio linfático regional. 
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Figura 22. Identificación de DCs, macrófagos y linfocitos de ganglios linfáticos inguinales teñidos 

con el rAb ZH9F7-tCap. a) Estrategia para identificar linfocitos, DCs y macrófagos en ganglio 

linfático inguinal. b) Determinación de células DEC205+ positivas a la tinción con el rAb ZH9F7-

tCap y control de isotipo rAb 7DEU-tCap in vivo (resultados representativos de 1 de al menos 3 

experimentos independientes). 
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Figura 23. Porcentaje de DCs, macrófagos y linfocitos de ganglio linfático inguinal teñidos con el 

rAb ZH9F7-tCap. Representación del porcentaje de DCs, macrófagos y linfocitos en ganglio 

linfático positivos a la tinción con rAb ZH9F7-tCap y control de isotipo rAb 7DEU-tCap in vivo. 

Se realizó ANOVA de una vía seguido de comparación de medias por prueba de Tukey-Kramer 

(p<0.05). Los valores de p denotan diferencias estadísticamente significativas en las medias de los 

diferentes grupos. 

 

 

6.9. Evaluación de la Respuesta Celular y Humoral Inducida por el rAb ZH9F7-tCap 

 

 

Como análisis preliminar evaluamos la respuesta humoral y celular inducida después de la 

aplicación intradérmica del rAb ZH9F7-tCap. Después de que las células fueron cosechadas, 

teñidas y adquiridas, las poblaciones CD4+CD8−, CD4−CD8+, y CD4+CD8+ productoras 

de IFN-γ fueron identificadas como se muestra en la figura 24. Para ello, primeramente, 

identificamos las diferentes poblaciones de linfocitos T, discerniendo entre linfocitos T 

CD4+CD8−, CD4−CD8+ y los doble positivos CD4+CD8+ (figura 24a). Esta última 

población ha sido caracterizada como una gran fracción de los linfocitos T que se encuentran en 

circulación sanguínea en cerdo, en un estado maduro, alcanzando hasta el 60%. (Overgaard  et al., 

2015). Cuando diferentes poblaciones de linfocitos T fueron identificadas, se evaluó su respuesta 

en la producción de IFN-γ en respuesta a la estimulación in vitro con PHA, rAb ZH9F7-tCap y rAb 

ZH9F7 (figura 24b). 
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Figura 24. Linfocitos T productores de IFN- en respuesta a la estimulación in vitro con rAb 

ZH9F7-tCap en el grupo no vacunado y vacunado con rAb ZH9F7-tCap. a) Identificación de las 

subpoblaciones de linfocitos T. b) Gráficos de densidad que representan el IFN-γ intracelular en 

poblaciones CD4+CD8-, CD4-CD8+ y CD4+CD8+, sin estimular, estimuladas con PHA, 

rAb ZH9F7-tCap del grupo vacuna y rAb ZH9F7-tCap del grupo control sin vacunar.  
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La figura 25 muestra la respuesta en producción de IFN- en las 3 poblaciones, en respuesta a los 

estímulos. Después de evaluar la producción de IFN-γ en respuesta a un mitógeno selectivo de 

linfocitos T como la fitohemaglutinina (PHA), las células CD4+CD8+ mostraron mayor capacidad 

de producción de IFN-γ, significativamente mayor (p < 0.05) que las poblaciones CD4−CD8+ y 

CD4+CD8− en ambos grupos. Esta población representa un papel importante en respuesta a 

infecciones virales en cerdos debido a la fuerte respuesta de memoria que desempeña (Chung  et 

al., 2018). Sin embargo, cuando las células fueron estimuladas con el rAb ZH9F7-tCap, únicamente 

la población de CD4+CD8+ del grupo vacunado mostró una mayor capacidad en la producción de 

IFN-γ, alrededor del 4%, la cual fue estadísticamente diferente comparada con el resto de las 

subpoblaciones dentro del mismo o el otro grupo. 

