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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 están elaboradas con virus inactivados, 

virus atenuados o partículas tipo virus (VLPs). Las VLPs han demostrado ser más seguras 

que las vacunas que contienen virus atenuados así como promover respuestas inmunes tanto 

humorales como celulares. Sin embargo, para el proceso de purificación de VLPs se 

necesitan instrumentos especializados de laboratorio, y este proceso requiere de mucho 

tiempo, haciendo que las vacunas elaboradas con VLPs sean más costosas. Previamente, en 

nuestro laboratorio descubrimos un péptido de auto-agregación derivado del extremo N-

terminal de la proteína poliedrina (PH(1-110)) del baculovirus Autographa californica 

nucleopoliedrovirus (AcNPV), el cual forma nanopartículas (NPs) que se pueden purificar 

fácilmente. En este trabajo, evaluamos si las NPs formadas por la proteína ORF2 de PCV2 

fusionada a PH(1-110) (NPs PH(1-110)PCV2) podrían ser usadas como una vacuna de 

subunidad contra PCV2. Primero, caracterizamos las NPs PH(1-110)PCV2 por microscopía 

electrónica de transmisión, y observamos que éstas no contenían 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 fáciles de purificar. La purificación de estas 

NPs se llevó 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 proteína verde fluorescente (GFP) y realizamos ensayos de 

seroneutralización en células de riñón de cerdo con la línea celular PK-15. Nuestros 

resultados indican que la fusión de ORF2 de PCV2 al péptido PH(1-110) permite la 

formación de NPs que son fáciles 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. INTRODUCCIÓN 

El circovirus porcino (PCV) fue identificado por primera vez como contaminante de la 

línea celular PK-15, con un diámetro de 17 nm, no citopático y de una sola cadena de DNA 

(1). Posteriormente, un virus similar al PCV se identificó en cerdos con una enfermedad 

caracterizada por lesiones linfoides severas y neumonía intersticial (2). Más tarde, se 

realizaron estudios moleculares que indicaron que el PCV aislado de cerdos enfermos era 

diferente al PCV contaminante de la línea celular PK-15. Por lo tanto, al PCV contaminante 

de la línea celular PK-15 se le dio el nombre de PCV1, mientras que al PCV que provocó 

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 económica que crea empleos de manera directa e 

indirecta generando ingresos y contribuyendo a la economía mundial. En México, los 

principales estados en los que se produce carne de cerdo son: Jalisco, Sonora, Puebla, 

Guanajuato, Yucatán y Veracruz, y en el año 2006 estos estados produjeron el 76.5% de la 

producción de carne de cerdo a nivel nacional. Tan solo Sonora y Jalisco concentran el 40% 

de la producción nacional. La producción de cerdos se expande en los estados con 

productores tecnificados mientras que es deficiente en estados con pequeños y medianos 

productores (5). Jalisco y Yucatán fueron los primeros países declarados libres de fiebre 

porcina clásica 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 

Inspección Federal (TIF). Estos estados han sido los principales exportadores de carne 

porcina en Japón y Cuba (5,6). 

PCV2 es un patógeno de distribución mundial que causa grandes pérdidas económicas 

en la industria porcina alrededor del mundo (3,7–10). Se ha estimado que las pérdidas 

económicas debidas a enfermedades asociadas con la infección por PCV2 es alrededor de 

600 millones de euros por año tan solo para la Unión Europea (3). Las pérdidas se deben a 
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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, así como un aumento en el uso de antibióticos para controlar las infecciones 

bacterianas secundarias (3). En México se ha aislado PCV2 en tejidos linfoides de cerdos 

infectados (11).  

 

1.2. Clasificación taxonómica 

PCV2 se encuentra en el grupo 2 de la clasificación de Baltimore por ser un virus de 

DNA de una sola cadena. PCV2 pertenece a la familia Circoviridae, está incluido en el 

género Circovirus y la especie es Circovirus porcino tipo 2. PCV2 se puede subdividir en 

PCV2a y PCV2b. PCV2a contiene 1767 nucleótidos y PCV2b contiene 1766 nucleótidos. 

PCV2c se encontró 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 más 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). El ORF2 de PCV2 contiene los 

principales epítopos 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. Genómica y proteómica viral 

El genoma de PCV2 contiene de 1766 a 1768 nucleótidos 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 análisis 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 

proteínas Rep y Rep’ generadas por splicing alternativo. Rep contiene 312 aminoácidos, 

mientras que Rep’ es una proteína truncada de 168 aminoácidos. El promotor de Rep es 

regulado negativamente por la proteína Rep (18). El promotor de Rep se encuentra dentro 
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del origen de replicación del DNA viral y el promotor de ORF2 se encuentra dentro del gen 

Rep (19). Rep y Rep’ son esenciales para la replicación del DNA viral. Estos estudios 

fueron confirmados por la localización subcelular de las proteínas Rep y Rep’ así como por 

un ensayo de cambio en la corrida electroforética (EMSA) (18). ORF2 codifica para una 

proteína de 30 kDa encargada de formar la cápside (20,21). ORF2 se utiliza en el desarrollo 

de vacunas y ensayos serológicos (3). El análisis de ORF1 y ORF2 de PCV2 ha mostrado 

homología de nucleótidos del 83 y 67% con PCV1, respectivamente (3). 

Se ha sugerido que PCV2 codifica para varios ORFs pequeños, pero solo ORF3 ha 

sido demostrado (19). El ORF3 se encuentra dentro de ORF1 en PCV1 y PCV2, pero posee 

un tamaño diferente. En PCV1, ORF3 contiene 621 nucleótidos mientras que en PCV2 

contiene 315 nucleótidos (19). El ORF3 de PCV2 induce apoptosis, y parece ser importante 

en el desarrollo de lesiones linfoides (22,23). La eliminación de ORF3 en PCV2 genera 

cargas virales bajas sin generar lesiones microscópicas en los cerdos (19). Dada la marcada 

diferencia de ORF3 entre PCV1 y PCV2 en su tamaño y el hecho de que PCV2 sin ORF3 

no genera lesiones, indica que ORF3 está involucrado en el desarrollo de enfermedades 

causadas por PCV2 (19) (en la figura 1 se esquematiza la organización genómica de 

PCV2). 

