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AcCNPV: nucleopoliedrovirus de Autographa californica (Autographa californica
nucleopoliedrovirus)

APCs: células presentadoras de antigenos (antigen presenting cells)
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BV: virus libres (budded virus)
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CD8™: linfocitos T citotdxicos.

CMV: citomegalovirus

ConA: concanavalina

DAPI: (4, 6-diamino-2-fenilindol)

DCs: células dendriticas (dendritic cells)

DMEM: Medio Eagle Modificado de Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DNA: acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

EMSA: ensayo de cambio en la corrida electroforética (electrophoretic mobility shift assay)
SFB: suero fetal bovino

GDP: (ganancia diaria de peso)

GFP: proteina verde fluorescente (green fluorescent protein)

GMSF: factor de crecimiento de colonias de granulocitos y macrofagos (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)

H: hexdmeros de nucléotidos

hpi: horas después de la infeccion (hours post infection)
HRP: peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase)
IFN: interferon

Ig: inmunoglobulina

IL: interleucina

IM: via intramuscular

IPTG: (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido)
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MHC: complejo principal de histocompatibilidad (major histocompatibility complex)
ml: mililitro

MOI: multiplicidad de infeccion (multiplicity of infection)

NPs: nanoparticulas

NTA: andlisis del seguimiento de nanoparticulas (nanoparticle tracking analysis)
ODV: virus ocluidos (occluded derived virus)

ORF: marco de lectura abierto (open reading frame)

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-associated molecular
patterns)

PBS: solucion salina tamponada con fosfato (phosphate buffered saline)
PBST: PBS con Tritén X-100 al 0.3%
PCV: circovirus porcino (Porcine Circovirus)

PDNS : sindrome de dermatitis/nefropatia porcina (porcine dermatitis and nephropathy
syndrome)

pH: potencial hidrdégeno
PK-15: linea celular derivada de rifién porcino (porcine kidney)

PMWS : sindrome de emaciacién posdestete (postweaning multisystemic wasting
syndrome)

PNP: neumonia proliferativa y necrética porcina (porcine necrotizing pneumony)
PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition receptors)

PRRSV: virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (porcine reproductive and
respiratory syndrome)
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RNA: &cido ribonucleico (ribonucleic acid)

SAMS: sindrome de aborto y mortalidad de las cerdas (sow abortion and mortality
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SAPs: péptidos de auto-agregacion (self-aggregating peptides)
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polyacrylamide gel electrophoresis)

Sf9: linea celular de Spodoptera frugiperda

TBS: solucidn salina tamponada con Tris (Tris-buffered saline)
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TBSM: TBS con leche al 2.5% y Tween® 20 al 0.05%

TBST: TBS con Tween® 20 al 0.1%

TEM: microscopia electronica de transmision (transmission electron microscopy)
TLR: receptor tipo Toll (Toll-like receptor)

TMB: (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina)

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor)
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RESUMEN

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus desnudo de una sola cadena de
DNA de gran importancia en la industria porcina a nivel mundial debido a que produce
retraso en el crecimiento, problemas reproductivos, digestivos y respiratorios en los cerdos.
Las vacunas comerciales actuales contra PCV2 estan elaboradas con virus inactivados,
virus atenuados o particulas tipo virus (VLPs). Las VLPs han demostrado ser méas seguras
que las vacunas que contienen virus atenuados asi como promover respuestas inmunes tanto
humorales como celulares. Sin embargo, para el proceso de purificacion de VLPs se
necesitan instrumentos especializados de laboratorio, y este proceso requiere de mucho
tiempo, haciendo que las vacunas elaboradas con VLPs sean méas costosas. Previamente, en
nuestro laboratorio descubrimos un péptido de auto-agregacion derivado del extremo N-
terminal de la proteina poliedrina (PH(1-110)) del baculovirus Autographa californica
nucleopoliedrovirus (AcNPV), el cual forma nanoparticulas (NPs) que se pueden purificar
facilmente. En este trabajo, evaluamos si las NPs formadas por la proteina ORF2 de PCV2
fusionada a PH(1-110) (NPs PH(1-110)PCV2) podrian ser usadas como una vacuna de
subunidad contra PCV2. Primero, caracterizamos las NPs PH(1-110)PCV2 por microscopia
electronica de transmisidn, y observamos que éstas no contenian baculovirus contaminantes
en su interior. Después, produjimos y purificamos las NPs PH(1-110)PCV2, inmunizamos
cerdos y evaluamos la respuesta inmune humoral contra ORF2 de PCV2 por ELISA y
western blot. Las NPs PH(1-110)PCV2 fueron faciles de purificar. La purificacion de estas
NPs se llevdo a cabo sonicando las células de insecto infectadas con el baculovirus
recombinante, y centrifugando las NPs a baja velocidad. Finalmente, generamos un PCV2
que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) y realizamos ensayos de
seroneutralizacion en células de rifion de cerdo con la linea celular PK-15. Nuestros
resultados indican que la fusién de ORF2 de PCV2 al péptido PH(1-110) permite la
formacion de NPs que son faciles de purificar, se pueden producir a gran escala con un alto
rendimiento por usar un sistema viral robusto y que estas NPs son capaces de generar

anticuerpos neutralizantes.
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ABSTRACT

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a non-enveloped single-stranded DNA virus of
great importance in the pig industry worldwide because it causes growth retardation,
reproductive, digestive and respiratory symptoms in pigs. The current commercial vaccines
against PCV2 are made of inactivated virus, attenuated virus or virus-like particles (VLPS).
VLPs have been shown to be safer than vaccines containing attenuated viruses as well as to
promote both humoral and cellular immune responses. However, specialized laboratory
instruments are needed for the VLP purification process, and this process requires a lot of
time, making vaccines based on VLPs more expensive. Previously, in our laboratory we
discovered a self-aggregating peptide derived from the N-terminal of the polyhedrin protein
(PH(1-110)) from baculovirus Autographa californica nucleopolyhedrovirus (AcNPV),
which forms nanoparticles (NPs) that can be easily purified. In this work, we evaluated
whether the NPs formed by ORF2 protein from PCV2 fused to PH(1-110) (PH(1-110)PCV2
NPs) could be used as a subunit vaccine against PCV2. First, we characterized the PH(1-
110)PCV2 NPs by transmission electron microscopy, and we observed that these NPs did
not contain contaminating baculoviruses inside of them. Then, we produced and purified
PH(1-110)PCV2 NPs, immunized pigs and evaluated the humoral immune response against
ORF2 from PCV2 by ELISA and western blot. The PH(1-110)PCV2 NPs were easy to
purify. Purification of these NPs was carried out by sonicating insect cells infected with the
recombinant baculovirus, and centrifugation of the NPs at low speed. Finally, we generated
a PCV2 that expresses the green fluorescent protein (GFP) and we performed
seroneutralization assays in pig kidney cells with the PK-15 cell line. Our results indicate
that the fusion of ORF2 from PCV2 to PH(1-110) allows the formation of NPs that are easy
to purify, can be produced on a large scale with high performance by using a robust viral

system and these NPs are capable of generating neutralizing antibodies.
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1. INTRODUCCION

El circovirus porcino (PCV) fue identificado por primera vez como contaminante de la
linea celular PK-15, con un diametro de 17 nm, no citopético y de una sola cadena de DNA
(1). Posteriormente, un virus similar al PCV se identifico en cerdos con una enfermedad
caracterizada por lesiones linfoides severas y neumonia intersticial (2). Mas tarde, se
realizaron estudios moleculares que indicaron que el PCV aislado de cerdos enfermos era
diferente al PCV contaminante de la linea celular PK-15. Por lo tanto, al PCV contaminante
de la linea celular PK-15 se le dio el nombre de PCV1, mientras que al PCV que provoco
enfermedad se le dio el nombre de PCV2 (3). Recientemente, un nuevo tipo de PCV fue
identificado y fue nombrado PCV3. PCV3 también ha sido asociado con enfermedad

sistémica en cerdos (4).

1.1. Importancia del PCV2

La porcicultura es una actividad econdmica que crea empleos de manera directa e
indirecta generando ingresos y contribuyendo a la economia mundial. En México, los
principales estados en los que se produce carne de cerdo son: Jalisco, Sonora, Puebla,
Guanajuato, Yucatan y Veracruz, y en el afio 2006 estos estados produjeron el 76.5% de la
produccidn de carne de cerdo a nivel nacional. Tan solo Sonora y Jalisco concentran el 40%
de la produccion nacional. La produccién de cerdos se expande en los estados con
productores tecnificados mientras que es deficiente en estados con pequefios y medianos
productores (5). Jalisco y Yucatan fueron los primeros paises declarados libres de fiebre
porcina clasica y enfermedad de Aujeszky y han sido desde entonces los principales
productores de la carne de cerdo de la mejor calidad por ser procesada en rastros Tipo
Inspeccion Federal (TIF). Estos estados han sido los principales exportadores de carne
porcina en Japén y Cuba (5,6).

PCV2 es un patogeno de distribucion mundial que causa grandes pérdidas econémicas
en la industria porcina alrededor del mundo (3,7-10). Se ha estimado que las pérdidas
econdmicas debidas a enfermedades asociadas con la infeccién por PCV2 es alrededor de
600 millones de euros por afio tan solo para la Union Europea (3). Las péerdidas se deben a

1



que los cerdos con enfermedad sistémica causada por PCV2 se debilitan y son incapaces de
alcanzar un peso adecuado al mercado, hay mortalidad de cerdos en etapas de crianza y
engorda, asi como un aumento en el uso de antibidticos para controlar las infecciones
bacterianas secundarias (3). En México se ha aislado PCV2 en tejidos linfoides de cerdos
infectados (11).

1.2. Clasificacion taxonémica

PCV2 se encuentra en el grupo 2 de la clasificacion de Baltimore por ser un virus de
DNA de una sola cadena. PCV2 pertenece a la familia Circoviridae, esta incluido en el
género Circovirus y la especie es Circovirus porcino tipo 2. PCV2 se puede subdividir en
PCV2ay PCV2b. PCV2a contiene 1767 nucleo6tidos y PCV2b contiene 1766 nucle6tidos.
PCV2c se encontr6 en Dinamarca, mientras que PCV2d y PCV2e han sido descritos en
China (12). PCV2d también se ha detectado en Estados Unidos de América (13). Aunque
hay mas de un subtipo de PCV2, todas las vacunas se basan en el ORF2 (ORF, Open
Reading Frame 2) de PCV2a, ya que los anticuerpos generados con esta vacuna reconocen
otros subtipos de PCV2 (inmunidad cruzada) (7,12). EI ORF2 de PCV2 contiene los
principales epitopos neutralizantes (14-17). En México, PCV2a y PCV2b han sido aislados
de cerdos con lesiones linfoides y se ha identificado que estos subgenotipos son diferentes

de aquellos reportados en otras partes del mundo (11).

1.3. Gen6mica y proteémica viral

El genoma de PCV2 contiene de 1766 a 1768 nucleotidos con una identidad mayor
al 94% entre diferentes aislados de PCV2, mientras que con PCV1 solo muestra un 80% de
identidad como lo indicaron los analisis de secuencias por alineamiento (3). PCV2 tiene dos
genes principales: ORF1 y ORF2. ORF1 es codificada por la cadena positiva del virus,
mientras que ORF2 se transcribe en la cadena complementaria (3). ORF1 codifica para las
proteinas Rep y Rep’ generadas por splicing alternativo. Rep contiene 312 aminoacidos,
mientras que Rep’ es una proteina truncada de 168 aminoacidos. EI promotor de Rep es

regulado negativamente por la proteina Rep (18). EI promotor de Rep se encuentra dentro



del origen de replicacion del DNA viral y el promotor de ORF2 se encuentra dentro del gen
Rep (19). Rep y Rep’ son esenciales para la replicacion del DNA viral. Estos estudios
fueron confirmados por la localizacion subcelular de las proteinas Rep y Rep’ asi como por
un ensayo de cambio en la corrida electroforética (EMSA) (18). ORF2 codifica para una
proteina de 30 kDa encargada de formar la capside (20,21). ORF2 se utiliza en el desarrollo
de vacunas y ensayos serologicos (3). El anélisis de ORF1 y ORF2 de PCV2 ha mostrado
homologia de nucle6tidos del 83 y 67% con PCV1, respectivamente (3).

Se ha sugerido que PCV2 codifica para varios ORFs pequefios, pero solo ORF3 ha
sido demostrado (19). EI ORF3 se encuentra dentro de ORF1 en PCV1y PCV2, pero posee
un tamafo diferente. En PCV1, ORF3 contiene 621 nucledtidos mientras que en PCV2
contiene 315 nucledtidos (19). EI ORF3 de PCV2 induce apoptosis, y parece ser importante
en el desarrollo de lesiones linfoides (22,23). La eliminacion de ORF3 en PCV2 genera
cargas virales bajas sin generar lesiones microscopicas en los cerdos (19). Dada la marcada
diferencia de ORF3 entre PCV1 y PCV2 en su tamafio y el hecho de que PCV2 sin ORF3
no genera lesiones, indica que ORF3 esta involucrado en el desarrollo de enfermedades
causadas por PCV2 (19) (en la figura 1 se esquematiza la organizacion genomica de
PCV2).

1.4. Replicacion viral

Al inicio de la infeccion por PCV2, la proteina ORF2 de la capside se une al receptor
celular heparan sulfato (21,24). Después de la entrada de PCV2, la proteina ORF2 se
localiza en el nucléolo y mas tarde se exporta al citoplasma (19). Las proteinas virales Rep
y Rep’ estan implicadas en la replicacion del DNA de PCV2 (21,25). Rep y Rep’ se unen a
los hexdmeros H1 y H2, que son secuencias de 6 nucleétidos repetidos. Esta union es
esencial para el inicio de la replicacion (19,21,25). Rep y Rep’ colocalizan en el
nucleoplasma de las células infectadas (19). El origen de replicacion de PCV2 forma una
estructura tallo-bucle encontrada en la region intergénica mas larga, entre la region 5° de
los genes ORF1 y ORF2 (19). Durante la replicacion del DNA de PCV2 se genera una
doble cadena y se transcriben 9 RNAs incluyendo el RNA de la capside, 5 RNAs asociados

a Rep y 3 RNAs no esenciales. En la infeccion productiva, los antigenos virales y la
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progenie viral incrementan en una manera tiempo-dependiente. Estos antigenos se observan
desde las 18 h después de la infeccion (hpi), y los virus liberados aparecen a las 30 hpi
(3,26).

Al final de la replicacion del DNA la proteina ORF2 se auto-ensambla y la regién
rica en argininas localizada en el N-terminal de esta proteina se une al DNA y lo encapsula
(19) (figura 5). EI ORF3 no parece ser esencial para la replicacion de PCV2 (3), pero
induce apoptosis y recluta macrofagos lo que puede facilitar la diseminacion sistémica del
PCV2 (23) (en la fig. 1 se esquematizan las estructuras encargadas de la replicacion del
DNA viral).

Hi

Genoma de PCV2
1767 bp

Figura 1. Organizacion genémica y localizacion del origen de replicacion del PCV2.

El PCV2 contiene 3 genes principales: ORF1 codifica para las replicasas virales Rep y Rep’ (flecha grande);
ORF2 es la Unica proteina estructural que forma la cépside de PCV2 (flecha mediana) y ORF3 (flecha
pequefia) induce apoptosis en las células diana. EI genoma de PCV2 contiene un origen replicacién entre los
extremos 5’ de los genes ORF1 y ORF2, y forma una estructura secundaria tallo/bucle (cuadro amarillo).
Delante de esta estructura secundaria se localizan los hexdmeros H1-H4 (rectangulos rojos). Las replicasas
virales se unen a H1 y H2 para favorecer el inicio de la replicacién del DNA viral (se utilizo el programa
SnapGene® para el disefio de esta figura).



1.5. El sistema inmune del cerdo y su interaccion con PCV2

En general, el sistema inmune del cerdo es similar al del humano con respecto a la
respuesta que se genera, y estd formado por el sistema inmune innato y el sistema inmune
adaptativo (27). El sistema inmune innato esta constituido por células presentadoras de
antigenos (APCs) como las células dendriticas (DCs) y los macrofagos, principalmente. Las
APCs contienen receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) tanto en su superficie
como en su interior alojados en endosomas. Los PRRs detectan moléculas de los patdgenos
conocidas como “patrones moleculares asociados a patdégenos” (PAMPS). De esta manera,
las APCs detectan a los patdgenos, los fagocitan, los procesan en péptidos cortos y
presentan estos péptidos a los linfocitos T del sistema inmune adaptativo. Los péptidos de
los patdgenos son cargados en la superficie de las APCs a través de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) clase | y clase Il, para activar a los linfocitos T

CD8" y a los linfocitos T CD4", respectivamente (27).

El sistema inmune adaptativo esta constituido por la inmunidad humoral y la
inmunidad celular. La inmunidad humoral de los cerdos al igual que en otros mamiferos
esta mediada por linfocitos B y se basa en IgG, IgA e IgM, principalmente. La inmunidad
celular de los cerdos se distingue de la de otros mamiferos por contener linfocitos T CD4"
CD8". Los linfocitos T CD4" CD8" incrementan con la edad de los cerdos, y se consideran
celulas efectoras/de memoria, producen IL-10, y pueden participar en la produccion de
anticuerpos promoviendo el crecimiento y diferenciacion de los linfocitos B (28).

El sistema inmune del cerdo se ve afectado por virus inmunosupresores como PCV2
(29). PCV2 puede replicarse en linfocitos T, linfocitos B y monocitos. Los linfocitos B son
las células con mayor permisividad (30,31), mientras que los monocitos podrian ser el lugar
de persistencia de la infeccion por PCV2 (3). PCV2 se introduce en los monocitos porcinos
por endocitosis mediada por clatrina, donde se requiere de un ambiente acido para su
internalizacion. En las DCs maduras y sus precursores, PCV2 entra por una via diferente a
la macropinocitosis en ausencia de replicacion viral (3). PCV2 no es capaz de replicarse en
DCs y macrofagos de los cerdos infectados, y aunque estas celulas captan una gran

cantidad de PCV2 (3), el virus no puede ser procesado (30).