 

 

 
Figura 25. Representación de los porcentajes de células IFN-+ por las poblaciones CD4+CD8-

, CD4-CD8+ y CD4+CD8+. Los puntos blancos representan las células del grupo de control 

(n=2) y los azules representan las células del grupo vacunado con el rAb ZH9F7-tCap (n=3) a las 

cuales se les substrajo la expresión basal de IFN- del control sin estimular. Se realizó ANOVA de 

dos vías seguido de prueba Tukey-Kramer para comparación múltiple de medias (p<0.05). Los 

valores de p denotan diferencias estadísticamente significativas en las medias de los diferentes 

tratamientos. 
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Cuando las células fueron estimuladas con el anticuerpo rAb ZH9F7 sin antígeno Cap, no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas en la producción de IFN-γ en las poblaciones 

de linfocitos T CD4+CD8−, CD4−CD8+ y CD4+CD8+ del grupo vacunado y el no vacunado (p > 

0.05). De esta forma, podemos decir que la estimulación in vitro fue desencadenada mayormente 

debido a la presencia del antígeno Cap en el rAb ZH9F7-tCap y no por secuencias en el anticuerpo 

recombinante quimérico rAb ZH9F7.  

En la evaluación de la respuesta de vacunas de subunidad de PCV2, se ha encontrado que 

promueven inmunidad duradera mediada por linfocitos T CD4+CD8+ productores de IFN-γ e 

incluso, dobles productoras junto a TNF- (Ferrari  et al., 2014; Koinig  et al., 2015). La expresión 

de CD8+ en la población de linfocitos T CD4 además de estar asociado a un perfil productor de 

IFN-γ, se asocia con células T activadas y de memoria (central y efectora) que en algunos casos de 

reinfección por PRRSV muestra una respuesta antiviral temprana (Chung  et al., 2018; Koinig  et 

al., 2015; Saalmüller  et al., 2002). La respuesta inmune humoral desencadenada por la aplicación 

intradérmica en zona inguinal del rAb ZH9F7-tCap fue evaluada cuatro semanas post-inyección. 

El esquema de vacunación se presenta en la figura 26a. La gráfica en la figura 26b representa los 

niveles de IgG anti-Cap del PCV2a. Una semana después de la aplicación del refuerzo (semana 4) 

hubo un incremento en el título de anticuerpos anti-Cap en el grupo vacunado con el rAb ZH9F7-

tCap, el cual fue estadísticamente mayor al grupo control (p < 0.05). 

 

 

Figura 26. Esquema de inmunización y determinación de respuesta humoral. a) Esquema de 

inmunización y toma de muestra en el bioensayo de direccionamiento de antígeno Cap. b) 

Determinación de anticuerpos IgG específicos a Cap de PCV2 a través de ELISA indirecto. Los 

círculos blancos representan el grupo control y azules el grupo vacuna rAb ZH9F7-tCap. El valor 

p indica diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) en la media de absorbancias entre los grupos. 
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Una gran ventaja y la apuesta principal del uso de anticuerpos quiméricos como el rAb ZH9F7 en 

lugar del monoclonal, es la posibilidad de reducir la antigenicidad de las regiones murinas, cuando 

se evalúa en otras especies como humanos o cerdos (Bustamante-Córdova  et al., 2021). Por lo 

tanto, cuando utilizamos el anticuerpo rAb ZH9F7 sin antígeno Cap para evaluar la estimulación 

in vitro, confirmamos que por sí mismo, el anticuerpo quimérico no indujo la estimulación de 

células productoras de IFN- en respuesta a las regiones murinas. De esta forma, es importante 

resaltar la ventaja del uso de anticuerpos híbridos en herramientas profilácticas o terapéuticas, 

reduciendo la respuesta inmune hacia ellos mismos al ser usado en especies distintas. 

Adicionalmente, niveles detectables de anticuerpos anti-Cap de PCV2a fueron encontrados en el 

grupo vacunado con el rAb ZH9F7-tCap una semana después de la aplicación del refuerzo, aunque 

no se encontró una respuesta tan robusta como se esperaba. Esto denota la necesidad de modificar 

el esquema de vacunación que probamos, incrementando la dosis de antígeno direccionado o 

aumentando el número de aplicaciones de refuerzo para potenciar la respuesta humoral. Por lo 

anterior, se vuelve indispensable probar diferentes esquemas de vacunación de direccionamiento 

con este u otros antígenos.  