 

1.4. Replicación viral 

Al inicio de la infección por PCV2, la proteína ORF2 de la cápside se une al receptor 

celular heparán sulfato (21,24). Después de la entrada de PCV2, la proteína ORF2 se 

localiza en el nucléolo y más tarde se exporta al citoplasma (19). Las proteínas virales Rep 

y Rep’ están implicadas en la replicación del DNA de PCV2 (21,25). Rep y Rep’ se unen a 

los hexámeros H1 y H2, que son secuencias de 6 nucleótidos repetidos. Esta unión es 

esencial para el inicio de la replicación (19,21,25). Rep y Rep’ colocalizan en el 

nucleoplasma de las células infectadas (19). El origen de replicación de PCV2 forma una 

estructura tallo-bucle encontrada en la región intergénica más larga, entre la región 5’ de 

los genes ORF1 y ORF2 (19). Durante la replicación del DNA de PCV2 se genera una 

doble cadena y se transcriben 9 RNAs incluyendo el RNA de la cápside, 5 RNAs asociados 

a Rep y 3 RNAs no esenciales. En la infección productiva, los antígenos virales y la 
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progenie viral incrementan en una manera tiempo-dependiente. Estos antígenos se observan 

desde las 18 h después de la infección (hpi), y los virus liberados aparecen a las 30 hpi 

(3,26). 

Al final de la replicación del DNA la proteína ORF2 se auto-ensambla y la región 

rica en argininas localizada en el N-terminal de esta proteína se une al DNA y lo encapsula 

(19) (figura 5). El ORF3 no parece ser esencial para la replicación de PCV2 (3), pero 

induce apoptosis y recluta macrófagos lo que puede facilitar la diseminación sistémica del 

PCV2 (23) (en la fig. 1 se esquematizan las estructuras encargadas de la replicación del 

DNA viral). 

 

Figura 1. Organización genómica y localización del origen de replicación del PCV2.  

El PCV2 contiene 3 genes principales: ORF1 codifica para las replicasas virales Rep y Rep’ (flecha grande); 

ORF2 es la única proteína estructural que forma la cápside de PCV2 (flecha mediana) y ORF3 (flecha 

pequeña) induce apoptosis en las células diana. El genoma de PCV2 contiene un origen replicación 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 hexámeros H1-H4 (rectángulos rojos). Las replicasas 

virales se unen a H1 y H2 para favorecer el inicio de la replicación del DNA viral (se utilizó el programa 

SnapGene® para el diseño de esta figura). 
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1.5. El sistema inmune del cerdo y su interacción con PCV2 

En general, el sistema inmune del cerdo es similar al del humano con respecto a la 

respuesta que se genera, y está formado por el sistema inmune innato y el sistema inmune 

adaptativo (27). El sistema inmune innato está constituido por células presentadoras de 

antígenos (APCs) como las células dendríticas (DCs) y los macrófagos, 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 patógenos 

conocidas como “patrones moleculares asociados a patógenos” (PAMPs). De esta manera, 

las APCs detectan a los patógenos, los fagocitan, los procesan en péptidos cortos y 

presentan estos péptidos a los linfocitos T del sistema inmune adaptativo. Los péptidos de 

los patógenos son cargados en la superficie de las APCs a través de moléculas del complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC) clase I y clase II, para activar a los linfocitos T 

CD8
+
 y a los linfocitos T CD4

+
, respectivamente (27). 

El sistema inmune adaptativo está constituido por la inmunidad humoral y la 

inmunidad celular. La inmunidad humoral de los cerdos al igual que en otros mamíferos 

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 mamíferos por contener linfocitos T CD4
+
 

CD8
+
. Los linfocitos T CD4

+
 CD8

+
 incrementan con la edad de los cerdos, y se consideran 

células efectoras/de memoria, producen IL-10, y pueden participar en la producción de 

anticuerpos promoviendo el crecimiento y diferenciación 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 podrían ser el lugar 

de persistencia de la infección por PCV2 (3). PCV2 se introduce en los monocitos porcinos 

por endocitosis mediada por clatrina, donde se requiere de un ambiente ácido para su 

internalización. En las DCs maduras y sus precursores, PCV2 entra por una vía diferente a 

la macropinocitosis en ausencia de replicación viral (3). PCV2 no es capaz de replicarse en 

DCs y macrófagos de los cerdos infectados, y aunque estas células captan una gran 

cantidad de PCV2 (3), el virus no puede ser procesado (30). 
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Algunos estudios in vitro indican que las DCs de cerdo infectadas con PCV2 pueden 

procesar antígenos y madurar, pero la señalización de TLRs se ve afectada (32), ya que el 

genoma viral de doble cadena que se genera durante la replicación viral, inhibe el IFN-α, 

TNF-α, IL-6 e IL-12 (32,33). Por otro lado, en estudios in vivo se ha observado que al 

comienzo de la infección por PCV2, la producción de IFN-γ disminuye mientras que la 

producción de IL-10 incrementa en los cerdos enfermos. Los cerdos infectados con PCV2 

que no presentan signos clínicos mantienen una respuesta de IFN-γ más estable. 

Adicionalmente, los cerdos con signos clínicos no son capaces de generar citocinas como 

IL-8, TNF-α e IL-1β, e IFN-γ, mientras que los cerdos vacunados si generan esta respuesta 

proinflamatoria (34). En conjunto, esto sugiere que los cerdos que no producen IFN-γ en la 

etapa temprana de la infección están predispuestos a desarrollar la enfermedad causada por 

PCV2. 

PCV2 requiere células en mitosis para replicarse (32) y es por esto que la 

inmunoestimulación favorece la replicación de PCV2. Los cerdos vacunados contra el virus 

del síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) y desafiados con co-infección 

de PRSSV con PCV2 generan lesiones más marcadas y títulos virales más altos de PCV2 

que los cerdos que no fueron inmunizados (35). De manera similar, la administración del 

mitógeno concanavalina A (ConA) en las células T CD4
+
 o CD8

+
 o a las células B IgM

+
 

favorece la replicación de PCV2. Sin embargo, la administración de IFN-γ no incrementa la 

replicación de PCV2. Así, la replicación de PCV2 es más favorecida en linfocitos que se 

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

 

1.6. Transmisión 

PCV2 es de alta prevalencia en cerdos de todo el mundo (3,36). La principal ruta de 

transmisión es la vía oronasal, de esta manera, PCV2 alcanza los macrófagos alveolares de 

los pulmones. En condiciones de campo, la mayoría de cerdos presentan seroconversión 

contra PCV2 entre los 2 y 4 meses de edad, indicando que la transmisión horizontal es muy 

eficiente. Después de que las cerdas gestantes se infectan por la vía intranasal, ocurre la 

transmisión transplacentaria (3,37,38). 
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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 clínicamente 

sanos. PCV2 también se ha detectado en semen, por lo tanto, la monta natural así como la 

inseminación artificial son consideradas rutas potenciales de infección y diseminación 

(3,39,40). 