Algunos estudios in vitro indican que las DCs de cerdo infectadas con PCV2 pueden
procesar antigenos y madurar, pero la sefializacion de TLRs se ve afectada (32), ya que el
genoma viral de doble cadena que se genera durante la replicacion viral, inhibe el IFN-a,
TNF-0, IL-6 e IL-12 (32,33). Por otro lado, en estudios in vivo se ha observado que al
comienzo de la infeccion por PCV2, la producciéon de IFN-y disminuye mientras que la
produccion de 1L-10 incrementa en los cerdos enfermos. Los cerdos infectados con PCV2
que no presentan signos clinicos mantienen una respuesta de IFN-y mas estable.
Adicionalmente, los cerdos con signos clinicos no son capaces de generar citocinas como
IL-8, TNF-a e IL-1pB, e IFN-y, mientras que los cerdos vacunados Si generan esta respuesta
proinflamatoria (34). En conjunto, esto sugiere que los cerdos que no producen IFN-y en la
etapa temprana de la infeccion estan predispuestos a desarrollar la enfermedad causada por
PCV2.

PCV2 requiere células en mitosis para replicarse (32) y es por esto que la
inmunoestimulacion favorece la replicacion de PCV2. Los cerdos vacunados contra el virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) y desafiados con co-infeccion
de PRSSV con PCV2 generan lesiones mas marcadas Yy titulos virales mas altos de PCV2
que los cerdos que no fueron inmunizados (35). De manera similar, la administracién del
mitdgeno concanavalina A (ConA) en las células T CD4" 0 CD8" o a las células B IgM”
favorece la replicacion de PCV2. Sin embargo, la administracion de IFN-y no incrementa la
replicacion de PCV2. Asi, la replicacion de PCV2 es mas favorecida en linfocitos que se

encuentran en mitosis que por la administracion de sustancias inmunoestimulantes (31).

1.6. Transmisién

PCV2 es de alta prevalencia en cerdos de todo el mundo (3,36). La principal ruta de
transmision es la via oronasal, de esta manera, PCV2 alcanza los macrofagos alveolares de
los pulmones. En condiciones de campo, la mayoria de cerdos presentan seroconversion
contra PCV2 entre los 2 y 4 meses de edad, indicando que la transmisién horizontal es muy
eficiente. Después de que las cerdas gestantes se infectan por la via intranasal, ocurre la

transmision transplacentaria (3,37,38).



PCV2 se encuentra en gran cantidad en cavidad nasal, secreciones bronquiales y
tonsilares, heces y orina de cerdos enfermos y en menor cantidad en cerdos clinicamente
sanos. PCV2 también se ha detectado en semen, por lo tanto, la monta natural asi como la
inseminacion artificial son consideradas rutas potenciales de infeccion y diseminacion
(3,39,40).

1.7. Sindromes causados por PCV2

PCV1 no provoca enfermedad en los cerdos, mientras que la infeccion por PCV2
generalmente es subclinica. Sin embargo, PCV2 puede producir diferentes sindromes
como: el sindrome de emaciacion posdestete (PMWS), el sindrome de aborto y mortalidad
de las cerdas (SAMS) (3,41,42), el sindrome de dermatitis/nefropatia porcina (PDNS) y
neumonia proliferativa y necrotizante porcina (PNP) (3,8). Asi, cuando PCV?2 se asocia con
otros patdgenos virales (como influenza porcina y PRRSV) y/o bacterianos (como
Actinobacillus pleuropneumoniae y Mycoplasma hyopneumoniae), la presentacion de
alguno de los sindromes asociados a PCV2 se ve favorecida, principalmente PMWS,
SAMS y PNP (3,43).

1.7.1. Sindrome de emaciacion posdestete (PMWS)

Entre los sindromes que puede producir PCV2, el PMWS es el de mayor impacto.
ElI PMWS afecta cerdos de 1-6 meses de edad y se caracteriza por retardo en el
crecimiento, pérdida de peso y muerte (3). Esto se correlaciona con la disminucién de los
anticuerpos maternos que ocurre entre las 2 y 4 semanas de edad de los lechones (44). Los
cerdos con gran cantidad de copias gendmicas de PCV2 (cerca de 1X107) pierden 50 g/dia
de la ganancia diaria de peso (GDP) (45). La principal causa de muerte en cerdos con
PMWS se debe a que PCV2 genera falla hepatica. Los signos clinicos de un cerdo con
PMWS incluyen debilidad, palidez en la piel, dificultad respiratoria, diarrea e ictericia, asi
como agrandamiento de los nddulos linfaticos (inguinales principalmente) (3). Las lesiones
macroscopicas son: aumento del tamafio de los pulmones con consistencia rigida, el higado

palido, y los nodulos linfaticos blanquecinos y edematosos. La pérdida de tejido linfoide



con infiltracion de monocitos en los nodulos linfaticos es una caracteristica importante
(3,46). Los cerdos con bajo peso desarrollan PMWS con mas frecuencia que los cerdos con
un peso mayor. De manera similar, los machos castrados presentan el PMWS con mayor

frecuencia que las hembras (3).

Si bien es cierto que el PCV2 es necesario para inducir el PMWS, no todos los
cerdos infectados de PCV2 desarrollan algun sindrome asociado a PCV2 (47). A los 14 dias
después de la infeccion, PCV2 se puede detectar en los tejidos asi como en las lesiones
asociadas a PCV2, pero esto no correlaciona con signos clinicos (30). Las lesiones del
PMWS se han reproducido en un porcentaje muy bajo. La co-infeccion de PCV2 con
parvovirus porcino (48,49) asi como la co-infeccion con PRRSV (50) genera lesiones mas
severas que la infeccion PCV2 solo. De manera similar, la administracion de
inmunoestimulantes genera lesiones del PMWS después del desafio (51) y la replicacion de
PCV2 incrementa, pero esto no induce el PMWS (52). El IFN-y incrementa la replicacion
de PCV2 en cultivo celular, pero una alta concentracion de IFN-y en estudios in vivo
muestra un efecto contrario (31). La administracién de mitdgenos como conA en cerdos
gue no han consumido calostro incrementa la replicacion de PCV2, pero tampoco induce la

presentacion de signos clinicos (31).

Asi, los inmunoestimulantes incrementan el nimero de células permisivas para la
infeccion de PCV2 favoreciendo la replicacion viral, aunque esto no garantiza la
presentacion del PMWS (3). Existen algunos trabajos que parecen incrementar la
replicacion de PCV2 in vivo, pero es dificil reproducir el PMWS (53) (en la fig. 2 se
muestra un cerdo afectado con el PMWS que presenta retardo en el crecimiento y pérdida
de peso).



Figura 2. Los cerdos afectados con el sindrome de emaciacion posdestete (PMWS) presentan como
caracteristica principal un retraso en el crecimiento.

La flecha sefiala a un cerdo con PMWS con un tamafio menor que el resto de los cerdos provenientes de la
misma camada. El cerdo con el PMWS tiene una condicién corporal mas baja que los cerdos sin el PMWS
(modificada de ref. 3).

1.7.2. Sindrome de dermatitis/nefropatia porcina (PDNS)

El PDNS afecta principalmente lechones (cerdos que se alimentan de leche,
aproximadamente de 3 semanas de edad) y cerdos en crecimiento. Los signos que presentan
los cerdos con este sindrome incluyen maculas y papulas irregulares en la piel. Estas
lesiones estan cubiertas por costras que se van decolorando. También se observa falla renal
aguda que es la principal causa de muerte (3). En las lesiones macroscépicas se aprecia
agrandamiento de los rifiones y endurecimiento de los mismos, edema en pelvis renal y
petequias en la corteza renal. En los estudios histopatoldgicos se observan glomérulos con
fibrina e infiltracion de células inflamatorias, necrosis de los vasos sanguineos en piel,
pelvis renal, mesenterio e infarto esplénico (3,54). Los cerdos con PDNS presentan titulos
anticuerpos contra PCV2 elevados y un perfil de citocinas Thl. El PDNS es considerado
como una reaccion de hipersensibilidad tipo I11 en la que se forman complejos inmunes (3)

(la fig. 3 muestra un cerdito con PDNS).



Figura 3. Cerdo afectado con el sindrome de dermatitis/nefropatia porcina (PDNS).

Los cerdos con el PDNS presentan méaculas y papulas en la piel debidas a inflamacion y necrosis de los vasos
sanguineos. Las lesiones tienen una distribucién generalizada pero se localizan mayoritariamente en las
piernas y perineo (tomado de ref. 3).

1.7.3. Sindrome de aborto y mortalidad de las cerdas (SAMYS)

El SAMS esta relacionado con la co-infeccion de PRRSV y PCV2. Se caracteriza
por la alta incidencia de abortos en todas las etapas de gestacion y mortalidad en las cerdas.
Las lesiones en las cerdas incluyen neumonia intersticial, hiperplasia linfoide y hepatitis.
PRRSV y PCV2 se pueden aislar de lesiones hepaticas de cerdas con el SAMS (55). En
general, el SAMS es poco frecuente. Los fetos abortados presentan miocarditis necrotica o
fibrosa y presencia de alta cantidad de PCV2 en estas lesiones (3). Casi todos los casos
publicados de SAMS se han reportado en Norteamérica y solo pocos en Europa. Las
lesiones macroscopicas en mortinatos abortados son: congestion hepatica e hipertrofia

cardiaca. Una lesion caracteristica del SAMS es la necrosis de miocardiocitos (3).

Los fetos son susceptibles a la infeccion de PCV2 debido a que este virus replica en
células en mitosis elevada como los miocardiocitos fetales (3). Los cerditos provenientes de
cerdas con el SAMS contienen gran cantidad de PCV2 en el miocardio. Algunas cerdas no
quedan gestantes después de la inseminacion con semen infectado (56) y se ha demostrado
que PCV2 también replica en embriones porcinos (3) (la fig. 4 muestra un corte transversal

de un corazon de un cerdo abortado proveniente de cerda con el SAMS).
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Figura 4. Corazén de un cerdo abortado proveniente de una cerda con el sindrome de aborto y
mortalidad (SAMS).

Se realiz6 un corte transversal del corazén de un feto de cerdo abortado proveniente de una cerda con
infeccion por PCV2. El miocardio contiene reas palidas irregulares que corresponden a necrosis (tomado de
ref. 3).

1.7.4. Otras lesiones halladas en cerdos con PCV2

Aunque la PNP y el tremor congénito se relacionaron en un principio con PCV2,
mas tarde se demostrd que la PNP estd méas asociada a la infeccién por PRRSV con o sin la
co-infeccion de PCV2 (57,58). Cerdos co-infectados con el virus de la influenza porcina o
con el virus de la Enfermedad de Aujeszky y PCV2 pueden presentar también PNP (59).
PCV2 también parecia estar involucrado en el desarrollo del tremor congénito. El tremor
congénito se caracteriza por contracciones clonicas de musculo esquelético en lechones.
Algunos estudios iniciales sugirieron que la inoculacion de cerdas gestantes con PCV2 al
final de la gestacién puede inducir tremor congeénito (3,60), pero estudios posteriores
mostraron que no existe una asociacion entre el tremor congénito y la infeccion con PCV2
(61). En general, PCV2 se puede asociar con infecciones bacterianas producidas por
Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae y Mycoplasma hyopneumoniae,
principalmente, generando lo que se le conoce como complejo respiratorio (62) (en la tabla

1 se resumen los sindromes asociados a PCV2).
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Tabla 1. Sindromes asociados a PCV2 y sus caracteristicas principales.

Sindrome | Edad de | Signos clinicos Factores involucrados Ref.
susceptibilidad

PMWS Destete (1 — 6 | Retardo en el | Inmunoestimulacion, (3,46,
meses de edad crecimiento, presencia de otros | 63—
pérdida de peso y | patdbgenos en la granja | 65)
muerte (parvovirus  porcino Yy
PRRSV), castracion, cerdos

destetados y bajos de peso

PDNS Lechones y | Maculas y pépulas | Los  altos titulos de | (3,64)
cerdos en | irregulares en la | anticuerpos contra PCV2 y
crecimiento. Es | piel de color rojo- | citocinas Thl

raro en cerdos | parpura

adultos

SAMS Gestacion Abortos tardios y | Alta prevalencia de PCV2 | (3,18,
mortinatos en granjas e infeccién | 64)
transplacentaria en cerdas
gestantes. Coinfeccion con
PRRSV

1.8. Diagnostico de PCV?2

El diagndstico de la enfermedad causada por PCV2 se realiza dependiendo del tipo
de sindrome que presente el cerdo sospechoso. Un cerdo puede considerarse positivo a
PMWS si cumple con 3 puntos: signos clinicos (retardo en el crecimiento, debilidad,
disnea, crecimiento de los nddulos linfaticos inguinales, e ictericia), lesiones
histopatoldgicas en tejidos linfoides (pérdida de tejido linfoide, inflamacion granulomatosa
y/o cuerpos de inclusion), deteccion de PCV2 en cantidad moderada a alta en tejidos
linfoides (3,63).
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El diagnostico del PDNS incluye: lesiones hemorragicas y necroticas en piel,
(extremidades traseras y zona perineal), rifiones palidos e inflamados con petequias
corticales. Las lesiones histopatoldgicas incluyen: vasculitis y glomerulonefritis fibrinosa

con necrosis. La deteccion de PCV2 no se incluye en este diagnostico (3).

El diagnostico del SAMS se toma en cuenta la presencia de: abortos tardios,
mortinatos con fibrosis y/o miocarditis necrotica asi como una alta cantidad de PCV2 en
estas lesiones y otros tejidos fetales (3,66).

La deteccion de PCV2 en tejidos se basa en hibridacion in situ y la
inmunohistoquimica. PCV2 se encuentra frecuentemente en el citoplasma de
monocitos/macréfagos de cerdos afectados con el PDNS o el PMWS. Existe una fuerte
correlacion entre cantidad de PCV2 y severidad de las lesiones (3).

Dado que la infeccién con PCV2 ocurre de manera subclinica en casi todas las
granjas, la cantidad de PCV2 es la principal diferencia entre cerdos infectados de manera
subclinica y cerdos con el PMWS. Las técnicas como la PCR en tiempo real, el ELISA de
captura y el analisis inmunohistoquimico permiten determinar la cantidad de PCV2 en
tejidos y/o suero y por lo tanto, pueden ser usados para el diagndstico del PMWS (en la
tabla 2 se describen las lesiones macroscépicas y microscopicas encontradas en los tejidos

de cerdos con sindromes asociados a PCV2).

Tabla 2. Lesiones macroscopicas y microscépicas encontradas en tejidos de cerdos con
enfermedad sistémica causada por PCV2.

Sindrome | Lesiones macroscopicas | Lesiones microscopicas Referencias

PMWS Pulmones agrandados vy | Pérdida de tejido linfoide, | (3,46)
duros, higado palido, | infiltracion de monocitos vy alta
manchas blancas en la | cantidad de PCV2 en tejido

corteza del rifidén linfoide

PDNS Riflones con consistencia | Glomerulonefritis y vasculitis | (3)
firme y edema en pelvis | necrética en capilares dérmicos

renal. Corteza renal con
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petequias. Maéculas vy
papulas en perineo

SAMS Congestion  hepéatica e | Cantidad elevada de PCV2 en | (3,66)

hipertrofia cardiaca las lesiones cardiacas. La
lesion histopatoldgica
caracteristica es una

miocarditis necrotica 0

fibrinosa.

1.9. Prevencion y control

Las vacunas contra PCV2 han mostrado prevenir las enfermedades asociadas a
PCV2 o reducir su incidencia (7). La edad para la vacunacion es crucial. La vacunacion de
los lechones a la primera semana de edad no es recomendable debido a la interferencia con
los anticuerpos maternos. Los cerdos inmunizados a las 3 semanas de edad producen
anticuerpos contra PCV2 y tienen un aumento en la GDP y una reduccion de la viremia
(67).

La inmunidad materna es una fuente de proteccién importante para prevenir el
desarrollo del PMWS en los lechones (63). Las cerdas vacunadas contra PCV2
proporcionan anticuerpos maternos a los lechones por medio del calostro, pero estos
anticuerpos disminuyen durante la crianza. EIl PMWS no se observa en cerdos menores de 4
semanas de edad, probablemente por la proteccion de los anticuerpos maternos. Los cerdos
generan seroconversion de manera activa hasta las 7-12 semanas de edad, y estos
anticuerpos duran hasta las 28 semanas de edad. Algunos cerdos que generaron anticuerpos
contra PCV2 pueden presentar viremia, por lo tanto, los anticuerpos contra PCV2 no son
totalmente protectores (3). Vacunar a las cerdas al empadre y a los cerditos a las 6 semanas

de edad es altamente recomendable (44).

Los cerdos que tuvieron una infeccion previa por PCV2 y que fueron vacunados
posteriormente, presentan una reduccion en la viremia asi como una menor cantidad de

PCV2 en los ganglios linfaticos (68). Las cepas de PCV2 que circulan en granjas donde se
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aplica la vacunacion son diferentes a las cepas de PCV2 circulantes en las granjas sin

vacunar (69).

PCV2 es poco sensible a desinfectantes comerciales basados en clorhexidina,
formaldehido, yodo, alcoholes y cloroformo. PCV2 puede resistir un pH de 3 y ser estable a
70°C por 15 min. Por lo tanto, la principal medida para prevenir y/o controlar un brote de
sindromes asociados a PCV2 es la vacunacion (3). Aunque las vacunas contra PCV2
reducen la incidencia del PMWS, la presencia de PCV2 puede persistir en las granjas

después de la vacunacion (70).

1.9.1. Vacunas comerciales contra PCV2

Todas las vacunas contra PCV2 se basan en la proteina ORF2 (7). Las vacunas
contra PCV2 disminuyen la viremia, la morbilidad y la mortalidad por PCV2 y mejoran los
pardmetros productivos en las granjas porcinas (71-73). Las primeras vacunas contra PCV2
se basaron en virus completos y estdn hechas de virus inactivados o virus atenuados.
Recientemente se han desarrollado vacunas basadas en particulas tipo virus (VLPs) (7,74—
76).