Cabe señalar que en los experimentos de direccionamiento in vivo, las cDC1 de piel presentaron 

una mayor posibilidad de ser teñidas con las variantes del rAb ZH9F7 evaluadas in situ, 

posiblemente perfilando la respuesta Th1. Con ello, en la evaluación de la respuesta celular, la 

generación de linfocitos T CD4+CD8+ IFN-γ+ representa una respuesta de células T CD4+ activadas 

con un perfil Th1 que expresan de forma simultánea el receptor CD8α (Gerner  et al., 2015). 

Inferimos que, aunque no se ha evaluado el acceso a la maquinaria MHC-I después de la 

internalización rAb ZH9F7-DEC205, durante la presentación de antígenos fueron activados en 

mayor proporción los linfocitos T CD4+. Por lo tanto, para el caso del modelo estudiado y bajo la 

estrategia empleada, el direccionamiento a DEC205 porcino en nuestro sistema no favoreció la 

presentación cruzada vía MHC-I por lo que la activación de linfocitos T CD8+ no fue beneficiada. 

Los resultados presentados en esta tesis doctoral han sido publicados bajo el título “Antigen 

Targeting of Porcine Skin DEC205+ Dendritic Cells” doi.org/10.3390/vaccines10050684. 

  



 
79 

7. CONCLUSIONES 

 

 

• En el modelo porcino, la expresión de DEC205 no se encuentra restringida a DCs, por lo que, 

el direccionamiento de antígenos in vitro e in vivo mostró un efecto no solo en las DCs sino 

también sobre monocitos, moDCs, macrófagos y linfocitos. 

• La aplicación intradérmica del rAb ZH9F7 reconoció células cDC1, cDC2/LC, moDC/Macro y 

linfocitos en células migratorias de piel y ganglios linfáticos regionales. Sin embargo, hubo una 

mayor capacidad de marcaje a la población cDC1 dérmicas las cuales se han caracterizado con 

una mayor expresión de DEC205 y capacidad de inducir la polarización a la respuesta Th1. 

• El direccionamiento a DCs DEC205+ de cerdo no promovió la presentación cruzada, lo cual se 

comprobó por un mayor efecto en la estimulación de linfocitos T CD4+ CD8+, los cuales han 

sido reconocidos como linfocitos T CD4+ de memoria. 

• El direccionamiento de la Cap de PCV2 usando el rAb ZH9F7 permitió inducir una respuesta 

mediada por linfocitos T CD4+CD8+ productores de IFN-, lo cual concuerda con la tendencia 

de direccionamiento a la población cDC1 con capacidad de inducción de respuesta Th1. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

 

• Identificar los dominios de unión con receptores Fc y modificarlos, para neutralizar el 

reconocimiento por receptores Fc. Otra alternativa sería la utilización de un anticuerpo carente 

de dominio Fc, como el caso de los anticuerpos de cadena sencilla scFv, los cuales han sido 

ampliamente utilizados para ensayos de direccionamiento de antígenos, mostrando un efecto 

positivo en la estrategia. 

 

• Una estrategia para incrementar la presencia de diferentes poblaciones de DCs en el sitio de 

aplicación para direccionamiento, es el uso de reclutadores de DCs como el ligando FLT3L, 

lo cual posibilitaría marcar más eficientemente a las DCs in situ. Cabe mencionar que durante 

el tiempo en que se realizó este proyecto, diseñamos, produjimos y purificamos distintas 

versiones del ligando FLT3L porcino (poFLT3L). En próximos ensayos es necesario evaluar 

la funcionalidad del poFLT3L para determinar si es capaz de reclutar mayor número de DCs 

al sitio e incrementar la eficiencia del direccionamiento a DCs DEC205+. 

 

• Una vez optimizada la eficiencia y especificidad en el direccionamiento a DCs DEC205+ 

porcinas, es imprescindible evaluar su eficacia, contrastando los resultados obtenidos con un 

grupo experimental inmunizado con el antígeno Cap sin direccionar.  

 

• Es necesario evaluar si la respuesta humoral y celular inducida por el direccionamiento hacia 

DCs DEC205+ porcinas es capaz de otorgar protección clínica ante un desafío viral en 

condiciones experimentales o de campo. 
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10. APÉNDICES 

 

 

 
Vectores de expresión utilizados para la producción de las proteínas recombinantes rAb ZH9F7-

Cap, rAb ZH9F7-eGFP, rAbZH9F7-tCap,  rAb 7DEU-tCap y tCap. 