 

1.7. Síndromes causados por PCV2 

PCV1 no provoca enfermedad en los cerdos, mientras que la infección por PCV2 

generalmente es subclínica. Sin embargo, PCV2 puede producir diferentes síndromes 

como: el síndrome de emaciación posdestete (PMWS), el síndrome de aborto y mortalidad 

de las cerdas (SAMS) (3,41,42), el síndrome de dermatitis/nefropatía porcina (PDNS) y 

neumonía proliferativa y necrotizante porcina (PNP) (3,8). Así, cuando PCV2 se asocia con 

otros patógenos virales (como influenza porcina y PRRSV) y/o bacterianos (como 

Actinobacillus pleuropneumoniae y Mycoplasma hyopneumoniae), la presentación de 

alguno de los síndromes asociados a PCV2 se ve favorecida, principalmente PMWS, 

SAMS y PNP (3,43). 

 

1.7.1. Síndrome de emaciación posdestete (PMWS) 

Entre los síndromes que puede producir PCV2, el PMWS es el de mayor impacto. 

El 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 disminución 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 genómicas de PCV2 (cerca de 1X10
7
) pierden 50 g/día 

de la ganancia diaria de peso (GDP) (45). La principal causa de muerte en cerdos con 

PMWS se debe a que PCV2 genera falla hepática. Los signos clínicos de un cerdo con 

PMWS incluyen debilidad, palidez en la piel, dificultad respiratoria, diarrea e ictericia, así 

como agrandamiento de los nódulos linfáticos (inguinales principalmente) (3). Las lesiones 

macroscópicas son: aumento del tamaño de los pulmones con consistencia rígida, el hígado 

pálido, y los nódulos linfáticos blanquecinos y edematosos. La pérdida de tejido linfoide 
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con infiltración de monocitos en los nódulos linfáticos es una característica importante 

(3,46). Los cerdos con bajo peso desarrollan PMWS con más 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 algún síndrome asociado a PCV2 (47). A los 14 días 

después de la infección, PCV2 se puede detectar en los tejidos así como en las lesiones 

asociadas a PCV2, pero esto no correlaciona con signos clínicos (30). Las lesiones del 

PMWS se han reproducido en un porcentaje muy bajo. La co-infección de PCV2 con 

parvovirus porcino (48,49) así como la co-infección con PRRSV (50) genera lesiones más 

severas que la infección PCV2 solo. De manera similar, la administración de 

inmunoestimulantes genera lesiones del PMWS después del desafío (51) y la replicación de 

PCV2 incrementa, pero esto no induce el PMWS (52). El IFN-γ incrementa la replicación 

de PCV2 en cultivo celular, pero una alta concentración de IFN-γ en estudios in vivo 

muestra un efecto contrario (31). La administración de mitógenos como conA en cerdos 

que no han consumido calostro incrementa la replicación de PCV2, pero tampoco induce la 

presentación de signos clínicos (31).  

Así, los inmunoestimulantes incrementan el número de células permisivas para la 

infección de PCV2 favoreciendo la replicación viral, aunque esto no garantiza la 

presentación del PMWS (3). Existen algunos trabajos que parecen incrementar la 

replicación de PCV2 in vivo, pero es difícil 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). 
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Figura 2.  Los cerdos afectados con el síndrome de emaciación posdestete (PMWS) presentan como 

característica principal un retraso en el crecimiento. 
La flecha señala a un cerdo con PMWS con un tamaño menor que el resto de los cerdos provenientes de la 

misma camada. El cerdo con el PMWS tiene una condición corporal más baja que los cerdos sin el PMWS 

(modificada de ref. 3). 

 

1.7.2. Síndrome de dermatitis/nefropatía 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 síndrome incluyen máculas y pápulas irregulares en la piel. Estas 

lesiones están cubiertas por costras que se van decolorando. También se observa falla renal 

aguda que es la principal causa de muerte (3). En las lesiones macroscópicas se aprecia 

agrandamiento de los riñones y endurecimiento de los mismos, edema en pelvis renal y 

petequias en la corteza renal. En los estudios histopatológicos se observan glomérulos con 

fibrina e infiltración de células inflamatorias, necrosis de los vasos sanguíneos en piel, 

pelvis renal, mesenterio e infarto esplénico (3,54). Los cerdos con PDNS presentan títulos 

anticuerpos contra PCV2 elevados y un perfil de citocinas Th1. El PDNS es considerado 

como una reacción de hipersensibilidad tipo III en la que se forman complejos inmunes (3) 

(la fig. 3 muestra un cerdito con PDNS). 
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Figura 3. Cerdo afectado con el síndrome de dermatitis/nefropatía porcina (PDNS). 

Los cerdos con el PDNS presentan máculas y pápulas en la piel debidas a inflamación y necrosis de los vasos 

sanguíneos. Las lesiones tienen una distribución generalizada pero se localizan mayoritariamente en las 

piernas y perineo (tomado de ref. 3). 

 

1.7.3. Síndrome de aborto y mortalidad de las cerdas (SAMS) 

El SAMS está relacionado con la co-infección de PRRSV y PCV2. Se caracteriza 

por la alta incidencia de abortos en todas las etapas de gestación y mortalidad en las cerdas. 

Las lesiones en las cerdas incluyen neumonía intersticial, hiperplasia linfoide y hepatitis. 

PRRSV y PCV2 se pueden aislar de lesiones hepáticas de cerdas con el SAMS (55). En 

general, el SAMS es poco frecuente. Los fetos abortados presentan miocarditis necrótica 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 macroscópicas en mortinatos abortados son: congestión hepática e hipertrofia 

cardiaca. Una lesión característica del SAMS es la necrosis de miocardiocitos (3). 

Los fetos son susceptibles a la infección 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 inseminación 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 corazón de un cerdo abortado proveniente de cerda con el SAMS). 
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Figura 4. Corazón de un cerdo abortado proveniente de una cerda con el síndrome de aborto y 

mortalidad (SAMS). 

Se realizó un corte transversal del corazón de un feto de cerdo abortado proveniente de una cerda con 

infección por PCV2. El miocardio contiene áreas pálidas 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, 

más tarde se demostró que la PNP está más asociada a la infección por PRRSV con o sin la 

co-infección 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 parecía estar involucrado en el desarrollo del tremor congénito. El tremor 

congénito se caracteriza por contracciones clónicas de musculo esquelético en lechones. 

Algunos estudios iniciales sugirieron que la inoculación de cerdas gestantes con PCV2 al 

final de la gestación puede inducir tremor congénito (3,60), pero estudios posteriores 

mostraron que no existe una asociación entre el tremor congénito y la infección 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 síndromes asociados a PCV2). 
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Tabla 1. Síndromes asociados a PCV2 y sus características principales. 

Síndrome Edad de 

susceptibilidad 

Signos clínicos  Factores involucrados Ref. 