1.9.1.1. Vacunas basadas en virus completos

La primera vacuna contra PCV2 fue Circovac® (Merial) que salié al mercado en el
2006 y estd hecha de PCV2 inactivado con adyuvante oleoso (7). Las vacunas inactivadas
son preparaciones de virus cultivados en células PK-15 que después son inactivadas con
formol. Los cerdos vacunados con PCV2 inactivado con una sola dosis disminuye las
lesiones y la viremia (77). Las vacunas inactivadas han mostrado inducir una respuesta
robusta de anticuerpos, disminuir las lesiones microscopicas en los tejidos linfoides
inguinales y la carga viral en suero (78). Las vacunas inactivadas han mostrado generar
anticuerpos neutralizantes asi como IFN-y. El IFN-y se produce a las 3 semanas después de
la primera inmunizacion y correlaciona con proteccion (79). Sin embargo, los anticuerpos

inducidos con las vacunas inactivadas disminuyen rapido (78).
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Tambien se han usado vacunas atenuadas contra PCV2. Una vacuna de este tipo que
fue usada ampliamente fue Suvaxyn® (Zoetis®) y estaba basada en un virus quimérico de
PCV1/PCV2 (7). Aunque esta vacuna generaba titulos de anticuerpos neutralizantes méas
altos que las vacunas inactivadas, el virus quimérico de la vacuna Suvaxyn® se disemind
en los cerdos vacunados, y esta vacuna tuvo que sacarse del mercado (7,80). Mas tarde, el
PCV2 usado en la vacuna Suvaxyn® fue inactivado y usado en la formulacién de una
nueva vacuna contra PCV2 con el nombre de Fostera® PCV.

1.9.1.2. Vacunas basadas en VLPs

La biologia molecular asi como la biotecnologia han permitido el desarrollo de
vacunas que puedan ser alternativas a las vacunas tradicionales, tal es el caso de las VLPs
(81). Las vacunas de PCV2 basadas en VLPs comenzaron a producirse en el 2007. La
simple produccion de la proteina ORF2 de PCV2 en células de insecto es suficiente para
que esta proteina se auto-ensamble en particulas con estructura y antigenicidad muy
parecida a la de las capsides de PCV2 (82-87) (la fig. 5 muestra la estructura de la proteina
ORF2 de PCV2 ensamblandose para formar la capside). Las VLPs se pueden producir en
bacteria, levadura o células de insecto (19,88). Actualmente, tres vacunas comerciales
contra PCV2 se basan en VLPs: Circoflex® (Boehringer Ingelheim), Circumvent®
(Intervet/Merk) y Porcilis PCV® (Shering Plough/Merk) y todas éstas son producidas con

el sistema baculovirus (7).

Las VLPs son eficientemente captadas por las APCs para su presentacién tanto para
MHC-I como para MHC-II (88). La inmunizacion con VLPs de PCV2 generan anticuerpos
neutralizantes (89). La inmunizacion con estas vacunas basadas en VLPs disminuye la
viremia asi como la carga viral nasal y fecal. Una sola dosis de VLPs puede ser suficiente
para generar altos titulos de anticuerpos neutralizantes, pero se ha observado que la
administracion de un refuerzo induce una respuesta inmune mas robusta (73,90). La
administracion de VLPs derivadas de levadura por via oral genera una respuesta humoral
basada en 1gG e IgA (91). Aunque las VLPs inducen respuestas humorales y celulares (82),
la principal desventaja de esta tecnologia es que su purificacion es costosa ya que se

necesita de un equipo de laboratorio especializado (92-94). Por ejemplo, las vacunas de
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PCV2 basadas en VLPs (asi como las vacunas tradicionales contra PCV2) tienen un costo

de aproximadamente 80 pesos/dosis.

N Exterior
%y

7

Figura 5. La proteina ORF2 de PCV2 se auto-ensambla y forma particulas tipo virus (VLPs).

La proteina ORF2 de PCV2 estd constituida por hojas p y segmentos desordenados como estructuras
secundarias (A). La proteina ORF2 tiene la capacidad de auto-ensamblarse para formar la capside de PCV2.
Los segmentos desordenados en forma de asas son fundamentales para la oligomerizacion de la proteina
ORF2. El ensamblado final es un arreglo de 60 subunidades que ensamblan una particula de PCV2 (B). PCV2
tiene una regidn rica en argininas encargadas de unirse al DNA viral. Esta region no ha sido determinada por
cristalografia pero se encuentra en la parte N-terminal de ORF2 (azul). El extremo N-terminal se localiza en
el interior de la capside (C). En negro se muestra el extremo C-terminal de la proteina ORF2 y en verde el
cuerpo de la proteina ORF2 constituido principalmente por hojas B (figura realizada con el programa Pymol y
usando el archivo PDB 6E32).

1.9.1.3. Vacunas contra PCV2 en desarrollo

Existe gran variedad de vacunas contra PCV2 en desarrollo. Estas vacunas incluyen:
el despliegue de péptidos en superficies bacterianas (95), vacunas de DNA (96), uso de
proteinas inmunoestimulantes (97), el uso de vectores virales (14,98) e incluso la fusion de
ORF2 con hormonas promotoras de crecimiento (99). Estas vacunas han mostrado
disminuir el nimero de copias de DNA de PCV2 asi como un incremento en la GDP (99).
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a) Despliegue de la proteina ORF2 de PCV2

La proteina ORF2 de PCV2 se ha desplegado en sistemas bacterianos y virales. La
inmunizacion con Lactococcus lactis que despliega ORF2 de PCV2 en su superficie genera
un incremento en la GDP y disminuye las lesiones causadas por PCV2 (95). El virus del
mosaico del pepino también se ha usado para el despliegue de epitopos de PCV2 en su
superficie, y la inmunizacion con estos virus induce anticuerpos contra PCV2 (100). De
manera similar, la inmunizacion con el fago lambda que despliega epitopos de ORF2 de
PCV2 genera anticuerpos neutralizantes y respuesta inmune celular contra PCV2 (15). En
adicion, la inmunizacién con baculovirus recombinantes que expresan la proteina ORF2 de
PCV?2 en su superficie también induce anticuerpos neutralizantes y una respuesta inmune
celular (16).

b) Uso de virus quimeéricos como vectores de expresion

Algunos virus porcinos han sido modificados para expresar proteinas de PCV2. Por
ejemplo, el virus de la enfermedad de Aujeszky fue modificado genéticamente para inducir
la expresion de ORF2 de PCV2 in vivo. La inoculacion con este virus promovié la
produccion de anticuerpos contra PCV2 (98). De manera similar, el virus de la viruela
porcina (suipoxvirus) también fue modificado genéticamente para co-expresar ORF2 de
PCV2, asi como la citocina IL-18. La inoculacion con este virus generd anticuerpos

neutralizantes asi como IL-4 e IFN-y (14).

c) Vacunas de DNA

Las vacunas de DNA contra PCV2 generalmente se basan en un plasmido que
contiene la secuencia de nucleétidos de ORF2 de PCV2 y que induce la expresion de esta
proteina en las células inoculadas. Previamente se demostr6 que la co-inoculacion de
ratones con plasmidos que contienen las secuencias de nucleétidos ORF2 e IL-15, induce la
expresion de estas moléculas en las células inoculadas y es capaz de generar una respuesta
inmune tanto humoral como celular. La respuesta inmune fue mas robusta con la
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inoculacion de los plasmidos IL-15 y ORF2 de PCV2 que con la inoculacion del plasmido
que contiene Unicamente ORF2 de PCV2 (96).

1.9.2. Adyuvantes usados en las vacunas contra PCV2

La funcion clave de un adyuvante es mejorar la inmunogenicidad de las vacunas,
permitiendo un mejor reconocimiento del patégeno. Esto también permite que se requieran
menos refuerzos o una dosis menor de la vacuna (101,102). Los adyuvantes mas utilizados
se basan en las sales de aluminio (103,104) y emulsiones de aceite en agua (101,102). En
los Estados Unidos de América estan aprobadas las sales de aluminio particuladas como el
hidréxido y el fosfato de aluminio; el MF59 y el AS03, que son emulsiones basadas en
escualeno en agua; y el AS04 que es una combinacion de monofosforil lipido A e hidroxido
de aluminio (105). Todas las vacunas comerciales contra PCV2 contienen adyuvante:
Circoflex® contiene carbémero que es un polimero acuoso, Circumvent® y Porcillis
PCV® contienen D1-a-tocoferol con parafina liquida, Circovac® contiene aceite ligero de
parafina y Fostera® PCV contiene sulfolipo-ciclodextrina en escualeno en agua (7) (la tabla

3 muestra las vacunas comerciales actualmente disponibles contra PCV2).
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Tabla 3. Vacunas comerciales contra PCV2: antigenos, adyuvantes y uso
recomendado.
Nombre Marca Tipo Adyuvante Dosis/via Uso
Ingelvac Boehringer | VLP Carbomero 1mlIM Cerdos de 30
Circoflex® Ingelheim | producida en | (polimero dosis Unica | mas semanas
baculovirus acuoso) de edad
Circumvent® | Merck VLP D1-o0- 2ml IM. Cerdosde 30
PCV Animal producida en | tocoferol con | Refuerzo 3 | méas semanas
Health, Inc | baculovirus parafina semanas de edad
liquida después
Fostera® Zoetis Quimera Sulfolipo- 2ml IM. Cerdos de 3 0
PCV PCV1-2 ciclodextrina | Dosis Unica | mas semanas
inactivado en escualeno | o refuerzo a | de edad
en agua las 3
semanas
Circovac® Merial PCV2 Aceite ligero | 2 ml IM. Cerdas
inactivado de parafina Refuerzo 3 nuliparas /
0 4 semanas ce,rdos de3o0
después mas semanas
de edad
1.9.2.1. Uso de citocinas y proteinas acarreadoras como adyuvantes en

vacunas de PCV2

La co-administracion de ORF2 de PCV2 con IFN-y porcino o la fusion de estas dos
proteinas también ha sido evaluada en la generacidn de anticuerpos. Un estudié indico que
la co-administracion de PCV2 con IFN-y porcino indujo més anticuerpos que la
administracion de ORF2 de PCV2 solo o fusionado a IFN-y porcino. Este estudio sugirio
que la fusion de ORF2 de PCV2 con IFN-y puede provocar cambios conformacionales en
estas proteinas, inhibiendo su actividad bioldgica (97). La inmunizacién con flagelina (de
Salmonella typhimurium) fusionada con ORF2 de PCV2 en ratones también ha sido
evaluada. La inmunizacién de ORF2 de PCV2 fusionada a flagelina generd anticuerpos

neutralizantes asi como citocinas TNF-o e IFN-y sin adyuvante (17).

20




1.9.2.2. Uso de péptidos de auto-agregacion (SAPs) como sistemas de
entrega de antigenos

Los SAPs son secuencias cortas de aminoécidos que se asocian espontaneamente
formando estructuras mesoscopicas como: nanotubos, nanoesferas, nanofibras, nanocintas,
entre otras (106-109). El proceso de auto-agregacion involucra interacciones no covalentes
como puentes de hidrogeno, interacciones de van der Waals, interacciones electrostaticas y
apilamientos m-m (106,109-116). Los SAPs de manera tipica forman hojas p (117) pero
también pueden formar a-helices, las cuales se ensamblan en hélices superenrrolladas
(113).

1.9.2.2.1 Respuesta inmune generada con SAPs que forman
nanoparticulas (NPs)

Los sistemas de entrega de antigenos basados en NPs han mostrado incrementar la
inmunogenicidad de los antigenos actuando como adyuvantes (88). Las NPs se definen
como cualquier material particulado con un tamafio de 1-1000 nm (118-122). Un antigeno
en forma de particula puede permitir el entrecruzamiento directo de los receptores de los
linfocitos B para promover la respuesta de anticuerpos (88). Los SAPs han mostrado
inducir una respuesta inmune adaptativa basada tanto en anticuerpos como en células T.
Algunos SAPs inducen altos niveles de anticuerpos, generan proteccidn contra patégenos y

brindan estabilidad a los antigenos sin generar inflamacion (123).

El tamafio de las particulas juega un papel muy importante en la respuesta inmune,
pues facilita que las APCs puedan reconocer estas particulas y capturarlas (124,125).
Después de que las APCs capturan las NPs, estas células procesan los antigenos de las NPs,
degradandolos en péptidos mas cortos para presentarlos a los linfocitos T (126). La
activacion de células T se puede evaluar de manera indirecta por medio de la determinacion

de citocinas.

Las respuestas inmunitarias generadas por SAPs generalmente son dependientes de
receptores tipo Toll (TLRs) o de células T. Un ejemplo de este fendmeno es el péptido Q11.
La inmunizacién de nanofibras formadas por Q11 conjugadas con un epitopo de
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Plasmodium falciparum genera una respuesta robusta de anticuerpos; pero la inmunizacion
de ratones knockout de MyD88 con estas nanofibras no induce anticuerpos. Se han
observado resultados similares después de la inmunizacion de ratones desnudos (no
contienen linfocitos T) con estas nanofibras (127). Por lo tanto, las células T y la
sefializacion de TLRs juegan un rol importante en la produccion de anticuerpos cuando los
ratones son inmunizados con NPs generadas por SAPs. Adicionalmente, Q11 no genera
inflamacién (123) (la fig.6 muestra la interaccion entre NPs generadas por SAPs y el

sistema inmune).

Algunas limitantes de los SAPs son que deben sintetizarse en laboratorios
especializados, generalmente en fase sélida, y el antigeno debe ser conjugado a las NPs
ensambladas, ya que por ser secuencias cortas de aminoéacidos, no se pueden fusionar
antigenos grandes porque esto puede afectar la estructura secundaria de los SAPs y su auto-

ensamblaje (109).
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NPs formadas por SAPs

Y 4

Células presentadoras de antigenos (células dendriticas)

Antigeno no
procesado

Respuesta inmune humoral Respuesta inmune celular

Antigeno depentiende de células T Antigeno independiente de células T

(Citocinas?

La célula B de memoria es activada por
los patégenos

Lisis de células infectadas/

?

Las células B de memoria se diferencian
en células plasmaticas

Las células infectadas/cancerosas
[cancerosas son reconocidas por las células T CD8"

Figura 6. Interaccién entre nanoparticulas (NPs) formadas por péptidos de auto-agregacion (SAPs) y el
sistema inmune.

Los SAPs se auto-agregan por interacciones no covalentes y forman NPs. Estas NPs se unen a receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) y son endocitadas por células presentadoras de antigenos (APCs) como
las dendriticas. Las APCs procesan las NPs y las degradan generando péptidos cortos. Los péptidos se cargan
en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y son presentados a los linfocitos T CD4"* y CD8".
Adicionalmente, una vez que las APCs maduran sobreexpresan moléculas coestimuladoras como CD80 que
se unen a otras moléculas coestimuladoras como CD28 encontrada en los linfocitos T CD4" y T CD8".
Algunos linfocitos T CD4" o cooperadores ayudan a la activacion de las células B mientras otros ayudan a la
activacion de las células T CD8" o citotdxicas. Las células B de memoria pueden vivir varios meses e incluso
afios, y tienen la capacidad de convertirse en células plasmaticas que generan anticuerpos que pueden
neutralizar patdégenos extracelulares o viriones libres mientras las células T citotoxicas lisan células infectadas
con patogenos intracelulares o incluso células cancerosas (modificada de ref. 109).
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1.9.3. El sistema baculovirus en la produccion de vacunas

Como mencionamos anteriormente las vacunas contra PCV2 basadas en VVLPs son
producidas con el sistema baculovirus. Los baculovirus son virus de insecto de distribucion
mundial cuya funcién es regular la poblacion de insectos en la naturaleza; pertenecen a la
familia Baculoviridae y contienen un gran genoma circular de DNA de doble cadena, los
viriones son envueltos y tienen forma de baculo. Hay cientos de especies de baculovirus y
se clasifican en dos generos: los nucleopoliedrovirus y los granulovirus cuya diferencia es
la morfologia y tamafio de los cuerpos de oclusion que producen. Los cuerpos de oclusion
de los nucleopoliedrovirus se llaman poliedras por su morfologia y tienen un tamafio de
800-2000 nm mientras que los cuerpos de oclusion de los granulovirus tienen forma de
capsulas con un tamafio de 200 nm de ancho y 500 nm de largo (128). El
nucleopoliedrovirus de Autographa californica (AcNPV) fue el primer baculovirus en ser
secuenciado genéticamente, su genoma esta constituido por méas de 133,894 pares de bases

codificando para méas de 150 genes y es ampliamente usado en biologia molecular (129).

1.9.3.1. Ciclo de replicacion de los baculovirus

Durante el ciclo de infeccion por baculovirus, se producen dos formas virales: los
virus libres (BV) que salen por gemacion de la membrana plasmatica de las células
infectadas y los virus ocluidos en los cuerpos de oclusién (ODV). Los BV se encargan de la
infeccion de célula a célula dentro del insecto mientras que los ODVs son responsables de
la transmision a otros insectos por via oral. El ciclo de infeccion comienza cuando un
insecto consume alimento contaminado con los cuerpos de oclusion o poliedras, y los
viriones ocluidos se liberan al intestino medio, donde el pH alcalino activa una proteasa
viral que degrada a la poliedrina (128), proteina que constituye mas del 50% de las
poliedras (130). La poliedrina contiene 245 aminoéacidos, tiene un peso molecular de 29

kDa y es expresada bajo un potente promotor tardio (130).

Los BVs y ODVs son idénticos en su capside e informacion genética pero difieren
en su envoltura viral. En la fase temprana de la infeccion, que abarca entre 12 y 20 hpi, se

producen los BVs, mientras que en la fase tardia, que inicia a las 20 hpi, se favorece la
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produccion de ODVs, que concluyen con la lisis de las células y la muerte del insecto a las
48 hpi cerrando el ciclo (128). Las poliedras son muy importantes en el ciclo de infeccion
porque son estructuras que le brindan estabilidad a los viriones ocluidos en su interior
manteniéndolos infectivos durante decenas de afios y quiza por siglos al protegerlos de
condiciones ambientales adversas principalmente de la desecacion y la radiacion solar
(128) (la fig. 7 esquematiza el ciclo de infeccién del baculovirus y la generacion de
poliedras).

Figura 7. Replicacién de los baculovirus y produccién de poliedras in vivo.