PMWS Destete (1 – 6 

meses de edad 

Retardo en el 

crecimiento, 

pérdida de peso y 

muerte 

Inmunoestimulación, 

presencia de otros 

patógenos en la granja 

(parvovirus porcino y 

PRRSV), castración, cerdos 

destetados y bajos de peso 

(3,46,

63–

65) 

 

PDNS Lechones y 

cerdos en 

crecimiento. Es 

raro en cerdos 

adultos 

Máculas y pápulas 

irregulares en la 

piel de color rojo-

púrpura 

Los altos títulos de 

anticuerpos contra PCV2 y 

citocinas Th1 

(3,64) 

SAMS Gestación Abortos tardíos y 

mortinatos 

Alta prevalencia de PCV2 

en granjas e infección 

transplacentaria en cerdas 

gestantes. Coinfección con 

PRRSV 

(3,18,

64)  

 

 

1.8. Diagnóstico de PCV2 

El diagnóstico de la enfermedad causada por PCV2 se realiza dependiendo del tipo 

de síndrome que presente el cerdo sospechoso. Un cerdo puede considerarse positivo a 

PMWS si cumple con 3 puntos: signos clínicos (retardo en el crecimiento, debilidad, 

disnea, crecimiento de los nódulos linfáticos inguinales, e ictericia), lesiones 

histopatológicas en tejidos linfoides (pérdida de tejido linfoide, inflamación granulomatosa 

y/o cuerpos de inclusión), detección de PCV2 en cantidad moderada a alta en tejidos 

linfoides (3,63). 
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El diagnóstico del PDNS incluye: lesiones hemorrágicas y necróticas en piel, 

(extremidades traseras y zona perineal), riñones pálidos e inflamados con petequias 

corticales. Las lesiones histopatológicas incluyen: vasculitis y glomerulonefritis fibrinosa 

con necrosis. La detección de PCV2 no se incluye en este diagnóstico (3). 

El diagnóstico del SAMS se toma en cuenta la presencia de: abortos tardíos, 

mortinatos con fibrosis y/o miocarditis necrótica así como una alta cantidad de PCV2 en 

estas lesiones y otros tejidos fetales (3,66). 

La detección de PCV2 en tejidos se basa en hibridación in situ y la 

inmunohistoquímica. PCV2 se encuentra frecuentemente en el citoplasma de 

monocitos/macrófagos de cerdos afectados con el PDNS o el PMWS. Existe una fuerte 

correlación entre cantidad de PCV2 y severidad de las lesiones (3). 

Dado que la infección con PCV2 ocurre de manera subclínica en casi todas las 

granjas, la cantidad de PCV2 es la principal diferencia entre cerdos infectados de manera 

subclínica y cerdos con el PMWS. Las técnicas como la PCR en tiempo real, el ELISA de 

captura y el análisis inmunohistoquímico permiten determinar la cantidad de PCV2 en 

tejidos y/o suero y por lo tanto, pueden ser usados para el diagnóstico del PMWS (en la 

tabla 2 se describen las lesiones macroscópicas y microscópicas encontradas en los tejidos 

de cerdos con síndromes asociados a PCV2). 

 

Tabla 2. Lesiones macroscópicas y microscópicas encontradas en tejidos de cerdos con 

enfermedad sistémica causada por PCV2. 

Síndrome Lesiones macroscópicas Lesiones microscópicas Referencias 

PMWS Pulmones agrandados y 

duros, hígado pálido, 

manchas blancas en la 

corteza del riñón 

Pérdida de tejido linfoide, 

infiltración de monocitos y alta 

cantidad de PCV2 en tejido 

linfoide 

(3,46) 

PDNS Riñones con consistencia 

firme y edema en pelvis 

renal. Corteza renal con 

Glomerulonefritis y vasculitis 

necrótica en capilares dérmicos 

(3) 
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petequias. Máculas y 

pápulas en perineo 

SAMS Congestión hepática e 

hipertrofia cardiaca 

Cantidad elevada de PCV2 en 

las lesiones cardiacas. La 

lesión histopatológica 

característica es una 

miocarditis necrótica o 

fibrinosa. 

(3,66) 

 

1.9. Prevención y control 

Las vacunas contra PCV2 han mostrado prevenir las enfermedades asociadas a 

PCV2 o reducir su incidencia (7). La edad para la vacunación es crucial. La vacunación 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 reducción de la viremia 

(67). 

La inmunidad materna es una fuente de protección 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. El PMWS no se observa en cerdos menores de 4 

semanas de edad, probablemente por la protección de los anticuerpos maternos. Los cerdos 

generan seroconversión 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 infección previa por PCV2 y que fueron vacunados 

posteriormente, presentan una reducción en la viremia así como una menor cantidad de 

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

vacunar (69). 

PCV2 es poco sensible a desinfectantes comerciales basados en clorhexidina, 

formaldehído, 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 

síndromes asociados a PCV2 es la vacunación (3). Aunque las vacunas contra PCV2 

reducen la incidencia del PMWS, la presencia de PCV2 puede persistir en las granjas 

después de la vacunación (70). 

 

1.9.1. Vacunas comerciales contra PCV2  

Todas las vacunas contra PCV2 se basan en la proteína ORF2 (7). Las vacunas 

contra PCV2 disminuyen la viremia, la morbilidad y la mortalidad por PCV2 y mejoran los 

parámetros productivos en las granjas porcinas (71–73). Las primeras vacunas contra PCV2 

se basaron en virus completos y están hechas de virus inactivados o virus atenuados. 

Recientemente se han desarrollado vacunas basadas en partículas tipo virus (VLPs) (7,74–

76). 

 

1.9.1.1. Vacunas basadas en virus completos 

 

La primera vacuna contra PCV2 fue Circovac® (Merial) que salió al mercado en el 

2006 y está 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 microscópicas en los tejidos linfoides 

inguinales y la carga viral en suero (78). Las vacunas inactivadas han mostrado generar 

anticuerpos neutralizantes así como IFN-γ. El IFN-γ se produce a las 3 semanas después de 

la primera inmunización y correlaciona con protección (79). Sin embargo, los anticuerpos 

inducidos con las vacunas inactivadas disminuyen rápido (78). 
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También 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 títulos de anticuerpos neutralizantes más 

altos que las vacunas inactivadas, el virus quimérico de la vacuna Suvaxyn® se diseminó 

en los cerdos vacunados, y esta vacuna tuvo que sacarse del mercado (7,80). Más tarde, el 

PCV2 usado en la vacuna Suvaxyn® fue inactivado y usado en la formulación de una 

nueva vacuna contra PCV2 con el nombre de Fostera® PCV. 

 

1.9.1.2. Vacunas basadas en VLPs 

La biología molecular así como la biotecnología 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 producción de la proteína ORF2 de PCV2 en células de insecto es suficiente para 

que esta proteína se auto-ensamble en partículas con estructura y antigenicidad muy 

parecida a la de las cápsides de PCV2 (82–87) (la fig. 5 muestra la estructura de la proteína 

ORF2 de PCV2 ensamblándose para formar la cápside). 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 presentación tanto para 

MHC-I como para MHC-II (88). La inmunización con VLPs de PCV2 generan anticuerpos 

neutralizantes (89). La inmunización con estas vacunas basadas en VLPs disminuye la 

viremia así como la carga viral nasal y fecal. Una sola dosis de VLPs puede ser suficiente 

para generar altos títulos de anticuerpos neutralizantes, pero se ha observado que la 

administración de un refuerzo induce una respuesta inmune más robusta (73,90). La 

administración de VLPs derivadas de levadura por vía oral genera una respuesta humoral 

basada en IgG e IgA (91). Aunque las VLPs inducen respuestas humorales y celulares (82), 

la principal desventaja de esta tecnología es que su purificación 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 (así como las vacunas tradicionales contra PCV2) tienen un costo 

de aproximadamente 80 pesos/dosis. 

 

Figura 5. La proteína ORF2 de PCV2 se auto-ensambla y forma partículas tipo virus (VLPs). 
La proteína ORF2 de PCV2 está constituida por hojas β y segmentos desordenados como estructuras 

secundarias (A). La proteína ORF2 tiene la capacidad de auto-ensamblarse para formar la cápside de PCV2. 

Los segmentos desordenados en forma de asas son fundamentales para la oligomerización de la proteína 

ORF2. El ensamblado final es un arreglo de 60 subunidades que ensamblan una partícula de PCV2 (B). PCV2 

tiene una región rica en argininas encargadas de unirse al DNA viral. Esta región no ha sido determinada por 

cristalografía pero se encuentra en la parte N-terminal de ORF2 (azul). El extremo N-terminal se localiza en 

el interior de la cápside (C). En negro se muestra el extremo C-terminal de la proteína ORF2 y en verde el 

cuerpo de la proteína ORF2 constituido principalmente por hojas β (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 

proteínas inmunoestimulantes (97), el uso de vectores virales (14,98) e incluso la fusión de 

ORF2 con hormonas promotoras de crecimiento (99). Estas vacunas han mostrado 

disminuir el número de copias de DNA de PCV2 así como un incremento en la GDP (99). 
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a) Despliegue de la proteína ORF2 de PCV2 

La proteína ORF2 de PCV2 se ha desplegado en sistemas bacterianos y virales. La 

inmunización 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 epítopos de PCV2 en su 

superficie, y la inmunización con estos virus induce anticuerpos contra PCV2 (100). De 

manera similar, la inmunización con el fago lambda que despliega epítopos de ORF2 de 

PCV2 genera anticuerpos neutralizantes y respuesta inmune celular contra PCV2 (15). En 

adición, la inmunización con baculovirus recombinantes que expresan la proteína ORF2 de 

PCV2 en su superficie también induce anticuerpos neutralizantes y una respuesta inmune 

celular (16). 

 

b) Uso de virus quiméricos como vectores de expresión 

Algunos virus porcinos han sido modificados para expresar proteínas de PCV2. Por 

ejemplo, el virus de la enfermedad de Aujeszky fue modificado genéticamente para inducir 

la expresión de ORF2 de PCV2 in vivo. La inoculación con este virus promovió la 

producción 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, así como la citocina IL-18. La inoculación con este virus generó anticuerpos 

neutralizantes así como IL-4 e IFN-γ (14). 

 

c) Vacunas de DNA 

Las vacunas de DNA contra PCV2 generalmente se basan en un plásmido que 

contiene la secuencia de nucleótidos de ORF2 de PCV2 y que induce la expresión de esta 

proteína en las células inoculadas. Previamente se demostró que la co-inoculación de 

ratones con plásmidos que contienen las secuencias de nucleótidos ORF2 e IL-15, induce la 

expresión de estas moléculas en las células inoculadas y es capaz de generar una respuesta 

inmune tanto humoral como celular. La respuesta inmune fue más robusta con la 
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inoculación de los plásmidos IL-15 y ORF2 de PCV2 que con la inoculación del plásmido 

que contiene únicamente ORF2 de PCV2 (96). 

 

1.9.2. Adyuvantes usados en las vacunas contra PCV2 

La función clave de un adyuvante es mejorar la inmunogenicidad de las vacunas, 

permitiendo un mejor reconocimiento del patógeno. Esto también permite que se requieran 

menos refuerzos o una dosis menor de la vacuna (101,102). Los adyuvantes más utilizados 

se basan en las sales de aluminio (103,104) y emulsiones de aceite en agua (101,102). En 

los Estados Unidos de América están aprobadas las sales de aluminio particuladas como el 

hidróxido y el fosfato de aluminio; el MF59 y el AS03, que son emulsiones basadas en 

escualeno en agua; y el AS04 que es una combinación de monofosforil lípido A e hidróxido 

de aluminio (105). Todas las vacunas comerciales contra PCV2 contienen adyuvante: 

Circoflex® contiene carbómero que es un polímero acuoso, Circumvent® y Porcillis 

PCV® contienen D1-α-tocoferol con parafina líquida, 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: antígenos, adyuvantes y uso 

recomendado.  

Nombre Marca  Tipo Adyuvante Dosis/vía Uso 

Ingelvac 

Circoflex® 

Boehringer 

Ingelheim 

VLP 

producida en 

baculovirus 

Carbómero 

(polímero 

acuoso) 

1 ml IM 

dosis única 

Cerdos de 3 o 

más semanas 

de edad 

Circumvent® 

PCV 

Merck 

Animal 

Health, Inc 

VLP 

producida en 

baculovirus 

D1-α-

tocoferol con 

parafina 

líquida 

2 ml IM. 

Refuerzo 3 

semanas 

después 

Cerdos de 3 o 

más semanas 

de edad 

Fostera® 

PCV  

Zoetis Quimera 

PCV1-2 

inactivado 

Sulfolipo-

ciclodextrina 

en escualeno 

en agua 

2 ml IM. 

Dosis única 

o refuerzo a 

las 3 

semanas 

Cerdos de 3 o 

más semanas 

de edad  

Circovac® Merial PCV2 

inactivado 

Aceite ligero 

de parafina 

2 ml IM. 