A) Las larvas de algunos insectos (como Autographa califérnica, Bombyx mori, Spodoptera frugiperda, etc.)
consumen material contaminado con poliedras que contienen baculovirus ocluidos en su interior. Los
baculovirus se liberan de las poliedras en el intestino medio del gusano e infectan las células del epitelio
intestinal en pocas h. B) Entre 12 — 20 h después de la infeccion (hpi), las células intestinales infectadas
producen y liberan baculovirus libres (BVs). Los BVs contienen la proteina gp64 en su membrana, que les
permite salir de las células infectadas por gemacién, para unirse nuevamente a otras células del insecto por
medio de la fusion de membranas dependiente de pH hasta propagarse a la hemolinfa. C) A las 48 hpi el
insecto muere por un mecanismo llamado licuefaccion que es facilitado por proteasas virales como la
quitinasa. Esto permite la liberacion de poliedras en el ambiente, contaminando el alimento de otras larvas de
insecto y facilitando de esta manera el siguiente ciclo de infeccién.
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1.9.4. Uso de poliedras como sistema de entrega de antigenos

A diferencia de las VLPs, los SAPs y otros sistemas de entrega de antigenos, las
poliedras se han usado como sistema de entrega de antigenos en pocos estudios. Una
caracteristica importante de las poliedras es que brindan estabilidad a las proteinas que se
ocluyen en su interior (128,131,132). Esto ha sugerido que las poliedras pueden ser Utiles

en aplicaciones biotecnologicas (132).

Los primeros intentos por introducir proteinas exogenas en las poliedras fueron
realizados fusionando proteinas a un fragmento del extremo N-terminal de la poliedrina del
nucleopolihedrovirus del gusano de la seda (Bombyx mori) (132,133). Las proteinas
fusionadas a los primeros 100 aminoacidos de la poliedrina de este virus pudieron ser
introducidas eficientemente en las poliedras (133). Para el caso particular de ACNPV, se ha
usado la proteina poliedrina completa para fusionar proteinas exdgenas en su extremo C-
terminal. Esto ha permitido la incorporacion de proteinas exdgenas en las poliedras (134).
También se han insertado epitopos cortos de hemaglutinina de influenza en el extremo N-
terminal de la poliedrina y se ha demostrado que las poliedras no ocluyen virus
eficientemente (135). En contraste, en un trabajo similar, donde se fusiond la proteina verde
fluorescente (GFP) en el extremo C-terminal de la poliedrina, se observé que esta proteina
de fusién formaba granulos fluorescentes en lugar de poliedras (136). Otros antigenos que
se han generado en el sistema de poliedras son: el antigeno E2 del virus de la fiebre porcina

clasica (137), gD del virus de la enfermedad de Aujeszky (138), entre otros.

1.9.5. Disefio de una plataforma universal de vacunas basada en la
incorporacion de antigenos en NPs genéticamente codificadas

La poliedrina contiene 13 hojas B, 5 a-hélices y dos segmentos desordenados. Las
subunidades de poliedrina de AcNPV se oligomerizan para formar trimeros, que a su vez se
ensamblan formando una unidad de dodecaméros de 4 trimeros unidos por puentes
disulfuro (cisteina 132) (figura 8); por lo tanto, el ensamblaje de las poliedras involucra

tanto interacciones no covalentes como enlaces covalentes (139).
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Figura 8. Cristal de la proteina poliedrina de AcNPV y su oligomerizacién

La proteina poliedrina de AcNPV estd formada por hojas B, a-hélices y segmentos desordenados. Las a-
hélices constituyen el nicleo hidrofébico mientras que el cuerpo de la poliedrina es un barril-p formado por 4
hojas B. Durante la oligomerizacidn de poliedrina, cada subunidad se empaqueta formando trimeros, proceso
que necesita al extremo N-terminal que provee interacciones hidrofébicas (verde). Cuatro trimeros unidos
covalentemente por puentes disulfuro en los que participa la cisteina 132 (localizada en un segmento
desordenado marcado con color amarillo) forman un dodecdmero con gran estabilidad. Después, otros 4
trimeros se unen al dodecamero para formar la celda unitaria. De esta manera, los ocho trimeros se ordenan
para llenar la celda unitaria en forma de cubo (139). En verde se muestra la estructura de poliedrina que
corresponde a los primeros 110 aminodcidos del extremo N-terminal (5 hojas B y 3 a-hélices). En azul se
muestra el extremo C-terminal (figura realizada con el programa Pymol y el PDB ID 2WUY;).

En nuestro laboratorio desarrollamos algunos péptidos derivados del extremo N-
terminal de la poliedrina de ACNPV con base en su estructura secundaria y exploramos
tanto su capacidad de auto-agregacion como su capacidad para incorporar proteinas en NPs
(140). Para esto, disefilamos baculovirus recombinantes que inducen la expresion de GFP
fusionada al extremo C-terminal de estos péptidos de poliedrina. El péptido PH(1-110) fue el
mas eficiente para auto-agregarse e incorporar la GFP en NPs. Este péptido esta constituido
por 5 B, 3 a-helices y un segmento desordenado, pero no contiene la cisteina involucrada en

la formacidn de puentes disulfuro.

Mas tarde, evaluamos el uso de las NPs formadas por GFP fusionada al péptido
PH(1-110) (NPs PH(1-110)GFP) como sistema de entrega de antigenos en un modelo murino.
La inmunizacién con las NPs PH(1-110)GFP indujo altos titulos de anticuerpos contra la

GFP sin generar inflamacion (109). Adicionalmente, la inmunizacién con las NPs PH(1-
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110)GFP almacenadas a temperatura ambiente por 6 meses sigue induciendo la produccion
de anticuerpos contra GFP (datos no publicados). Por lo tanto, este sistema de entrega de
antigenos permite incorporar al antigeno de interés en NPs proteicas que se pueden

purifican facilmente y que son termoestables.

En este trabajo, nosotros usamos al PCVV2 como modelo antigénico porque causa
pérdidas econdémicas en la industria porcina a nivel mundial, incluyendo a la porcicultura
mexicana. Nosotros fusionamos la proteina ORF2 de PCV2 al péptido PH(1-110) lo cual
permitio la formacion de las NPs (NPs PH(1-110)PCV2), caracterizamos estas NPs y
evaluamos si la inmunizacion con estas NPs inducia la generacion de anticuerpos

neutralizantes contra PCV2 después de la inmunizacion de cerdos.
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2. JUSTIFICACION

Las vacunas tradicionales contienen patdgenos inactivados y/o atenuados. Estas
vacunas han ayudado a disminuir la prevalencia de muchas enfermedades e incluso a
erradicar algunas de ellas. Sin embargo, las vacunas tradicionales tienen ciertas
desventajas: muchos patdgenos no pueden cultivarse in vitro y se necesita una linea celular
para producir cada una de las vacunas. Ademas, los virus contenidos en algunas vacunas

tradicionales se replican en el huésped y se diseminan entre los individuos vacunados.

Por otro lado, las vacunas subunitarias se basan generalmente en partes antigénicas
de patégenos en lugar de patégenos completos. Las VLPs son un ejemplo de vacuna
subunitaria y se basan en la sobreexpresion de una o varias proteinas virales que se pueden
auto-ensamblar formando particulas similares al virus nativo. Las VLPs han demostrado
resolver algunos de los inconvenientes de las vacunas tradicionales. Por ejemplo, las VLPs
no contienen acido nucleico infeccioso, por eso son mas seguras que las vacunas
tradicionales. Ademas, las VLPs se pueden producir in vitro en bacteria, levadura o células
de insecto.

No obstante, la recuperacion de las VLPs y su purificacion toman mucho tiempo y
se necesitan equipos de laboratorio especializados que son muy costosos. En la purificacion
de VLPs se utilizan desde los gradientes de sacarosa hasta la cromatografia. También se
pueden sintetizar péptidos y proteinas recombinantes para usarse como antigenos. Aungue
los péptidos y proteinas recombinantes se pueden purificar por medio de columnas, su

rendimiento y pureza que se alcanzan con esta metodologia no siempre son los deseados.

Ademas de la pureza y el rendimiento, otro punto importante en la produccion de
vacunas es la inmunogenicidad de los antigenos. En general, las NPs son maés
inmunogénicas que las microparticulas o que los antigenos solubles. Es muy conveniente
desarrollar una plataforma que permita incorporar antigenos en NPs que sean capaces de
inducir una respuesta inmune protectora, y que ademas se puedan purificar de manera facil,

rapida y economica.
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3. HIPOTESIS:
La inmunizaciéon con particulas PH(1-110)PCV2 induce una inmunidad humoral
especifica contra PCV2 que neutraliza la infeccion.

4. OBJETIVO GENERAL:
Evaluar si los cerdos inmunizados con las particulas PH(1-110)PCV2 inducen una

inmunidad humoral especifica contra PCV2 capaz de neutralizar la infeccion viral.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Disefar un baculovirus recombinante que induzca la expresion de la proteina ORF2
de PCV2 fusionada al péptido de poliedrina PH(1-110) para generar las particulas
PH(1-110)PCV2.

e Caracterizar las particulas PH(1-110)PCV2 determinando su morfologia, co-

localizacion y tamafio.

e Evaluar si los cerdos inmunizados con las particulas PH(1-110)PCV2 producen
anticuerpos contra la proteina ORF2 de PCV2 mediante ensayos serologicos.

e Determinar los titulos de anticuerpos generados por la inmunizacion con las
particulas PH(1-110)PCV2 y compararlos con los titulos de anticuerpos generados

con una vacuna comercial.

e Determinar si los anticuerpos generados por la inmunizacion con las particulas

PH(1-110)PCV2 neutralizan la infeccién viral de PCV2 in vitro.

30



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos:

El kit para la determinacion de proteinas Pierce™ BCA Protein Assay (no. catalogo
10741395), el antibittico-antimicotico 100X que contiene 10,000 Ul de penicilina/ml,
10,000 pg de estreptomicina/ml y 25 ug de anfotericina B/ml (no. catalogo 15240-062), el
anticuerpo anti-1gG de raton conjugado al fluoréforo Cy3 (no. catalogo A10521), el DAPI
(4 ', 6-diamino-2-fenilindol) (no. catdlogo D3571), el IPTG (Isopropil R-D-1-
tiogalactopirandsido) (no. catadlogo 15529019), el medio de cultivo DMEM (Eagle
Modificado de Dulbecco) (no. catdlogo 12800082), el medio de cultivo Optimem™ (no.
catalogo 22600134), el medio Grace (no. catalogo 11300-043 or 11605102), el reactivo de
transfeccion Lipofectamine® 2000 (no. catadlogo 11668019), el SDS (dodecil sulfato de
sodio) (no. catadlogo 18220), el sustrato SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity
(no. catalogo 34095), el TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina) (no. catdlogo N301), el X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) (no. catalogo 15520018), el yeastolate
(no. catélogo 292805), la polimerasa Platinum® Pfx (no. catalogo 11708039), la proteinasa
K (no. catdlogo 25530015) y el sistema baculovirus Bac-to-Bac™ (no. catilogo 10359-
016) que contiene: el plasmido pFastBac™, las células competentes DH10Bac™ E. coli, y
Cellfectin® Il fueron de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE.UU.). El &cido
plurénico F-68 (no. catdlogo P1300), el anticuerpo anti-lgG de cerdo conjugado a HRP
(peroxidasa de rabano) (no. catalogo A5670), el anticuerpo anti-IgG de raton conjugado a
HRP (no. catdlogo A9044), el clorhidrato de D-glucosamina (no. catdlogo G4875), el
medio LB (no. catdlogo L3152), la albimina sérica bovina (BSA) (no. catalogo A5611), la
lactalbumina (no. catdlogo L9010), fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Las
membranas de nitrocelulosa (no. catdlogo HATF00010), las celulas BL21 (no. catalogo
69386-3) y el plasmido pET-28a-c(+) (no. catdlogo 69864), fueron de Merck Millipore,
Ltd. (Tullagreen, Carrigtwohill. Co. Cork, Irlanda). El suero fetal bovino (SFB) (ho.
catalogo 081105) fue de Biowest (Rue du Vieux Bourg, Nuaillé, Francia). El kit Qiagen
plasmid Midi (catalog no. 12143) fue de QIAGEN (Hilden, Alemania). El plasmido
pGEM® T Easy (no. catalogo A1360) fue de promega (Madison, WI, EE. UU.). El

marcador de peso molecular de proteinas Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
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(no. catalogo 1610374) fue de Bio-Rad (Hercules, CA, EE. UU.). El medio de montaje para
fluorescencia Dako (no. catadlogo S3023) fue de Agilent (Santa Clara, CA, EE. UU.). Las
siguientes vacunas fueron usadas: Fostera® PCV (lote no. 14075700), Circoflex® (lote no.
1601035B) y Circovac® (lote no. L433873). Las jeringas fueron de 1 y 3 ml y las agujas
fueron 26G x 122" (0.45 x 12 mm) (agujas marrones) y 22G x 1 14" (0.7 x 30 mm) (agujas

negras) (para su uso en ratones y cerdos, respectivamente).

5.2. Célulasy virus

En este trabajo se utilizaron las células Sf9 (Spodoptera frugiperda) (no. catalogo
B82501; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) que son células de insecto y
las células PK15-C1 (American Type Culture Collection, ATCC® numero PTA-8244™;
Boulevard Universidad Manassas, VA 20110-2209 EE. UU.) que son células de rifion de

cerdo, para infectarlas con baculovirus y PCV2, respectivamente.

Para producir las particulas formadas por la proteina ORF2 de PCV2 fusionada al
péptido PH(1-110) disefiamos el baculovirus recombinante PH(1-110)PCV2 usando el
sistema Bac-to-Bac (Invitrogen, USA). El PCV2 usado en este trabajo fue aislado de una
muestra de suero de un cerdo infectado naturalmente. EI DNA de PCV2 fue proporcionado
por el departamento de Medicina y Zootecnia de los Cerdos de la FMVZ-UNAM.
Brevemente, el gen ORF2 de PCV2 fue amplificado por PCR a partir de DNA, utilizando
los cebadores delantero 5’-CCATGGCTATGACGTATCCAAGGAGGCG-3’ y reverso
5’-GTCGACTTAGGGTTTAAGTGGGGGG-3’que contienen los sitios de restriccion Ncol
y Sall (subrayados), respectivamente. EI ORF2 de PCV2 se insertd en un plasmido
pFastBac™ modificado en nuestro laboratorio que contiene la secuencia de nucleotidos que
codifica para el péptido PH(1-110) bajo el promotor de poliedrina. El plasmido pFastBac™
con ORF2 de PCV2 fusionado a PH(1-110) fue insertado en el bacmido que contiene el
genoma del baculovirus por recombinacion usando bacterias competentes (DH10Bac™ E.
coli). Las bacterias competentes con el bacmido recombinante fueron identificadas por
PCR, digestion del DNA con enzimas de restriccion y secuenciacion. EI DNA del bacmido
recombinante fue transfectado en células Sf9, el baculovirus recombinante PH(1-110)PCV2
fue recuperado, amplificado y titulado por ensayo de placa. También se utilizaron los
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baculovirus PH(1-110)GFP y PH(245) que se disefiaron para inducir la expresion del péptido
PH(1-110) fusionado a GFP o la expresion de la proteina poliedrina completa (245

aminoacidos), respectivamente.

Para el ensayo de seroneutralizacion, disefiamos un PCV2 recombinante que
expresa la GFP bajo el promotor de citomegalovirus (CMV) como modelo de infeccién in
vitro. Para esto, el DNA genomico del PCV2 fue amplificado por PCR vy se ligd con el
DNA del plasmido pGEM® T easy. La secuencia de nuclettidos que codifica para la GFP
fue insertada bajo el promotor de CMV. Este plasmido fue amplificado en bacterias
competentes, se extrajo el DNA y se purificd. Se transfectaron células PK-15 con 2 ug de
plasmido con Lipofectamine 2000® en Optimem™ y se cambi6 el medio a las 12 h. Se
obtuvo sobrenadante de células transfectadas para recuperar el PCV2 recombinante.

5.3. Produccién de anticuerpos policlonales contra ORF2 de PCV2 y poliedrina

Para obtener anticuerpos policlonales contra ORF2 de PCV2 y contra poliedrina se
usaron 2 grupos de ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad. Los ratones del
primer grupo se inmunizaron con la vacuna Fostera® PCV. Los ratones del segundo grupo
se inmunizaron con 50 pg de poliedras con adyuvante completo de Freund. EI volumen
final usado en las inmunizaciones fue de 50 pl. Para obtener las poliedras, se infectaron
células Sf9 con el baculovirus PH(245) usando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 20.
A las 72 hpi se recuperaron las células y se sonicaron como se describi6 anteriormente para
recuperar las poliedras. Las poliedras se lavaron con 0.1% de SDS en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) para eliminar debris celular, y se dio un lavado final con PBS
para eliminar el SDS residual. La via de inmunizacion fue intramuscular y se utilizaron 2
refuerzos para todos los ratones con intervalos de dos semanas. Para los refuerzos
administrados en los ratones inmunizados con poliedras se usé adyuvante incompleto de
Freund. Los sueros se obtuvieron a las 8 semanas después de la primera inmunizacion en

los dos grupos de ratones.
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5.4. Determinacion de la MOI adecuada para la produccion de las particulas PH(1-
110)PCV2

La MOI es un parametro crucial para la produccion de proteinas cuando se usa el
sistema baculovirus (141,142). Es por esto, que para producir las particulas PH(1-110)PCV2
el primer paso fue determinar la MOI adecuada. Para esto, se usaron células Sf9 con una
confluencia de 2X10%ml y se infectaron con diferentes MOls (0.2, 2 y 20) del baculovirus
recombinante PH(1-110)PCV2 en frascos de cultivo celular T25. A las 72 hpi, se tom6 1 ml
de las células Sf9 infectadas y se lisaron por sonicacién. Las particulas PH(1-110)PCV2
fueron recuperadas por centrifugacion y lavados con PBS como se describe mas adelante.
Las particulas PH(1-110)PCV2 se mezclaron con amortiguador de Laemmli (50 mM Tris-
HCI, 3% SDS, 1% B-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.7% azul de bromofenol pH 6.8), se
hirvieron durante 5 minutos y se corrieron por electroforesis en un gel de poliacrilamida al
12% con SDS (SDS-PAGE) durante 1 h y media a 120 volts. El gel se tifié con azul de
Coomassie durante 2 h y se destifié toda la noche con solucion de destefiido. El gel se

escaned con un fotodocumentador.