Refuerzo 3 

o 4 semanas 

después 

Cerdas 

nulíparas / 

cerdos de 3 o 

más semanas 

de edad 

 

1.9.2.1. Uso de citocinas y proteínas acarreadoras como adyuvantes en 

vacunas de PCV2 

La co-administración de ORF2 de PCV2 con IFN-γ porcino o la fusión de estas dos 

proteínas también ha sido evaluada en la generación de anticuerpos. Un estudió indicó que 

la co-administración de PCV2 con IFN-γ porcino indujo más anticuerpos que la 

administración de ORF2 de PCV2 solo o fusionado a IFN-γ porcino. Este estudio sugirió 

que la fusión de ORF2 de PCV2 con IFN-γ puede provocar cambios conformacionales en 

estas proteínas, inhibiendo su actividad biológica (97). La inmunización con flagelina (de 

Salmonella typhimurium) fusionada con ORF2 de PCV2 en ratones también ha sido 

evaluada. La inmunización de ORF2 de PCV2 fusionada a flagelina generó anticuerpos 

neutralizantes así como citocinas TNF-α e IFN-γ sin adyuvante (17). 
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1.9.2.2. Uso de péptidos de auto-agregación (SAPs) como sistemas de 

entrega de antígenos 

Los SAPs son secuencias cortas de aminoácidos que se asocian espontáneamente 

formando estructuras mesoscópicas como: nanotubos, nanoesferas, nanofibras, nanocintas, 

entre otras (106–109). El proceso de auto-agregación involucra interacciones no covalentes 

como puentes de hidrógeno, interacciones de van der Waals, interacciones electrostáticas y 

apilamientos π-π (106,109–116). Los SAPs de manera típica forman hojas β (117) pero 

también pueden formar α-helices, las cuales se ensamblan en hélices superenrrolladas 

(113). 

 

1.9.2.2.1 Respuesta inmune generada con SAPs que forman 

nanopartículas (NPs) 

Los sistemas de entrega de antígenos basados en NPs han mostrado incrementar la 

inmunogenicidad de los antígenos actuando como adyuvantes (88). Las NPs se definen 

como cualquier material particulado con un tamaño de 1-1000 nm (118–122). Un antígeno 

en forma de partícula 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 protección contra patógenos y 

brindan estabilidad a los antígenos sin generar inflamación (123). 

El tamaño de las partículas juega un papel muy importante en la respuesta inmune, 

pues facilita que las APCs puedan reconocer estas partículas y capturarlas (124,125). 

Después de que las APCs capturan las NPs, estas células procesan los antígenos de las NPs, 

degradándolos en péptidos más cortos para presentarlos a los linfocitos T (126). La 

activación de células T se puede evaluar de manera indirecta por medio de la determinación 

de citocinas. 

Las respuestas inmunitarias generadas por SAPs generalmente son dependientes de 

receptores tipo Toll (TLRs) o de células T. Un ejemplo de este fenómeno es el péptido Q11. 

La inmunización de nanofibras formadas por Q11 conjugadas con un epítopo de 
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Plasmodium falciparum genera una respuesta robusta de anticuerpos; pero la inmunización 

de ratones knockout de MyD88 con estas nanofibras no induce anticuerpos. Se han 

observado resultados similares después de la inmunización de ratones desnudos (no 

contienen linfocitos T) con estas nanofibras (127). Por lo tanto, las células T y la 

señalización de TLRs juegan un rol importante en la producción de anticuerpos cuando los 

ratones son inmunizados con NPs generadas por SAPs. Adicionalmente, Q11 no genera 

inflamación (123) (la fig.6 muestra la interacción entre NPs generadas por SAPs y el 

sistema inmune). 

Algunas limitantes de los SAPs son que deben sintetizarse en laboratorios 

especializados, generalmente en fase sólida, y el antígeno debe ser conjugado a las NPs 

ensambladas, ya que por ser secuencias cortas de aminoácidos, no se pueden fusionar 

antígenos grandes porque esto puede afectar la estructura secundaria de los SAPs y su auto-

ensamblaje (109). 
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Figura 6. Interacción entre nanopartículas (NPs) formadas por péptidos de auto-agregación (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 antígenos (APCs) como 

las dendríticas. 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 activación de las células B mientras otros ayudan a la 

activación de las células T CD8
+
 o citotóxicas. Las células B de memoria pueden vivir varios meses e incluso 

años, y tienen la capacidad de convertirse en células plasmáticas que generan anticuerpos que pueden 

neutralizar patógenos extracelulares o viriones libres mientras las células T citotóxicas lisan células infectadas 

con patógenos intracelulares o incluso células cancerosas (modificada de ref. 109). 
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1.9.3. El sistema baculovirus en la producción de vacunas 

Como mencionamos anteriormente las vacunas contra PCV2 basadas en VLPs son 

producidas con el sistema baculovirus. Los baculovirus son virus de insecto de distribución 

mundial cuya función es regular la población 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 báculo. Hay cientos de especies de baculovirus y 

se clasifican en dos géneros: los nucleopoliedrovirus y los granulovirus cuya diferencia es 

la morfología y tamaño de los cuerpos de oclusión que producen. Los cuerpos de oclusión 

de los nucleopoliedrovirus se llaman poliedras por su morfología y tienen un tamaño de 

800-2000 nm mientras que los cuerpos de oclusión de los granulovirus tienen forma de 

cápsulas con un tamaño 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 está constituido por más de 133,894 pares de bases 

codificando para más de 150 genes y es ampliamente usado en biología molecular (129). 

 

1.9.3.1. Ciclo de replicación de los baculovirus 

Durante el ciclo de infección por baculovirus, se producen dos formas virales: los 

virus libres (BV) que salen por gemación de la membrana plasmática de las células 

infectadas y los virus ocluidos en los cuerpos de oclusión (ODV). Los BV se encargan de la 

infección de célula a célula dentro del insecto mientras que los ODVs son responsables de 

la transmisión a otros insectos por vía oral. El ciclo de infección comienza cuando un 

insecto consume alimento contaminado con los cuerpos de oclusión 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), proteína que constituye más del 50% de las 

poliedras (130). La poliedrina contiene 245 aminoácidos, tiene un peso molecular de 29 

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

Los BVs y ODVs son idénticos en su cápside e información genética pero difieren 

en su envoltura viral. En la fase temprana de la infección, que abarca entre 12 y 20 hpi, se 

producen los BVs, mientras que en la fase tardía, que inicia a las 20 hpi, se favorece la 
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producción 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 infección 

porque son estructuras que le brindan estabilidad a los viriones ocluidos en su interior 

manteniéndolos infectivos durante decenas de años y quizá por siglos al protegerlos de 

condiciones ambientales adversas principalmente de la desecación y la radiación solar 

(128) (la fig. 7 esquematiza el ciclo de infección del baculovirus y la generación de 

poliedras). 

 

 

Figura 7. Replicación de los baculovirus y producción de poliedras in vivo. 
A) Las larvas de algunos insectos (como Autographa califórnica, 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 infección (hpi), las células intestinales infectadas 

producen y liberan baculovirus libres (BVs). Los BVs contienen la proteína gp64 en su membrana, que les 

permite salir de las células infectadas por gemación, para unirse nuevamente a otras células del insecto por 

medio de la fusión de membranas dependiente de pH hasta propagarse a la hemolinfa. C) A las 48 hpi el 

insecto muere por un mecanismo llamado licuefacción que es facilitado por proteasas virales como la 

quitinasa. Esto permite la liberación de poliedras en el ambiente, contaminando el alimento de otras larvas de 

insecto y facilitando de esta manera el siguiente ciclo de infección. 
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1.9.4. Uso de poliedras como sistema de entrega de antígenos 

 A diferencia de las VLPs, los SAPs y otros sistemas de entrega de antígenos, las 

poliedras se han usado como sistema de entrega de antígenos en pocos estudios. Una 

característica importante de las poliedras es que brindan estabilidad a las proteínas que se 

ocluyen en su interior (128,131,132). Esto ha sugerido que las poliedras pueden ser útiles 

en aplicaciones biotecnológicas (132). 