5.5. Determinacion del tiempo de infeccion adecuado para la produccién de las
particulas PH(1-110)PCV2

Otro factor importante en la produccién de proteinas recombinantes con el sistema
baculovirus ademas de la MOI es el tiempo de infeccion (141,142). Para conocer el tiempo
en el que se obtiene el mejor rendimiento para obtener las particulas PH(1-110)PCV2
realizamos un ELISA sensibilizando placas con particulas PH(1-110)PCV2 obtenidas a las
48 hpi y 72 hpi. Brevemente, las células Sf9 con una confluencia de 2X10%ml fueron
infectadas con una MOI de 20 del baculovirus recombinante PH(1-110)PCV2 usando frascos
de cultivo celular T25 con un volumen de 10 ml. A las 48 y 72 hpi se recuperaron 4 ml
estas células. Las particulas PH(1-110)PCV2 se purificaron por sonicacion y lavados. El
pellet de particulas PH(1-110)PCV2 purificadas se resuspendidé en un volumen final de 100

ul de PBS para cada muestra.

El ELISA para determinar el tiempo adecuado de infeccion con el baculovirus

recombinante PH(1-110)PCV2 consistio en sensibilizar microplacas Corning® de 96 pozos
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de alta union con 50 pl de una dilucion 1:1000 del stock de particulas PH(1-110)PCV2
recuperadas a las 48 o0 a las 72 hpi. La placa se dejo incubando toda la noche a 4°C. Se
bloque6 con BSA al 2% 1 h a 37°C. Se utilizé un pool de sueros de ratones inmunizados
con la vacuna comercial Fostera® PCV para detectar ORF2 de PCV2 en las particulas
PH(1-110)PCV2 a una dilucién 1:200, asi como un pool de sueros de ratones inyectados con
PBS como control negativo a la misma dilucion. Después de 5 lavados, se administro el
anticuerpo secundario anti-1gG de raton 1 h a 37°C a una dilucion 1:5000, la placa se lavo
nuevamente y se administraron 50 pl de TMB. 20 min después se detuvo la reaccion con 50
pl de &cido sulfurico a 0.16 M. Las placas se leyeron con un filtro de 450 nm. Los datos se

reportaron como el promedio de las absorbancias + error estandar.

5.6. Produccién y purificacion de las particulas PH(1-110)PCV2

Después de estandarizar la MOI y el tiempo de infeccion del baculovirus PH(1-
110)PCV?2, se infectaron células Sf9 con este virus con una MOI de 20. Cada lote de
particulas PH(1-110)PCV2 fue producido en matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad,
afiadiendo un volumen de 100 ml de células Sf9 con una densidad celular de 2X10° en
medio Grace con 10% de SFB, 3.33¢g/l yeastolate, 3.33g/l hidrolizado de lactoalbimina,
antibidtico-antimicotico conteniendo 100 Ul de penicilina/ml, 100 pg de estreptomicina/ml
y 0.25 pg de anfotericina B/ml y acido plurénico F-68 a una concentracion final de 0.1%.
Las células Sf9 se colocaron a 100 RPM a 27°C. A las 72 hpi, las células se centrifugaron a
3000 x g durante 10 minutos, y el pellet se resuspendié en 10 ml de PBS. Las células
fueron lisadas por sonicacién (sonicador Qsonica 700, USA) con una amplitud del 20%
durante 30 s en hielo utilizando tubos Falcon de 14 ml, con un volumen de 3.33 ml de
células infectadas por tubo. Este procedimiento se llevo a cabo en hielo para evitar pérdida
de las particulas por calentamiento. Se utilizaron 3 ciclos de sonicacion. El pellet con las
particulas PH(1-110)PCV2 se resuspendio en 1 ml de PBS en microtubos de 1.5 ml. Al final,
se realizd un solo ciclo de sonicacién con una amplitud del 15% 30 s y 1 lavado. Las

particulas PH(1-110)PCV2 se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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5.7. Evaluacion de la antigenicidad de las particulas PH(1-110)PCV2 por western
blot

Para saber si las particulas PH(1-110)PCV2 eran reconocidas por anticuerpos
especificos contra ORF2 de PCV2 y contra poliedrina se realizaron western blots. Para
detectar la proteina ORF2 de PCV2 en las particulas PH(1-110)PCV2, 30 ug de las
particulas PH(1-110)PCV2 y 30 pg de las particulas PH(1-110)GFP se corrieron por SDS-
PAGE como previamente se describid. Todas las proteinas analizadas se corrieron por
duplicado, una parte del gel de poliacrilamida fue tefiida con azul de Coomassie y la otra
parte se transfirio6 en membranas de nitrocelulosa a 80 volts durante 1 h y media. La
membrana se bloqued con leche al 5% en TBS. Para evaluar la especificidad del western
blot, la membrana se incub6 con un suero de cerdo negativo a PCV2 a una dilucién de
2:4000 en TBS con leche al 2.5% y Tween® 20 al 0.05% (TBSM) por 1 h a temperatura
ambiente. La membrana se lavé con TBS con Tween® al 0.1% (TBST) y se incub6 con el
anticuerpo secundario anti-IgG de cerdo conjugado con HRP, diluido 1:5000 en TBSM y se
incubo por 1 h a temperatura ambiente. Después de los lavados con TBST, la membrana se
secd, se incubo con Supersignal West Femto® y se escaned con el equipo LiCor. La misma
membrana se lavo y se incub6 con un suero de cerdo infectado naturalmente con PCV2 a
una dilucion de 2:4000 en TBSM para detectar la proteina ORF2 de PCV2 en las particulas
PH(1-110)PCV2. La membrana se lavo, se incubd con el anticuerpo anti-lgG de cerdo y se
siguid el protocolo usado con el suero del cerdo negativo a PCV2.

De manera similar, evaluamos si los sueros contra poliedrina reconocian las
particulas PH(1-110)PCV2. Para esto se corrieron particulas PH(1-110)PCV2, particulas
PH(1-110)GFP vy lisados de células Sf9 por SDS-PAGE. Una parte del gel se tifié con azul
de Coomassie y a otra parte se transfirié a una membrana de nitrocelulosa. Se afiadié un
suero de raton inmunizado con poliedras diluido 2:4000 en TBSM a la membrana y se
incubd por 1 h a temperatura ambiente. La membrana se lavo, se administrd el anticuerpo
secundario anti-1gG de raton conjugado con HRP a una dilucion de 1:5000 en TBSM vy se
incubo por 1 h a temperatura ambiente. Despueés del lavado, la membrana se seco y se le

administré SuperSignal™ West Femto. La membrana se escaned con el equipo LiCor.
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5.8. Inmunofluorescencia para determinar auto-agregacion de la proteina PH(1-
110)PCV2

Exploramos la posibilidad de que el péptido PH(1-110) conservara la capacidad de
auto-agregarse y formar particulas, asi como su localizacion subcelular. Para esto
realizamos una inmunofluorescencia contra ORF2 de PCV2 usando un pool de sueros de
ratones inmunizados con la vacuna comercial Fostera® PCV y un anticuerpo secundario
conjugado con Cy3. Primero se sembraron 1X10° células Sf9/ml en placas de 6 pozos con
cubreobjetos estériles y las células se infectaron con el baculovirus recombinante PH(1-
110)0PCV2 o con el baculovirus PH(1-110)GFP con una MOI de 20. Tanto las células
infectadas con el baculovirus PH(1-1100PCV2 como las células infectadas con el
baculovirus PH(1-110)GFP fueron tratadas para inmunofluorescencia contra ORF2 de
PCV2.

A las 72 hpi, los cubreobjetos que contenian las células Sf9 infectadas se lavaron 2
veces con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y se
permeabilizaron con PBST (PBS Triton X-100 al 0.3%) por 15 min. Después de cada
procedimiento, los cubreobjetos se lavaron con PBS. Los cubreobjetos se incubaron con
glicina al 50 mM en PBS durante 10 minutos y se bloquearon con BSA al 5% durante 1 h a
temperatura ambiente. El suero de ratones inmunizados con la vacuna comercial Fostera®
PCV se diluy6 1:500 con BSA al 2% en PBS, y fue afiadido a los cubreobjetos,
incubandolos por 1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario anti-lgG de raton
conjugado con Cy3 se diluy6 1:1000 y se afiadié a los cubreobjetos incubandolos por 1 h a
temperatura ambiente. Se afiadi6 DAPI a los cubreobjetos, a una dilucion 1:1000 y se
incubaron por 5 minutos. Los cubreobjetos se montaron con DAKO vy las particulas se
visualizaron con el microscopio confocal Fluoview FV10i (Olympus). Las imagenes se

analizaron con el programa ImageJ.

5.9. Microscopia electronica de transmision (TEM) para detectar baculovirus

Nosotros exploramos si las particulas PH(1-110)PCV2 contenian baculovirus en su
interior. Para esto, se cultivaron células Sf9 con una confluencia de 2X10° y se infectaron

con el baculovirus recombinante PH(1-110)PCV2 con una MOI de 20. A las 72 hpi, las
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células se recuperaron por centrifugacion y se procesaron de la siguiente manera: el pellet
celular se resuspendié con PBS, y la muestra se incluy6 en resina epdxica de donde se
obtuvieron cortes de 90 nm de grosor. Las células Sf9 infectadas fueron contrastadas con
acetato de uranilo al 1% y citrato de plomo. Las particulas PH(1-110)PCV2 se observaron en

el equipo JEOL GEM 12000 EXI1 a 80 kv y se analizaron con el programa ImageJ.

5.10. Determinacion del tamafio de las particulas por medio de un anélisis de
seguimiento de particulas (NTA)

El NTA se basa en el movimiento browniano. El principio es simple, las particulas
muy pequefias, por ejemplo aquellas de escala nanométrica, difunden mas rapido que las
particulas méas grandes (143). Para determinar el tamafio de las particulas PH(1-110)PCV?2 se
infectaron células Sf9 con el baculovirus recombinante como previamente se describid y las
células infectadas se sonicaron en agua inyectable. Las particulas PH(1-110)PCV2 se
purificaron por centrifugacion y se resuspendieron a una concentracion de 0.33 pg/ml. Las
particulas se analizaron con el equipo NanoSight instrument (Malvern Panalytical,
Malvern, United Kingdom) y se corrieron 3 muestras independientes. Los datos obtenidos
se registraron como el promedio del tamafio de las particulas en nm mas la desviacién

estandar.

5.11. Inmunizacién de cerdos

Nueve cerdos destetados de tres semanas de edad (5 hembras y 4 machos) de la raza
Pietrain/York se obtuvieron de una granja mexicana y se determind por PCR que estaban
libres de PCV2. Se realizaron ELISAs 5 semanas después para corroborar la ausencia de
anticuerpos maternos. Asi, los cerdos con 8 semanas de edad se seleccionaron de manera
aleatoria para formar tres grupos de 3 cerdos cada uno. El primer grupo de cerdos fue
inmunizado con la vacuna comercial Circoflex®, el segundo grupo fue inmunizado con 200
pg de las particulas PH(1-110)PCV2 vy el tercer grupo fue inmunizado con 2000 ug de las
particulas PH(1-110)PCV2. Se administraron 2 refuerzos en todos los grupos con intervalos
de 2 semanas y todas las inmunizaciones fueron por via intramuscular. Los cerdos se

sangraron cada semana por 7 semanas por puncion de la vena yugular usando agujas verdes
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de 21GX1-1/2” (0.8X38 mm) y tubos Vacutainer®. Los tubos se centrifugaron a 2000 x ¢
por 15 min y los sueros se recuperaron y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

5.12. Determinacion de anticuerpos contra ORF2 de PCV2 por ELISA

Para los ensayos seroldgicos se utilizaron microplacas Corning® de poliestireno de
96 pozos, sensibilizadas con 50 ul/pozo de una solucion de 0.33ug/ml de la proteina ORF2
de PCV2 producida en bacteria y se incubaron por 1 h a 37°C. Las microplacas se
bloquearon con BSA al 2% en PBS (PBS-BSA) por 1 h a 37°C y se lavaron una vez (PBS
con Tritdn X-100 al 0.2%). Los sueros de cerdo se diluyeron 1:200 y se colocaron 50 ul de
esta dilucion en PBS-BSA con Triton X-100 al 0.2% y se incubaron por 1 h a 37°C. Las
microplacas se lavaron y se afiadieron 50 ul de anticuerpo secundario anti-lgG de cerdo a
una dilucion de 1:5000 en PBS-BSA con Triton X-100 al 0.2% incubéndolas por 1 h a
37°C. Después de los lavados, se colocdé TMB como sustrato durante 20 min y se utiliz6
acido sulfurico al 0.16 M como solucion de paro. La lectura de las placas se llevo a cabo
por medio de un lector Skanlt for Multiskan FC 3.1 con un filtro de 450 nm. Se considerd
un valor positivo por ELISA a los sueros que dieron una absorbancia > al doble de la
absorbancia del suero pre-inmune. Los titulos de anticuerpos se determinaron con la

dilucion mas alta de los sueros que daba un valor positivo por ELISA.

Para detectar 1gG contra poliedrina, las placas de poliestireno se sensibilizaron con
50 ul/pozo de una concentracion de 10 pg/ml de particulas PH(1-110)GFP y se colocaron
toda la noche a 4°C. El resto del procedimiento fue el mismo que se utilizé para evaluar
anticuerpos anti-ORF2 de PCV2.

5.13. Deteccidon de anticuerpos contra ORF2 de PCV2 en su forma desnaturalizada
por western blot
Nosotros exploramos la posibilidad de que los cerdos inmunizados con las
particulas PH(1-110)PCV2 reconocieran la proteina ORF2 recombinante de PCV2 en su
forma desnaturalizada. Veinte pg de la proteina ORF2 de PCV2 se analizaron por SDS-

PAGE usando un gel de poliacrilamida al 12%. EIl gel fue transferido en membranas de
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nitrocelulosa y se bloguearon con leche al 5%. Las membranas de nitrocelulosa se cortaron
en tiras, y cada tira se incubo con un suero de cada uno de los cerdos a una dilucion 1:1000
en TBSM con por 1 h a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron, se les afiadié un
anticuerpo anti-cerdo conjugado con HRP a una dilucién 1:5000 y se incubaron por 1 h a
temperatura ambiente. Las tiras de membrana se lavaron con TBST, se secaron y se
incubaron con Supersignal™ West Femto. Las membranas fueron escaneadas con el equipo
LiCor digits.

5.14. Ensayo de seroneutralizacién viral contra PCV2 y citometria de flujo

Maés tarde, exploramos si los anticuerpos generados por los cerdos inmunizados con las
particulas PH(1-110)PCV2 eran neutralizantes. Para esto, realizamos un ensayo de
seroneutralizacién viral usando el PCV2 recombinante que expresa GFP bajo el promotor
de CMV. Se colocaron 50,000 células PK-15/pozo en microplacas de cultivo celular. Los
sueros pre-inmunes o sueros de los cerdos inmunizados (con la vacuna Circoflex® o con
las particulas PH(1-110)PCV2) se diluyeron 1:500 en medio Optimem® y se mezclaron 50
pl de esta dilucion con 50 pl de PCV2 recombinante. Estas mezclas se incubaron 1 h a
37°C y fueron afiadidas a cada pozo de la microplaca con células PK-15. Se incub6 por 1 h
a 37°C para permitir que los PCV2 recombinantes no neutralizados se pudieran adherir a
las células PK-15 e infectarlas. Las microplacas se lavaron con PBS, se le colocé 200 ul de
medio Optimem® suplementado con 1% de SFB. Las células PK-15 fueron incubadas
durante todo el experimento a 37°C con 5% CO,, se recuperaron a las 72 hpi y se

analizaron por citometria de flujo usando el equipo Attune™.

Las células PK-15 de cada pozo de la microplaca se colocaron en microtubos
individuales de 1.5 ml. Se registraron 10,000 eventos por cada microtubo, y cada evento
representd una célula PK-15 con una intensidad de fluorescencia de GFP especifica. Los
datos se obtuvieron con el programa Attune® Cytometer v2.1 (life technologies) y fueron
graficados como histogramas. Las células PK-15 no infectadas y las células PK-15
infectadas con PCV2 recombinante fueron usadas como indicadores de 0 y 100% de
infeccion y fueron usadas para ajustar los histogramas. Los datos se representaron como

porcentaje de inhibicién de la infeccion, tomando el promedio de la intensidad de
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fluorescencia de GFP de las células PK-15 infectadas con el PCV2 recombinante como el
100% de infeccion.

5.15. Declaracion de ética y cuidado animal

Los ratones utilizados en este trabajo fueron alojados en el vivario del IFC-UNAM con
ciclos de 12 h de luz/oscuridad con agua y alimento ad libitum con el protocolo LVD74-5
aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) del IFC-UNAM. Los cerdos se mantuvieron en corraletas individuales (2
m?/cerdo) con aire filtrado, con agua y alimento ad libitum durante todo el experimento (2
meses) en el Centro Nacional de Servicios de Diagnostico en Salud Animal (CENASA) del
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) de
acuerdo a la NOM-062-Z00-1999.

5.16. Andlisis estadistico

Los tamafios de las particulas PH(1-110)PCV2 se determinaron por un NTA y se
expresaron como la media y el error estandar. Para determinar el tiempo de infeccion
adecuado para obtener las particulas PH(1-110)PCV2, se realiz6 un ELISA analizando la
absorbancia de las particulas obtenidas a las 48 y 72 hpi. Estos datos se analizaron con un
ANOVA de dos vias seguido de una prueba de Bonferroni. El analisis seroldgico se llevé a
cabo con un ELISA indirecto especifico para PCV2, en el que se compararon las
absorbancias de los sueros pre-inmunes con las absorbancias de los sueros de los cerdos
inmunizados (con Circoflex® o con las particulas PH(1-110)PCV2). Un valor positivo de
ELISA fue dado cuando la absorbancia promedio de los cerdos inmunizados fue > al doble
de la absorbancia de los sueros pre-inmunes. Los titulos de anticuerpos contra PCV2 se
determinaron con la dilucién mas alta de los sueros que daba un valor positivo por ELISA.
El efecto neutralizante de los sueros de los cerdos inmunizados se calculd con la dilucion
1:500 y se representd como porcentaje de inhibicion. El anélisis estadistico para datos con
normalidad se llevo a cabo con un ANOVA de una via seguida de una prueba de Tukey.

Los datos que no asumian normalidad, se analizaron con una prueba de Kruskal-Wallis
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seguida de una prueba de comparacion multiple de Dunn. La significancia fue *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001.
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6. RESULTADOS:

6.1. Las particulas PH(1-110)PCV2 se pueden purificar de manera facil, rapida y a
bajo costo

Previamente reportamos que el peptido PH(1-110) derivado del extremo N-terminal
de la poliedrina del baculovirus ACNPV tiene propiedades de auto-agregacion que permiten
la formacién de particulas (109,140). Este péptido contiene a-hélices que forman el grupo
hidrofobico, hojas B que forman el cuerpo de la poliedra y un segmento desordenado
encargados del ensamblaje de la poliedrina (139). En este trabajo, nosotros disefiamos un
baculovirus recombinante que induce la expresion de la proteina ORF2 de PCV2 fusionada
al péptido PH(1-110) para producir particulas que incorporan a la proteina ORF2 de PCV2
(fig. 9 y 10A, parte inferior). Un punto importante en la produccion y purificacion de
proteinas usando el sistema baculovirus es la MOI (141,142). Asi, lo primero que hicimos
fue explorar diferentes MOIs para determinar la MOI adecuada para obtener particulas
PH(1-110)PCV2 con la pureza maés alta. Las células Sf9 se infectaron con el baculovirus
PH(1-110)PCV2 usando MOIs de 0.2, 2 y 20 y se sonicaron a las 72 hpi para liberar las
particulas. Las particulas PH(1-110)PCV2 se purificaron (centrifugacion y lavados con PBS)
y se corrieron por SDS-PAGE. La SDS-PAGE mostrd que la proteina de fusion PH(1-
110)PCV2 obtenida de células Sf9 en las que se utilizé una MOI de 20 presento una mejor
pureza observando una banda mayoritaria de 42 kDa, que corresponde al peso esperado de
la proteina de fusion PH(1-110)PCV2 (fig. 10B). Mas tarde corroboramos la presencia de
poliedrina y ORF2 de PCV2 en las NPs PH(1-110)PCV2 por western blot (fig 12 y 13). Por
lo tanto, las particulas PH(1-110)PCV2 recuperadas de células Sf9 infectadas con el
baculovirus recombinante usando una MOI de 20 tuvieron la mejor pureza. El rendimiento

de las NPs fue de 380 mg/l y el costo de produccidn por litro de medio fue de $ 1812 pesos.
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Generacion de una vacuna contra PCV2
basada en NPs de poliedrina

—

Produccién y purificaciéon de las NPs
PH(1-1100PCV2

Deteccion de un cerdo infectado con PCV2 v Titulacion del baculovirus recombinante PH(1-

Diseno del baculovirus recombinante

amplificacion del ORF2 de PCV2 por PCR HU)PICVZ
Clonacion de ORF2 de PCV2 en un plismido Infeccion de células S19 con el baculovirus
pFastbac™ que contiene la secuencia de (estandarizacion de la multiplicidad de
nucleotidos que codifica para PH(1-110) infeccion (MOI) y tiempo de infeccion)

Recombinacion de pFastbac™ con el bacmido
que contiene el genoma del baculovirug en E.

Lisis de las células St9 infectadas por
sonicacion para liberar las NPs

coli competentes I
Recuperacion de las NPs PH(1-110)PCV2
Deteccion de las clonas de E. coli que por centrifugacion
contienen el bacmido recombinante v |

recuperacion del bacmido

Purificacion de las NPs con 3 ciclos de lavado-
sonicacion

Transfeccion de células de insecto (Sf9) con el
bacmido recombinante y recuperacion de los
baculovirus

Figura 9. Esquema que muestra los procesos realizados para producir una vacuna contra PCV2 basada
en NPs de poliedrina

Se disefid un baculovirus recombinante para producir las NPs PH(1-110)PCV2. Primero se detect6 un cerdo
infectado con PCV2, y se realizé una PCR para amplificar el ORF2 de PCV2 usando cebadores con los sitios
de restriccion Ncol y Sall. La secuencia amplificada se cloné en el plasmido pFastbac™ para transformar
bacterias E. coli competentes que contienen el bacmido. Se seleccionaron las clonas de bacterias con el
badcmido recombinante por PCR vy anélisis de restriccion. Se obtuvo el bacmido recombinante, se
transfectaron las células de insecto con el bacmido y se obtuvieron los baculovirus recombinantes. Los
baculovirus recombinantes se titularon y se determiné el tiempo de infeccién adecuado y la multiplicidad de
infeccion (MOI). Una vez estandarizados estos pardmetros, las células infectadas se centrifugaron, se
recuperdé el pellet y se lisaron las células por sonicacién para liberar las NPs. Las NPs se purificaron con 3
ciclos de lavados y sonicacién (para ver informacion més detallada ver las secciones 5.4-5.6 de materiales y
métodos).
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Figura 10. Una multiplicidad de infeccion (MOI) de 20 es adecuada para recuperar particulas PH(1-
110)PCV2 con mayor pureza.

A) Disefio de los baculovirus recombinantes PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2 que inducen la produccion de
particulas PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2, respectivamente. La secuencia codificante para la proteina de
fusion PH(1-110)GFP (superior) o PH(@1-110)PCV2 (inferior) se inserté bajo el promotor de poliedrina (PpH).
Para el disefio del baculovirus PH(1-110)PCV2, la secuencia codificante para la proteina de fusion STIM1-
YFP fue insertada bajo el promotor P10 para facilitar la titulacion viral. B) Determinacién de la MOI
adecuada para recuperar particulas PH(1-110)PCV2 con mas pureza. Las células Sf9 se infectaron con
diferentes MOls del baculovirus PH(1-110)PCV2 (MOls de 0.2, 2 y 20 que corresponden a los carriles 1,2 y 3,
respectivamente) se lisaron a las 72 hpi por sonicacion. Las particulas PH(1-1100PCV2 se purificaron
empleando lavados con PBS y sonicacion. Una SDS-PAGE fue realizada para determinar pureza y peso
molecular de la proteina recombinante PH(1-110)PCV2. La SDS-PAGE indic6 que el baculovirus
recombinante induce la produccién de una proteina con un peso de 42kDa, que es el peso esperado de la
proteina de fusién PH(1-110)PCV?2 y esta proteina presenté mayor pureza cuando se usa una MOI de 20.

6.2. EI mejor rendimiento de particulas PH(1-110)PCV2 se logra a las 72 hpi

Después de determinar la MOI adecuada para producir las particulas PH(1-
110)PCV2, nosotros evaluamos el tiempo necesario para alcanzar un buen rendimiento de
estas particulas. Para esto, las células Sf9 fueron infectadas con una MOI de 20 y
recuperadas a las 48 y 72 hpi, las particulas PH(1-110)PCV2 se purificaron y se usaron para
sensibilizar placas de ELISA. Las particulas PH(1-110)PCV2 fueron reconocidas
especificamente por sueros de ratones inmunizados con una vacuna comercial contra PCV2

(Fostera® PCV). Cuando las células infectadas se obtuvieron a las 72 hpi se logré una
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mayor recuperacion de particulas PH(1-110)PCV2 que cuando se obtuvieron a las 48 hpi
como lo evidencian los resultados obtenidos por ELISA (fig. 11A). Estos sueros
reconocieron especificamente a las particulas PH(1-110)PCV2 ya que no identificaron a las
particulas PH(1-110)GFP (fig. 11B). El hecho de que los sueros de los ratones reconozcan
las particulas PH(1-110)PCV2 puede indicar que la fusion del péptido PH(1-110) a ORF2 de
PCV2 no afecta el plegamiento de los epitopos conformacionales de ORF2.
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Figura 11. Las particulas PH(1-110)PCV2 son reconocidas especificamente por sueros de ratones
inmunizados con Fostera® PCV y se alcanza un mejor rendimiento a las 72 hpi

A) Determinacion del tiempo de infeccién adecuado para obtener un mejor rendimiento de las particulas
PH(1-110)PCV2. Se sensibilizaron microplacas de ELISA con particulas PH(1-110)PCV2 obtenidas a las 48 y
72 hpi. Se us6 un pool de sueros de ratones inmunizados con Fostera® PCV o sueros de ratones inyectados
con PBS para detectar estas particulas por ELISA. Las particulas PH(1-110)PCV2 fueron detectadas desde las
48 hpi (***P<0.001), pero se alcanzd una mejor deteccion a las 72 hpi (*P<0.05). Se us6 un ANOVA de dos
vias seguido de una prueba de Bonferroni. B) Las particulas PH(1-110)PCV2 fueron reconocidas
especificamente por sueros de ratones inmunizados con Fostera® PCV. Para verificar que los sueros de
ratones inmunizados con Fostera® PCV reconocieran especificamente a ORF2 de PCV2 y no reconocieran a
poliedrina de las particulas PH(1-110)PCV2, se sensibilizaron microplacas de ELISA con particulas PH(1-
110)GFP o PH(1-110)PCV2 (10 pg/ml) siguiendo el protocolo estdndar para el ELISA. Los sueros de ratones
inmunizados con Fostera® PCV reconocieron a las particulas PH(1-1200PCV2 pero no reconocieron a las
particulas PH(1-110)GFP. Una prueba de t de Student fue usada para detectar diferencias entre estos grupos.
Las barras son el promedio de las absorbancias detectadas con un filtro de 450 nm vy las lineas son el error
estandar. El asterisco indica diferencias con los ratones inyectados con PBS.
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6.3. Las particulas PH(1-110)PCV2 estan conformadas por poliedrina y ORF2 de
PCV2

Para conocer si las particulas PH(1-110)PCV2 contienen poliedrina, las particulas
PH(1-110)PCV2, las particulas PH(1-110)GFP y lisados de células Sf9 se analizaron por
SDS-PAGE y western blot. Tanto las particulas PH(1-110)PCV2 como las particulas PH(1-
110)GFP fueron reconocidas de manera especifica por el suero anti-poliedrina mostrando
una banda principal con un tamafio de 42 kDa. No se detect6 ninguna proteina del lisado de
células Sf9 sin infectar, indicando alta especificidad del suero contra poliedrina (fig. 12).
Maés tarde, evaluamos la presencia de ORF2 de PCV2 en las particulas de PH(1-110)PCV2
usando las particulas PH(1-110)GFP esta vez como control negativo. Las particulas PH(1-
110)PCV2 y PH(1-110)GFP se cargaron con amortiguador de Laemmli y se analizaron por
SDS-PAGE y western blot. La proteina de fusion PH(1-110)PCV2 fue reconocida por un
suero de cerdo infectado con PCV2 como lo indico el western blot al observarse una banda
de 42 kDa. El suero del cerdo infectado con PCV2 no reconocié a las particulas PH(1-
110)GFP. De manera adicional, un suero de un cerdo libre de PCV2 no reconocid las
particulas PH(1-110)GFP ni las particulas PH(1-110)PCV2 (fig.13). Estos resultados juntos
indican que las particulas PH(1-110)PCV2 son antigénicas, estan conformadas por el péptido

de poliedrina y por ORF2 de PCV2, y que esta proteina de fusion es de 42 kDa.
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Figura 12. La proteina de fusién PH(1-110)PCV2 es reconocida por sueros contra poliedrina.

Se realiz6 una SDS-PAGE asi como un western blot para evaluar si las particulas PH(1-110)PCV2 eran
reconocidas por sueros de ratones inmunizados con poliedras. Se corrieron lisados de células Sf9 asi como las
proteinas PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2 (carriles 1, 2 y 3, respectivamente). El gel fue tefiido con azul de
Coomassie (lado izquierdo) e indica que las particulas PH(1-110)PCV2 tienen un peso aproximado de 42 kDa,
similar a las particulas PH(1-110)GFP. Para el western blot se utilizaron sueros de ratones inmunizados con
poliedras. EI western blot (lado derecho) indico la presencia de poliedrina en las particulas PH(1-110)PCV2.
Adicionalmente, el suero contra poliedrina no reconocié el lisado celular de la linea Sf9 sin infectar.
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Figura 13. Un suero de cerdo infectado naturalmente con PCV2 reconoce a la proteina de fusion PH(1-
110)PCV2.

Para evaluar si la proteina de fusion PH(1-110)PCV2 contenia ORF2 de PCV2 se realizé una SDS-PAGE asi
como un western blot. La SDS-PAGE indicé que las proteinas de fusion PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2
tienen un peso molecular aproximado de 42 kDa (lado izquierdo). EI western blot indico que la proteina de
fusion PH(1-110)PCV2 es reconocida por un suero de cerdo infectado naturalmente con PCV2. El suero de
cerdo infectado de PCV2 no reconoci6 a la proteina de fusion PH(1-110)GFP (lado derecho; WB(+)). El suero
de cerdo libre de PCV2 no reconocié a ninguna de las dos proteinas de fusion (PH(1-110)GFP y PH(-
110)PCV2) (lado derecho, WB(-)).
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6.4. La proteina de fusion PH(1-110)PCV2 se auto-agrega y forma particulas en el
nucleo de las células Sf9 infectadas

Previamente nosotros reportamos que el péptido PH(1-110) tiene la capacidad de
auto-agregarse para formar particulas (109,140). En este trabajo, nosotros evaluamos por
inmunofluorescencia si la proteina de fusion PH(1-110)PCV2 conserva la capacidad de auto-
agregacion asi como también evaluamos su co-localizacion en las células Sf9 infectadas. La
proteina de fusién PH(1-110)PCV2 tuvo la capacidad de auto-agregarse, lo que permitio la
formacion de particulas. Las particulas PH(1-110)PCV2 fueron amorfas con un tamafio entre
0.5 -3 micras y se localizaron en el nucleo de las células de insecto Sf9 infectadas como lo
indico el marcador fluorescente DAPI que tifie el DNA. De manera similar, las particulas
PH(1-110)GFP tuvieron un tamafio de 1-2 micras y se localizaron en el nucleo de las células
Sf9 infectadas, pero a diferencia de las particulas PH(1-110)PCV2, las particulas PH(1-

110)GFP tuvieron una morfologia tipo poliedra.

La inmunofluorescencia fue especifica para las particulas PH(1-110)PCV2, ya que
los anticuerpos utilizados en la inmunofluorescencia no reconocieron a las particulas PH(1-
110)GFP (fig. 14). El hecho de que la GFP o la proteina ORF2 de PCV2 fusionadas al
péptido PH(1-110) se auto-agreguen confirma que éste péptido contiene una secuencia de
auto-agregacion que promueve la formacién de particulas con morfologias que van desde la
poliédrica hasta la amorfa. Por otro lado, el analisis de estas particulas con microscopia
confocal indic6 que el péptido PH(1-110) no solo promueve la auto-agregacion, sino que las
proteinas fusionadas a este péptido se localizan de manera especifica en el nicleo de las
células infectadas. Asi, la formacidén de particulas proteicas fue importante para poder

evaluarlas como una plataforma para producir una vacuna de subunidad contra PCV2,

49



Contraste de fases DAPI GFP CY3 Empalme

Figura 14. La proteina de fusién PH(1-110)PCV2 se auto-agrega y forma particulas localizadas en el
nucleo de las células Sf9 infectadas.

Se infectaron células Sf9 con los baculovirus recombinantes PH(1-110)PCV2 (paneles superiores) y PH(1-
110)GFP (paneles inferiores) (MOI=20), los cuales promueven la expresion del péptido PH(1-110) fusionado a
la proteina ORF2 de PCV2 o fusionado a la GFP, respectivamente. A las 72 hpi, las células se procesaron
para inmunofluorescencia contra PCV2 usando los sueros de ratones inmunizados Fostera® PCV y un
anticuerpo secundario anti-lgG de ratdn conjugado con el fluor6foro Cy3. Las particulas PH(1-110)PCV2 y
PH(1-110)GFP colocalizaron con en el nicleo de las células infectadas como lo indicé el colorante 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) que marca DNA. La proteina PH(1-110)GFP se auto-agregd formando particulas
tipo poliedra. La proteina PH(-1100PCV2 se auto-agregé formando particulas amorfas. La
inmunofluorescencia fue especifica contra ORF2 ya que las particulas PH(1-110)GFP no se marcaron con el
fluoréforo Cy3. Todas las im&genes de microscopia confocal tienen la misma escala. La barra indica 6 micras.
Las microfotografias se obtuvieron con un microscopio confocal FVV10 usando el objetivo 60X.

PH-1100GFP  PH@a-1100PCV?2

6.5. Las particulas PH(1-110)PCV2 no contienen baculovirus

Las vacunas contra PCV2 basadas en VLPs contienen baculovirus contaminantes
que han sido inactivados (7). Aungue los baculovirus no se replican en células de
mamifero, la contaminacion de vacunas con baculovirus puede modificar la respuesta
inmune del huésped, por lo que es deseable que las vacunas producidas en el sistema
baculovirus estén libres de estos contaminantes, ya que la contaminacién con baculovirus
no permite una correcta evaluacion de la eficacia de la inmunizacion con estas vacunas
(145). Previamente nosotros demostramos que las particulas PH(1-110)GFP no contienen
baculovirus en su interior como lo indicé la TEM (140). De manera similar, en este trabajo
exploramos si las particulas PH(1-110)PCV2 contenian baculovirus en su interior por TEM.
La TEM indicé que las particulas PH(1-110)PCV2 no contienen baculovirus en su interior y
confirmd que estas particulas se forman en el nucleo de las células infectadas. Aunque los

baculovirus se localizaron en nucleo, éstos no se ocluyeron en las particulas (fig. 15).
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Figura 15. Las particulas PH(1-1200PCV2 no contienen baculovirus en su interior.

Las células de insecto se infectaron con el baculovirus PH(1-110)PCV2 con una MOI de 20 y a las 72 hpi, las
células se lavaron con PBS, se fijaron con glutaraldehido y se contrastaron con tetréxido de osmio. Las
particulas producidas por la infeccion por baculovirus PH(1-1100PCV2 (flecha grande) no contienen
baculovirus ocluidos aunque se observo una gran cantidad de baculovirus (flechas pequefias) cerca de estas
particulas.

6.6. Las particulas PH(1-110)PCV2 son polidispersas y de escala nanométrica

El tamafio de las particulas juega un papel importante en la respuesta inmune (146).
Para evaluar el tamafio de las particulas PH(1-110)PCV2, nosotros realizamos un NTA
usando el equipo Nanosight. Las particulas PH(1-110)PCV2 se purificaron por sonicacion y
se resuspendieron en agua inyectable. El analisis revel6 que las particulas PH(1-110)PCV?2
son de un tamario de entre 90 y 450 nm, y se observaron 3 tamarios principales: 150, 210 y
300 nm (fig. 16). Debido a que la proteina de fusion PH(1-110)PCV2 se auto-agrega y forma
NPs que se pueden purificar facilmente, nosotros exploramos su uso como vacuna de
subunidad contra PCV2.
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Figura 16. Las particulas PH(1-1100PCV2 son polidispersas y de escala hanométrica.