Los primeros intentos por introducir proteínas exógenas en las poliedras fueron 

realizados fusionando proteínas a un fragmento del extremo N-terminal de la poliedrina del 

nucleopolihedrovirus del gusano de la seda (Bombyx mori) (132,133). Las proteínas 

fusionadas a los primeros 100 aminoácidos de la poliedrina de este virus pudieron ser 

introducidas eficientemente en las poliedras (133). Para el caso particular de AcNPV, se ha 

usado la proteína poliedrina completa para fusionar proteínas exógenas en su extremo C-

terminal. Esto ha permitido la incorporación de proteínas exógenas en las poliedras (134). 

También se han insertado epítopos 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 fusionó la proteína verde 

fluorescente (GFP) en el extremo C-terminal de la poliedrina, se observó que esta proteína 

de fusión formaba gránulos fluorescentes en lugar de poliedras (136). Otros antígenos que 

se han generado en el sistema de poliedras son: el antígeno E2 del virus de la fiebre porcina 

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

 

1.9.5. Diseño de una plataforma universal de vacunas basada en la 

incorporación de antígenos en NPs genéticamente codificadas 

La poliedrina contiene 13 hojas β, 5 α-hélices y dos segmentos desordenados. Las 

subunidades de poliedrina de AcNPV se oligomerizan para formar trímeros, que a su vez se 

ensamblan formando una unidad de dodecaméros de 4 trímeros unidos por puentes 

disulfuro (cisteína 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 proteína poliedrina de AcNPV y su oligomerización 

La proteína poliedrina de AcNPV está formada por hojas β, α-hélices y segmentos desordenados. Las α-

hélices constituyen el núcleo hidrofóbico mientras que el cuerpo de la poliedrina es un barril-β formado por 4 

hojas β. Durante la oligomerización de poliedrina, cada subunidad se empaqueta formando trímeros, proceso 

que necesita al extremo N-terminal que provee interacciones hidrofóbicas (verde). Cuatro trímeros unidos 

covalentemente por puentes disulfuro en los que participa la cisteína 132 (localizada en un segmento 

desordenado marcado con color amarillo) forman un dodecámero con gran estabilidad. Después, otros 4 

trímeros se unen al dodecámero para formar la celda unitaria. De esta manera, los ocho trímeros 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 aminoácidos del extremo N-terminal (5 hojas β y 3 α-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-agregación como su capacidad para incorporar proteínas en NPs 

(140). Para esto, diseñamos baculovirus recombinantes que inducen la expresión de GFP 

fusionada al extremo C-terminal de estos péptidos de poliedrina. El péptido PH(1-110) fue el 

más eficiente para auto-agregarse e incorporar la GFP en NPs. Este péptido está constituido 

por 5 β, 3 α-hélices y un segmento desordenado, pero no contiene la cisteína involucrada en 

la formación de puentes disulfuro.  

Más 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 antígenos en un modelo murino. 

La inmunización con las NPs PH(1-110)GFP indujo altos títulos de anticuerpos contra la 

GFP sin generar inflamación (109). Adicionalmente, la inmunización con las NPs PH(1-
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110)GFP almacenadas a temperatura ambiente por 6 meses sigue induciendo la producción 

de anticuerpos contra GFP (datos no publicados). Por lo tanto, este sistema de entrega de 

antígenos permite incorporar al antígeno de interés en NPs proteicas que se pueden 

purifican fácilmente y que son termoestables. 

En este trabajo, nosotros usamos al PCV2 como modelo antigénico porque causa 

pérdidas económicas en la industria porcina a nivel mundial, incluyendo a la porcicultura 

mexicana. Nosotros fusionamos la proteína ORF2 de PCV2 al péptido PH(1-110) lo cual 

permitió la formación de las NPs (NPs PH(1-110)PCV2), caracterizamos estas NPs y 

evaluamos si la inmunización con estas NPs inducía la generación de anticuerpos 

neutralizantes contra PCV2 después de la inmunización de cerdos. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

 Las vacunas tradicionales contienen patógenos 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 patógenos no pueden cultivarse in vitro y se necesita una línea celular 

para producir cada una de las vacunas. Además, 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 patógenos en lugar de patógenos completos. Las VLPs son un ejemplo de vacuna 

subunitaria y se basan en la sobreexpresión de una o varias proteínas virales que se pueden 

auto-ensamblar formando partículas similares al virus nativo. Las VLPs han demostrado 

resolver algunos de los inconvenientes de las vacunas tradicionales. Por ejemplo, las VLPs 

no contienen ácido nucleico infeccioso, por eso son más seguras que las vacunas 

tradicionales. Además, las VLPs se pueden producir in vitro en bacteria, levadura o células 

de insecto. 

No obstante, la recuperación de las VLPs y su purificación toman mucho tiempo y 

se necesitan equipos de laboratorio especializados que son muy costosos. En la purificación 

de VLPs se utilizan desde los gradientes de sacarosa hasta la cromatografía. También se 

pueden sintetizar péptidos y proteínas recombinantes para usarse como antígenos. Aunque 

los péptidos y proteínas recombinantes se pueden purificar por medio de columnas, su 

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

 Además de la pureza y el rendimiento, otro punto importante en la producción de 

vacunas es la inmunogenicidad de los antígenos. En general, las NPs son más 

inmunogénicas que las micropartículas o que los antígenos solubles. Es muy conveniente 

desarrollar una plataforma que permita incorporar antígenos en NPs que sean capaces de 

inducir una respuesta inmune protectora, y que además se puedan purificar de manera fácil, 

rápida y económica. 
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3. HIPÓTESIS: 

La inmunización con partículas PH(1-110)PCV2 induce una inmunidad humoral 

específica contra PCV2 que neutraliza la infección. 

 

4. OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar si los cerdos inmunizados con las partículas PH(1-110)PCV2 inducen una 

inmunidad humoral específica contra PCV2 capaz de neutralizar la infección viral. 

 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 Diseñar un baculovirus recombinante que induzca la expresión de la proteína ORF2 

de PCV2 fusionada al péptido de poliedrina PH(1-110) para generar las partículas 

PH(1-110)PCV2. 

 

 Caracterizar las partículas PH(1-110)PCV2 determinando su morfología, co-

localización y tamaño. 