Para obtener las particulas PH(1-110)PCV2, se infectaron células Sf9 con el baculovirus recombinante con una
MOI de 20 y las células Sf9 infectadas se lisaron por sonicacion a las 72 hpi. Las particulas se recuperaron
por centrifugacion y lavados con agua inyectable. El tamafio de las particulas se determiné por medio de un
analisis de seguimiento de particulas (NTA) con el equipo Nanosight (Malvern). Los datos obtenidos
indicaron que las particulas PH(1-110)PCV2 son de escala nanométrica y tienen un rango de 90-450 nm. La
linea negra indica la media del tamafio de las particulas y la linea roja indica el error estandar.

6.7. Los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 generaron anticuerpos
contra ORF2 de PCV2

Las NPs PH(1-110)PCV2 y la vacuna comercial Circoflex® se usaron para
inmunizar cerdos libres de PCV2 (fig. 17). La respuesta inmune basada en IgG contra
PCV2 fue determinada por ELISA. Los sueros de los cerdos vacunados con las NPs PH(1-
110)PCV2 asi como los sueros de los cerdos vacunados con Circoflex® reconocieron la
proteina ORF2 recombinante de PCV2 (fig. 18) alcanzando titulos de anticuerpos muy
parecidos (1:1600) (fig. 19).
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Figura 17. Esquema de inmunizacion y toma de muestra de los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-
110)PCV2 o con la vacuna comercial Circoflex®.

Se usaron 9 cerdos de 8 semanas de edad de la raza Pietrain/York libres de PCV2. Los cerdos se inmunizaron
3 veces con intervalos de dos semanas y se tomaron muestras cada semana para deteccion de anticuerpos por
ELISA.
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Figura 18. Los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 o con Circoflex® generan anticuerpos
contra PCV2.

Los sueros de los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 o con la vacuna Circoflex® se analizaron
por ELISA para deteccién de anticuerpos contra ORF2 de PCV2. Los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-
110)PCV2 o con la vacuna Circoflex® produjeron anticuerpos contra ORF2 de PCV2. Las barras son el
promedio de las absorbancias y las lineas verticales son el error estandar. La linea punteada representa el
doble del promedio de la absorbacia de los sueros pre-inmunes y es el punto de corte para considerarse como
un valor positivo por ELISA.
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Figura 19. Los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 generaron titulos de anticuerpos contra
PCV2 parecidos a los obtenidos con la vacuna comercial Circoflex®.

Los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 asi como los sueros de cerdos inmunizados
con la vacuna comercial Circoflex® fueron analizados por ELISA realizando diluciones para determinar el
titulo de anticuerpos contra ORF2 de PCV2. Tanto los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 como
los cerdos inmunizados con Circoflex® alcanzaron titulos de anticuerpos de 1:1600. Las lineas horizontales
son el promedio de las absorbancias, las lineas verticales son el error estdndar y la linea punteada es el punto
de corte para considerarse un valor positivo por ELISA.

Interesantemente, los cerdos vacunados con la vacuna comercial Circoflex® no
reconocieron la proteina ORF2 recombinante de PCV2 en condiciones desnaturalizantes, y
solo los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 asi como un suero de un
cerdo infectado con PCV2 de manera natural reconocieron la proteina ORF2

desnaturalizada como lo indicé el western blot (fig. 20).
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Figura 20. Los sueros de cerdos vacunados con las NPs PH(1-110)0PCV2 reconocen la proteina ORF2
recombinante de PCV2 en condiciones desnaturalizantes.

Se realizé un western blot usando ORF2 recombinante en condiciones desnaturalizantes y se uso el suero de
un cerdo infectado (carril 1), sueros de los cerdos obtenidos antes de la inmunizacién (2-3), sueros de cerdos
obtenidos después de la inmunizacion con la vacuna Circoflex® (4-5) y sueros de cerdos inmunizados con las
NPs PH(1-110)PCV2 (6-7) para detectar la proteina ORF2 desnaturalizada. Los sueros usados en este
experimento fueron tomados a la semana 7 después de la primera inmunizacion. Los sueros de cerdos
obtenidos antes de la inmunizacién y los sueros de cerdos inmunizados con la vacuna comercial Circoflex®
no reconocieron la proteina ORF2 recombinante de PCV2 en condiciones desnaturalizantes. Unicamente un
suero de cerdo infectado con PCV2 de manera natural y los sueros de cerdos inmunizados con las particulas
PH(1-1100PCV2 reconocieron una banda de 30 kDa correspondiente a ORF2 recombinante de PCV2.
M=marcador de peso molecular y las bandas observadas de arriba hacia abajo corresponden a proteinas con
pesos moleculares de 50, 37, 25 y 20 kDa.

6.8. Los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 generaron anticuerpos
neutralizantes contra PCV2

Se ha demostrado que la infeccion por PCV2 generalmente es asintomatica (52).
También se ha intentado mimetizar las lesiones y/o signos clinicos de la infecciéon por
PCV2 usando detonantes para inducir la enfermedad (co-infecciones o uso de
inmunoestimulantes) pero se han obtenido resultados muy variables (3,52,147). Por otro
lado, se ha demostrado que los anticuerpos que neutralizan la infeccion por PCV2 in vitro
correlacionan con proteccion in vivo (29,148). Es por esto, que en la parte final de este
trabajo nosotros decidimos desarrollar un ensayo de seroneutralizacion para evaluar la
proteccién conferida por la inmunizacion con nuestras particulas. Para esto, disefiamos un
PCV2 modificado genéticamente que expresa la GFP bajo el promotor de CMV vy

evaluamos la infeccidn en células PK-15 por citometria de flujo. Los sueros de cerdos
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obtenidos antes de las inmunizaciones no inhibieron la infeccion mientras que los sueros de
los cerdos inmunizados con la vacuna comercial Circoflex® asi como los sueros de cerdos
inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV?2 inhibieron la infeccion por el PCV2 recombinante
(fig. 21). Los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 inhibieron la
infeccion por el PCV2 recombinante en cultivo celular hasta un 50 — 60% mientras que los
cerdos inmunizados con Circoflex® inhibieron la infeccién un 25 — 35 % (fig. 22) usando
una dilucion de los sueros 1:500. Estos resultados indicaron que tanto los cerdos
inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 como los cerdos inmunizados con la vacuna

comercial Circoflex® tuvieron titulos de anticuerpos neutralizantes de 1:500.
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Figura 21. Los sueros de los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 neutralizan la infeccion
por PCV2 recombinante que expresa la GFP en cultivo celular.

Los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 o con Circoflex® se diluyeron 1:500 y se
mezclaron con el PCV2 recombinante que expresa GFP. Las células PK-15 se incubaron con la mezcla de
suero y PCV2, se recuperaron en microtubos a las 72 hpi y se analizaron por citometria de flujo usando el
equipo Atune®. Se contaron 10,000 eventos y cada evento corresponde a una célula PK-15 con diferente
intensidad de fluorescencia de la GFP. Las células PK-15 infectadas con el PCV2 recombinante tuvieron una
elevada intensidad de fluorescencia de la GFP mientras que las células no infectadas no presentaron
fluorescencia. Las células PK-15 que fueron incubadas con virus y suero de los cerdos inmunizados con la
vacuna comercial Circoflex® o las NPs PH(1-110)PCV2 presentaron una disminucién en la intensidad de la
fluorescencia de la GFP. Un suero de cerdo infectado (suero positivo) con PCV2 que se recuper6 de la
infeccion también disminuyo la intensidad de fluorescencia de la GFP en las células PK-15. La disminucion
en la intensidad de la fluorescencia de la GFP indica la presencia de anticuerpos neutralizantes contra PCV2.
Los sueros pre-inmunes no disminuyeron la intensidad de la GFP en las células PK-15. Los datos se
graficaron como histogramas.
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Figura 22. Los sueros de los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 inhiben la infeccion por
PCV2 recombinante del 50 — 60%.

Los datos obtenidos del ensayo de seroneutralizacion se expresaron como porcentaje de inhibicion de la
fluorescencia de GFP. Los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV?2 inhibieron la infeccién
por el PCV2 recombinante un 50-60% mientras que los cerdos inmunizados con la vacuna comercial
Circoflex® inhibieron la infeccion por el PCV2 recombinante un 25-35%, como lo indica el porcentaje de
inhibicion de la fluorescencia de GFP. Las barras son el promedio y las lineas verticales son el error estandar.
El asterisco indica las condiciones que fueron diferentes a los sueros pre-inmunes (*p<0.05 y **p<0.01). Se
utilizé un ANOVA de una via seguido por una prueba de Tukey.
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7. DISCUSION

PCV2 es uno de los patdgenos méas importantes en la industria porcina ya que
genera pérdidas millonarias a nivel mundial (3,7,9,10). EI PCV2 es un virus que provoca
inmunosupresion en los cerdos de todas las edades. PCV2 produce diferentes sindromes
que incluyen retardo en el crecimiento (PMWS), abortos (SAMS) y enfermedades
respiratorias, dermatologicas y renales (PNP y PDNS), lo cual afecta gravemente la
porcicultura (3,8,35,36). Las vacunas tradicionales contra PCVV2 han mostrado generar una
respuesta inmune robusta tanto humoral como celular (90,149) y mejora parametros
productivos como la ganancia de peso (67). Sin embargo, se ha reportado que al menos una
vacuna tradicional contenia un PCV2 con la capacidad de diseminarse en los cerdos
vacunados. Por lo tanto, las primeras vacunas contra PCVV2 mostraron inconvenientes con

respecto a su margen de seguridad (7,80).

Mas tarde, salieron al mercado las primeras vacunas contra PCV2 basadas en VLPs,
las cuales fueron las primeras vacunas de este tipo usadas en medicina veterinaria. Las
vacunas basadas en VLPs han demostrado que inducen una respuesta inmune humoral que
neutraliza la infeccion por PCV2 (7,150), promueven la GDP (72,150) y son mas seguras
que las vacunas tradicionales (92,104). Sin embargo, el uso de VLPs esta limitado debido al
alto costo de los procesos de purificacion, que involucra desde el uso de gradientes de
sacarosa hasta la cromatografia (93,151-153). Por lo tanto, la purificacion de VLPs puede
demorar varios dias y se necesitan instrumentos de laboratorios especializados que son muy
costosos (92,93).

Por otro lado, otro sistema para producir antigenos recombinantes que se ha
propuesto estd basado en poliedras (137,154). Las poliedras son cristales proteicos
formados mayoritariamente por la proteina poliedrina, cuya funcion principal es ocluir
baculovirus para protegerlos de condiciones adversas como temperatura, pH 4cido,
desecacion y degradacion, favoreciendo la infeccion entre insectos (128). Aunque estas
caracteristicas hacen a los cristales de poliedrina candidatos atractivos para la conservacion
de antigenos, las poliedras presentan ciertas desventajas para poder ser usadas como
sistemas de entrega de antigenos, pues pueden resistir la acidez del endolisosoma y son

incapaces de inducir la maduracién de las APCs (154). Debido a esto, las poliedras se han
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usado como sistema de expresion y purificacion de antigenos solubles en vez de usarse

como sistema de entrega de antigeno (137).

Nosotros recientemente reportamos un péptido que tiene la capacidad de auto-
agregarse. Este péptido es derivado de la proteina poliedrina del baculovirus ACNPV vy le
denominamos PH(1-110) y propusimos su uso como sistema de entrega de antigenos. El
péptido PH(1-110) fusionado a la GFP, permitio la formacion de NPs (109,140), y la
inmunizacion de ratones con estas NPs indujo una respuesta inmune humoral contra GFP
basada en IgG (109).

Debido a estos antecedentes, en este trabajo, exploramos la posibilidad de
incorporar al antigeno ORF2 de PCV2 en NPs por medio de la fusion de esta proteina con
el péptido PH(1-110). Lo primero que determinamos fue la MOI adecuada para producir las
NPs PH(1-110)PCV2, que fue de 20. Posteriormente, evaluamos el tiempo de recuperacion
de las NPs PH(1-110)PCV2 despues de la infeccion de las células Sf9. El tiempo de
recuperacion de las NPs PH(1-110)PCV2 fue de 72 hpi y fue diferente a lo recomendado por
el fabricante (48 hpi). Esto indica que el tiempo de infeccion y la MOI deben ser
determinadas para cada baculovirus recombinante usado para producir proteinas de fusion

con el péptido PH(1-110).

Una caracteristica particular del péptido PH(1-110) es que la fusion de proteinas
completas como GFP u ORF2 de PCV2 en su extremo C-terminal no afecta la formacion de
NPs (fig. 14) mientras que la fusion de proteinas completas con otros SAPs puede dafiar el
efecto de auto-agregacion (109). Interesantemente, las NPs PH(1-110)PCV2 no contienen
baculovirus en su interior y son polidispersas, como lo indicé la TEM y el NTA,
respectivamente (figs. 15y 16).

Otra caracteristica importante que hay que considerar, es la eficiencia de
encapsulacion de los antigenos. Aunque otros sistemas como aquellos basados en NPs de
acido poliglicélico han reportado hasta el 50% de encapsulamiento de antigenos, en
general, el porcentaje de encapsulamiento es muy bajo. Para preparar NPs de acido
poliglicdlico se pierde bastante antigeno (109,162). Nuestros resultados de
inmunofluorescencia indicaron que la proteina de fusion PH(1-110)PCV2 se auto-agrega con

gran eficiencia formando particulas localizadas en el ndcleo de las células Sf9 infectadas.
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La eficiencia de incorporacion del antigeno ORF2 dentro de las NPs es del 100% gracias a

que cada proteina ORF2 de PCV2 esta fusionada al péptido PH(1-110).

Un punto importante que hay que considerar al producir vacunas es el rendimiento.
Las NPs PH(1-110)PCV2 tienen un rendimiento excelente de 380 mg/l de medio Grace.
Otros sistemas como aquellos basados en levaduras y bacterias llegan a producir de 0.75 a
700 mg/l; como un ejemplo, se disefié una VLP quimérica en la que se fusiond un epitopo
de PCV2 a la proteina de la capside del virus de la mancha anular de la papaya. Estas VLPs
producidas en bacteria mostraron inducir anticuerpos en un modelo murino y tuvieron un
rendimiento de 65 a 80 mg/l (155). Una desventaja del uso de sistemas procariontes es que
a estos les falta la capacidad para realizar modificaciones postraduccionales en las proteinas
como las glicosilaciones, necesarias en algunas ocasiones para inducir una respuesta
inmune robusta (91,156,157).

Las células de mamifero tienen la ventaja de que realizan modificaciones
postraduccionales complejas, pero el rendimiento de los antigenos (VLPs) solo llega a ser
de 0.018 a 10 mg/l (156,157). Para el caso de las plantas transgénicas usadas en la
produccién de antigenos, se estima que el rendimiento es de aproximadamente 4 a 2380
ug/kg de tejido vegetal (156). El costo para producir 380 mg de las NPs PH(1-110)PCV2 fue
de $ 1812 pesos. Tomando en cuenta que cada cerdo inmunizado con 3 dosis de 200 g de
estas NPs genera una buena respuesta inmune, esta cantidad de NPs podria servir para
inmunizar hasta 633 cerdos por cada litro de medio Grace, con un costo de $ 2.86
pesos/dosis (sin contar costos de aditivos, mercadotecnia, distribucion, envasado vy
etiquetado). La vacuna basada en las NPs PH(1-110)PCV?2 tiene ventajas sobre las vacunas
disponibles comercializadas en promedio en 80 pesos una dosis. Asi, nuestro sistema
basado en NPs, es uno de los mas eficientes en cuanto a rendimiento y dado que las NPs
PH(1-110)PCV2 son producidas en células de insecto, esto garantiza que se lleven a cabo las
glicosilaciones en las proteinas, haciendo que los antigenos tengan una conformacion muy

parecida a la nativa (158).

La pureza de los antigenos es un punto de gran importancia para la aprobacion y uso
comercial de las vacunas. Las vacunas producidas en levadura llegan a contener del 1-5%

de trazas de proteina de levadura. Los individuos con alergia a la levadura que son
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inmunizados con vacunas producidas en levadura pueden presentar reacciones de anafilaxia
(159). Situaciones similares se han observado con vacunas que se producen en huevo como
es el caso de vacunas tradicionales contra influenza A (160,161). Otros contaminantes
encontrados en vacunas son la gelatina, usada como estabilizador y el latex; ambos han
demostrado inducir IgE, y son los alérgenos mas comunes encontrados en las vacunas
(161). Las NPs PH(1-110)PCV2 tienen la ventaja de que se pueden purificar de manera fécil,
rapida y a bajo costo ya que solo se requiere de sonicacién y lavados con PBS. En nuestros
estudios de inmunizacion de ratones y cerdos no observamos signos de alergias (como
prurito). Sin embargo, seria adecuado realizar estudios de alergia en los animales

inmunizados con estas NPs.

El tamafio de las NPs juega un rol importante en la respuesta inmune. Las NPs que
se encuentran entre 20 y 200 nm pueden viajar directamente hacia los ganglios linfaticos a
través de la linfa, permitiendo que las células dendriticas foliculares las puedan presentar a
los linfocitos T y B (146). Asi, las NPs PH(1-110)PCV2 fueron buenas candidatas para ser
evaluadas como una vacuna de subunidad contra PCV2 ya que tuvieron un buen
rendimiento, se purifican facilmente y tienen un tamafio adecuado para inducir una

respuesta inmune optima.

PCV?2 fue usado como modelo antigénico por el impacto econémico negativo que
provoca en los cerdos a nivel mundial. EI PCV2 frecuentemente no genera enfermedad en
los cerdos infectados (3,52). Los intentos para reproducir algunos de los sindromes
causados por PCV2 incluyen desde las co-infecciones con otros patdgenos virales (3) hasta
el uso de inmunoestimulantes, pero los resultados obtenidos son poco claros y con baja
reproducibilidad (52,147). Una manera fécil de evaluar proteccion contra PCV2 es el
ensayo de seroneutralizacion. Los anticuerpos neutralizantes correlacionan con la
disminucion del titulo viral y proteccién in vivo (29,148). Es por esto que en el presente
trabajo, nosotros evaluamos el efecto protector de las NPs PH(1-110)PCV2 por medio de un
ensayo de seroneutralizacion. En este ensayo, nosotros inmunizamos cerdos con las NPs
PH(1-110)PCV2. Estos cerdos produjeron anticuerpos tanto contra ORF2 de PCV2 en su
forma nativa como en la forma desnaturalizada, como se demostrd por ELISA y western
blot, respectivamente (figs. 18-20). Adicionalmente, estos anticuerpos neutralizaron la

infeccion de un PCV2 recombinante que expresa la GFP (evidenciado por disminucién de
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la intensidad de fluorescencia de la GFP en las células PK-15 que se les administro el
PCV2 recombinante incubado con sueros de cerdos inmunizados con la vacuna Circoflex®
0 con las NPs PH(1-110)PCV2) (fig.21 y 22). De manera similar, los cerdos inmunizados
con la vacuna comercial Circoflex® asi como un cerdo infectado con PCV2 de manera
natural generaron anticuerpos neutralizantes contra PCV2. Esto es similar a lo reportado
por Madson et al. (2009), que mencionan que tanto las vacunas comerciales como la
infeccion natural con PCV2 inducen altos titulos de anticuerpos neutralizantes.

En general, las vacunas contra PCV2 que se han probado han mostrado inducir una
respuesta inmune humoral. Sin embargo, en diferentes trabajos se ha observado alta
variabilidad con respecto a los titulos de anticuerpos. Algunos trabajos en los que se
inmunizd con vacunas contra PCV2 basadas en VVLPs, se obtuvieron titulos de hasta 1:500
(82). Otras vacunas contra PCV2 basadas en DNA han generado titulos de anticuerpos de
hasta 1:7000 (149). Las inmunizacion de cerdos con las NPs PH(1-110)PCV2 indujo titulos
de anticuerpos de 1:1600. Estos resultados tan diversos podrian ser explicados debido a la
variabilidad de los antigenos inmunizados (expresados a través de transfecciones de
plasmidos o inmunizados como proteinas), los adyuvantes (emulsiones, hidroxido de
aluminio, etc.) y los Kits de deteccion de anticuerpos (ELISAs comerciales, ELISAS
caseros). Por ejemplo, aunque PCV2 posee inmunidad cruzada entre sus diferentes
subtipos, se ha demostrado que PCV2 presenta gran variabilidad tanto genética como en su

secuencia de aminoacidos del ORF2 que codifica para la capside (13).

Nuestros resultados de los titulos de anticuerpos contra PCV2 son parecidos a los
reportados por Jeon (2015), que evalu6 los titulos de anticuerpos inducidos después de la
inmunizacion con las vacunas comerciales Circoflex®, Circovac® y Fostera PCV®,
alcanzando titulos de anticuerpos de 1:1000, mientras que los cerdos infectados de manera
natural alcanzan titulos de 1:400 a los 70 dias después de una sola inmunizacién (150). Los
cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 generaron titulos de anticuerpos de 1:1600
después de la 3 inmunizaciones. Esto se realizd de esta manera debido a que no se

detectaron anticuerpos después de la segunda inmunizacion.

Estos resultados en conjunto indican que las NPs PH(1-110)PCV2 se pueden

producir de manera facil, se recuperan rapidamente y a bajo costo promoviendo la
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generacion de anticuerpos neutralizantes contra PCV2. Ademas el péptido PH(1-110) brinda
estabilidad a los antigenos a temperatura ambiente (datos en publicacién). A nuestro
conocimiento, ningin otro sistema de produccion de antigenos recombinantes tiene estas
caracteristicas, lo que posiciona a este sistema como una nueva plataforma para la

incorporacion de antigenos en NPs proteicas para producir vacunas de subunidades.

El sistema basado en las NPs PH(1-110)PCV?2 tiene bastantes ventajas sobre otros
sistemas pero también presenta algunos inconvenientes. Uno de los inconvenientes de este
sistema es que se necesita suficiente experiencia en el uso de herramientas de biologia
molecular y bioinformatica; y deben estar reportadas las partes inmunorelevantes de los
patdgenos. También se debe tener experiencia en el uso de células de insecto y baculovirus
para estandarizar el tiempo de infeccion y la MOI adecuada para cada baculovirus
recombinante. Finalmente, es adecuado lograr que las NPs PH(1-110)PCV2 sean menos
polidispersas y que se puedan purificar principalmente NPs de 20-100 nm sin afectar su
rendimiento y se espera que de esta manera la inmunizacion con estas particulas induzca

una respuesta inmune mas robusta.

63



8. CONCLUSIONES

En este trabajo, desarrollamos la primera vacuna contra un PCV2 mexicano que es
genéticamente diferente a los demaés subtipos de PCV2 descritos en el mundo. Esta vacuna
es de bajo costo y su produccion es de alto rendimiento y calidad por ser producida usando
el promotor de poliedrina del baculovirus AcCNPV y por ser producida en células de insecto.
Esta vacuna esta basada en la fusion de ORF2 de PCV2 con el péptido PH(1-110) del
baculovirus AcNPV. La proteina de fusion PH(1-110)PCV2 permitié que la incorporacion
de ORF2 de PCV2 en NPs fuera del 100%. Estas NPs se purifican de manera mas facil y
rapida que las VLPs, pues solo involucra lisis de las células Sf9 infectadas por medio de
sonicacion y centrifugacion de las NPs. La vacuna basada en las NPs PH(1-110)PCV2 es de
subunidad, y por lo tanto, no lleva los riesgos de las vacunas que contienen patdgenos
completos. A diferencia de otros SAPs, el péptido PH(1-110) se puede fusionar a otros
péptidos o proteinas sin dafiar su capacidad de auto-agregacion. Las particulas PH(1-
110)PCV2 son de escala nanométrica y no contienen baculovirus contaminantes como

ocurre en las vacunas contra PCV2 basadas en VLPs.

Como conclusion general, la vacuna basada en las NPs PH(1-110)PCV2 fue
desarrollada por medio de biologia molecular y bionanotecnologia para producir la primera
vacuna contra PCV2 basada en un péptido que se auto-agrega formando NPs que
incorporan del antigeno viral ORF2 de PCV2 para facilitar su purificacion disminuyendo
los gastos de produccion. Por lo tanto, esta nueva vacuna puede competir con las vacunas

de PCV2 actualmente disponibles en el mercado.
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9. PERSPECTIVAS

Los primeros estudios realizados en nuestro laboratorio indicaron que el péptido
PH(1-110) puede ser utilizado como sistema de entrega de antigenos. EI primer antigeno
que probamos fue la GFP, y nuestros resultados indicaron que las NPs formadas por la
GFP fusionada al péptido PH(1-110) son inmunogeénicas. Se observaron resultados
similares con el antigeno ORF2 de PCV2 sugiriendo que otros antigenos pueden ser
fusionados al péptido PH(1-110) para producir nuevas vacunas. Asi mismo, hemos
demostrado que estas particulas no son toxicas en un modelo de raton asi como en un

modelo porcino.

El siguiente paso de este trabajo, podria ser la comercializacion de estas NPs como
un nuevo sistema de produccion de antigenos que se pueden purificar facilmente, asi

COmo su uso como sistema de entrega de antigenos termoestables.

Un punto importante, serd evaluar si los antigenos fusionados en el péptido PH(1-
110) se pliegan adecuadamente. Para esto se podria intentar realizar estudios de

cristalografia, aunque para esto debemos perfeccionar nuestro proceso de purificacion.

Las NPs formadas por la fusion de antigenos con el péptido PH(1-110) no solamente
se pueden utilizar como vacunas, sino también como antigenos en ensayos serologicos
(como lo hemos observado cuando usamos estas NPs para sensibilizar placas de
ELISA).

Es evidente, que se debera continuar probando nuevos antigenos. Algo que tenemos
en mente, es fusionar la proteina hemaglutinina del virus de influenza A y probar la
respuesta inmune humoral por medio de un ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion
y ELISAs.

Se pueden implementar estrategias como la fusién de péptidos inmunoestimulantes
y/o cargar positivamente a las particulas para promover respuestas inmunes mas
robustas contra los antigenos fusionados al péptido PH(1-110) como se ha observado con

otros sistemas de entrega.
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Con el uso de herramientas bioinformaticas se pueden disefiar también particulas

gue contengan uno o varios epitopos de patégenos fusionados con el péptido PH(1-110).

En general, se deberdn evaluar varios antigenos no solo virales sino de diferente
origen. Los antigenos que pretendemos evaluar por el momento son de importancia
veterinaria, pero posiblemente este sistema se pueda utilizar en salud publica, debido a

su gran margen de seguridad, rendimiento y bajos costos en su proceso de purificacion.
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Californica polyhedrin protein essential for
self-aggregation and exogenous protein
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I Abstract

Background: Baculoviruses are widely used for the production of recombinant proteins, biopesticides and as gene
delivery systems. One of the viral forms called polyhedra has been recently exploited as a scaffeld system to
incorporate or encapsulate foreign proteins or peptide fragments. However, an efficient strategy for foreign protein
incorporation has not been thoroughly studied

Results: Based on the crystal structure of polyhedrin, we conducted an in sifico analysis of the baculovirus Autographa
californica nudeopolyhedrovirus (ACMNPV) polyhedrin protein to select the minimum fragments of polyhedrin that could
be incorporated into polyhedra. Using confocal and transmission electron microscopy we analyzed the expression and
cellular localization of the different polyhedrin fragments fused to the green fluorescent protein (EGFP) used as reporter
The amino fragment 1-110 contains two repeats formed each of two B sheets followed by a a helix (amino acids 1-58
and 58-110) that are important for the formation and stability of polyhedra These fragments 1-58, 58-110 and 1-110
could be incorporated into polyhedra. However, only fragments 1-110 and 58-110 can self-aggregate.

Conclusions: These results demonstrate that 58-110 is the minimum fragment that contributes to the assembly of the
recombinant polyhedra via self-aggregation. This is the minimum sequence that can be used to efficiently incorporate

foreign proteins into polyhedra.

Keywords: Autographa Califomica, Pelyhedrin, Polyhedra, Baculovirus

Background
The development of eukaryotic systems for the expres-
sion of recombinant proteins has been a major goal in
biotechnology due to its widespread utility in medicine,
veterinary medicine, and agriculture, among other re-
lated areas [1].

The use of insect viruses to produce and to obtain dif-
ferent recombinant proteins has grown in recent decades
[2,3]. Three of these eukaryotic systems are expressed in
insect cells and are currently in use. Two of them are
based on the DNA baculoviruses Autographa californica
nucleopolyhedrovirus  (AcMNPV), and Bombyx mori
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instituto de Fsiologia C erscdad Naconal Autdnama de Méxco,
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nucleopolyhedrovirus (BmNPV). The third uses the RNA
virus Bombyx mori cytoplasmic polyhedrosis virus
(BmCPV) cypovirus. In nature, the viruses of these 2 fam-
ilies are protected from adverse environmental conditions
as they are occluded into crystalline lattices called polyhe-
dra or occlusion bodies, derived mainly from a single viral
protein called polyhedrin [4]. The occlusion is an adapta-
tion that allows baculoviruses to remain in a dormant but
infective state in the environment for decades [5].
Polyhedrin is one of the most abundant proteins in a
baculovirus-infected cell, since its expression is driven
by a very strong promoter [6]. Because polyhedrin is not
necessary for the propagation of the virus, the DNA se-
quence of the protein can be replaced with some other
sequence of interest [7]. This in turn, has allowed the
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ABSTRACT
Introduction: Recently, subunit vaccines are replacing some of the traditional vaccines because they
offer a higher margin of safety. However, generally subunit vaccines have low antigenicity. Adjuvants
are used in vaccine formulations to increase their immunogenicity, but current research suggests that
adjuvants could induce serious side effects in susceptible individuals; therefore, the improvement of
antigens and adjuvants is important.

Areas covered: Here we reviewed some self-aggregating peptides (SAPs) used as antigen delivery
systems. SAPs are based on a short sequence of amino adds, which have self-aggregating properties,
inducing self-interaction among peptide molecules by means of non-covalent interactions to generate
nanoparticles (NPs).

Expert commentary: SAPs increase the immunogenicity of fused/conjugated antigens because they
can interact with antigen-presenting cells and induce adaptive immunity based on both humoral and
cellular responses. As an example, we report an antigen delivery system based on SAPs forming NPs,
These NPs are synthesized using a recombinant baculovirus, We fused the green fluorescent protein to
the first 110 amino acids of polyhedrin protein from Autographa californica nudeopolyhedrovirus, which
has self-aggregating properties. We showed that these NPs prompt high antibody levels without
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inducing inflammation, similarly to some SAPs reported here.

1. Introduction

Recent advances in vaccine development have been shown
that subunit vaccines are better than whole pathogen-based
traditional vaccines in terms of safety. Traditional vaccines
contain attenuated or Inactivated pathogens, which can
induce both an antigen-specific antibody response and a
cytotoxic T lymphocyte (CTL) response that neutralize extra-
cellular pathogens and kill host cells infected with intracellular
pathogens, respectively [1]. Traditional vaccines have played a
very important role in eradicating or at least reducing the
incidence of many Iinfectious diseases; however, some patho-
gens cannot be cultivated in vitro and it is difficult to deter-
mine the appropriate inactivation or attenuation of the
pathogen in the vaccine [2]. That is why the development of
subunit vaccines is important. A clear example of subunit
vaccines are the virus-like particles (VLPs) [3]. VLPs are gener-
ally synthesized by expression of one single protein with self-
assembly properties, producing nanoparticles (NPs). VLPs pro-
tect against pathogens and some of them have replaced the
whole pathogen-based vaccines. Some VLPs need coadminis-
tration of adjuvant while others do not [3-7].

The development of new adjuvants Is also important since
it improves the immunogenicity of antigens. The mechanism
of action of adjuvants is being studied; one of the most
common adjuvants is based on aluminum salts and it has
been shown that the inflammation induced by this adjuvant
plays an important role in the activation of adaptive cellular

immunity [8]. The inflammation is characterized for its four
cardinal signs: (1) redness, (2) swelling, (3) pain, and (4)
warmth [9]. Although, the inflammation induced by adjuvants
seems to be important in the immune response, some
researchers have suggested that adjuvants could induce not
only these cardinal signs of inflammation but also autoim-
mune diseases. Shoenfeld and Agmon-Levin (2011) coined
the term autoimmune/inflammatory syndrome induced by
adjuvants. They reviewed some reports that suggest that the
use of adjuvants can be associated to autoimmune diseases in
susceptible individuals (both animal and humans) [10]. Due to
these drawbacks of adjuvants, it is important the development
of alternatives that improve the immunogenicity of antigens
without side effects.

Subunit vaccines based on recombinant proteins are alter-
natives to traditional vaccines but have often poor immuno-
genicity [1,11). NPs induce a higher immune response in
comparison with soluble antigens [1,3]. NPs can be synthe-
sized by oil-in-water emulsions and polymers [12], but nowa-
days there are other novel methods to synthesize them. For
instance, self-aggregating peptides (SAPs) are short sequences
of amino acids with self-aggregating properties, which can
form secondary structures (mainly p-sheet) and self-assemble
into NPs. The antigens conjugated to NPs formed by SAPs
induce a strong humoral immune response against these
antigens without the need of adjuvants in animal models
without inducing inflammation [13]. Therefore, the NPs
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Porcine Circovirus Type 2(PCV2)is one of the most important pathogens in pigs around the world. PCV2
Is a non-enveloped virus and its capsid is formed by a single protein known as open reading frame 2
(ORF2). The aim of this study was to evaluate the antigenicity and immunogenicity of genetically-
encoded protein nanoparticles (NPs) containing ORF2 from PCV2 fused to the first 110 amino acids of
the N-terminus of polyhedrin from the insect vinus Autographa califomica nucleopolyhedrovirus (PH
(1 ~110)L Our group has previously described that some polyhedrin fragments self-aggregate forming
polyhedra-like particles. We identified a self-aggregating signal within the first 110 amino acids from
polybedrin (PH(1 11 0)L Fusing the ORF2 from PCV2 to the carboxyl terminus from PH(1 —1 10) results
in the formation of NPs which incorporate the antigen of interest. Using this system we synthesized NPs
containing PH(1 —11 0) fused to ORF2 (PH(1 ~1 1 0)PCV2) and purify them to immunize pigs and eval-
uate the humoral immune response generated by these NPs comparing them to a commercially available
vaccine. Pigs immunized with PH(1 —1 1 0)PCV2 NPs produced antibodies against ORF2 from POV2 as
indicated by westernblot and ELISA analysis. Antibodies obtained with PH(1 -1 1 0)PCV2 NPs were com-
parable to those obtained using a commercial PCV2 vaccine These antibodies neutralized the infection of
a recombinant PCV2 expressing the green fluorescent protein (GFP). These results together suggest that
the self-aggregating peptide PH(1 -1 10) can be used for the synthesis of subunit vaccines against PCV2.

© 2019 Elsevier Ltd All rights reserved.

1. Introd uction

monocytes/macrophages and enters to host cells via clathrin-
mediated endocitosis [9]. PCV2 also induces lymphocyte depletion,

Porcine circoviruses (PCV) are small DNA viruses showing
worldwide distribution. Nowadays, at least 3 types of PCV have
been identified. PCV1 was reported as a non-cytopathic virus
contaminant of porcine kidney cells [1]. PCV2 was described for
the first time in pigs affected by post-weaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS) in 1991 in Canada [2-4]. PCV2 is
associated to porcine dermatitis and nephropathy syndrome
(PDNS), reproductive disorders |3.5-7], respiratory diseases,
hepatitis, enteropathy and neurologic syndrome |5]. PCV2 infects
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and therefore, facilitates many infectious diseases by bacteria and
other viruses |10} PCV2 contains 2 main genes: open reading
frame 1 (ORF1) implicated in viral DNA replication and ORF2
responsible for the formation of the capsid. The ORF2 protein has
a molecular weight of 30 kDa [11] and binds to heparan sulfate
from the target cells |12]. Antibodies against ORF2 are sufficient
to neutralize the infection [4.1 3], PCV3 is a novel circovirus species
associated to PDNS, reproductive failure and systemic inflamma-
tion, which has been isolated recently in the United States, Italy
[ 14], China [15], and Poland [ 16].

PCV2 is one of the most important pathogensin the pig industry
around the world because it causes important economic losses
|34.1718). There are several commercially available vaccines
against PCV2 and all of them are based on the ORF2 |[4,19]. The first
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