 

 Evaluar si los cerdos inmunizados con las partículas PH(1-110)PCV2 producen 

anticuerpos contra la proteína ORF2 de PCV2 mediante ensayos serológicos. 

 

 Determinar los títulos de anticuerpos generados por la inmunización con las 

partículas PH(1-110)PCV2 y compararlos con los títulos de anticuerpos generados 

con una vacuna comercial. 

 

 Determinar si los anticuerpos generados por la inmunización con las partículas 

PH(1-110)PCV2 neutralizan la infección viral de PCV2 in vitro. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Reactivos: 

El kit para la determinación de proteínas Pierce™ BCA Protein Assay (no. catálogo 

10741395), el antibiótico-antimicótico 100X que contiene 10,000 UI de penicilina/ml, 

10,000 µg de estreptomicina/ml y 25 µg de anfotericina B/ml (no. catálogo 15240-062), el 

anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado al fluoróforo Cy3 (no. catálogo A10521), el DAPI 

(4 ', 6-diamino-2-fenilindol) (no. catálogo D3571), el IPTG (Isopropil ß-D-1-

tiogalactopiranósido) (no. catálogo 15529019), el medio de cultivo DMEM (Eagle 

Modificado de Dulbecco) (no. catálogo 12800082), el medio de cultivo Optimem™ (no. 

catálogo 22600134), el medio Grace (no. catálogo 11300-043 or 11605102), el reactivo de 

transfección Lipofectamine® 2000 (no. catálogo 11668019), el SDS (dodecil sulfato de 

sodio) (no. catálogo 18220), el sustrato SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity 

(no. catálogo 34095), el TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina) (no. catálogo N301), el X-gal 

(5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) (no. catálogo 15520018), el yeastolate 

(no. catálogo 292805), la polimerasa Platinum® Pfx (no. catálogo 11708039), la proteinasa 

K (no. catálogo 25530015) y el sistema baculovirus Bac-to-Bac™ (no. catálogo 10359-

016) que contiene: el plásmido pFastBac™, las células competentes DH10Bac™ E. coli, y 

Cellfectin® II fueron de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE.UU.). El ácido 

plurónico F-68 (no. catálogo P1300), el anticuerpo anti-IgG de cerdo conjugado a HRP 

(peroxidasa de rábano) (no. catálogo A5670), el anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a 

HRP (no. catálogo A9044), el clorhidrato de D-glucosamina (no. catálogo G4875), el 

medio LB (no. catálogo L3152), la albúmina sérica bovina (BSA) (no. catálogo A5611), la 

lactalbúmina (no. catálogo L9010), fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Las 

membranas de nitrocelulosa (no. catálogo HATF00010), las células BL21 (no. catálogo 

69386-3) y el plásmido pET-28a-c(+) (no. catálogo 69864), fueron de Merck Millipore, 

Ltd. (Tullagreen, Carrigtwohill. Co. Cork, Irlanda). El suero fetal bovino (SFB) (no. 

catálogo 081105) fue de Biowest (Rue du Vieux Bourg, Nuaillé, Francia). El kit Qiagen 

plasmid Midi (catalog no. 12143) fue de QIAGEN (Hilden, Alemania). El plásmido 

pGEM® T Easy (no. catálogo A1360) fue de promega (Madison, WI, EE. UU.). El 

marcador de peso molecular de proteínas Precision Plus Protein™ Dual Color Standards 
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(no. catálogo 1610374) fue de Bio-Rad (Hercules, CA, EE. UU.). El medio de montaje para 

fluorescencia Dako (no. catálogo 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 × 1⁄2″ (0.45 × 12 mm) (agujas marrones) y 22G × 1 1⁄4″ (0.7 × 30 mm) (agujas 

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

 

5.2. Células y virus 

En este trabajo se utilizaron las células Sf9 (Spodoptera frugiperda) (no. catálogo 

B82501; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) que son células de insecto y 

las células PK15-C1 (American Type Culture Collection, ATCC® número PTA-8244™; 

Boulevard Universidad Manassas, VA 20110-2209 EE. UU.) que son células de riñón de 

cerdo, para infectarlas con baculovirus y PCV2, respectivamente. 

Para producir las partículas formadas por la proteína ORF2 de PCV2 fusionada al 

péptido PH(1-110) diseñamos 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. El 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 restricción NcoI 

y SalI (subrayados), respectivamente. El ORF2 de PCV2 se insertó en un plásmido 

pFastBac™ modificado en nuestro laboratorio que contiene la secuencia de nucleótidos que 

codifica para el péptido PH(1-110) bajo el promotor de poliedrina. El plásmido pFastBac™ 

con ORF2 de PCV2 fusionado a PH(1-110) fue insertado en el bácmido que contiene el 

genoma del baculovirus por recombinación usando bacterias competentes (DH10Bac™ E. 

coli). Las bacterias competentes con el bácmido recombinante fueron identificadas por 

PCR, digestión del DNA con enzimas de restricción y secuenciación. El DNA del bácmido 

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 diseñaron para inducir la expresión del péptido 

PH(1-110) fusionado a GFP o la expresión de la proteína poliedrina completa (245 

aminoácidos), respectivamente. 

Para el ensayo de seroneutralización, diseñamos un PCV2 recombinante que 

expresa la GFP bajo el promotor de citomegalovirus (CMV) como modelo de infección in 

vitro. Para esto, el DNA genómico del PCV2 fue amplificado por PCR y se ligó con el 

DNA del plásmido pGEM® T easy. La secuencia de nucleótidos que codifica para la GFP 

fue insertada bajo el promotor de CMV. Este plásmido fue amplificado en bacterias 

competentes, se extrajo el DNA y se purificó. Se transfectaron células PK-15 con 2 µg de 

plásmido con Lipofectamine 2000® en Optimem™ y se cambió el medio a las 12 h. Se 

obtuvo sobrenadante de células transfectadas para recuperar el PCV2 recombinante. 

 

5.3. Producción 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 µg de poliedras con adyuvante completo de Freund. El volumen 

final usado en las inmunizaciones fue de 50 µl. Para obtener las poliedras, se infectaron 

células Sf9 con el baculovirus PH(245) usando una multiplicidad de infección (MOI) de 20. 

A las 72 hpi se recuperaron las células y se sonicaron como se describió anteriormente para 

recuperar las poliedras. Las poliedras se lavaron con 0.1% de SDS en solución salina 

tamponada con fosfato (PBS) para eliminar debris celular, y se dio un lavado final con PBS 

para eliminar el SDS residual. La vía de inmunización 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 usó adyuvante incompleto de 

Freund. Los sueros se obtuvieron a las 8 semanas después de la primera inmunización en 

los dos grupos de ratones. 
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5.4. Determinación de la MOI adecuada para la producción de las partículas PH(1-

110)PCV2 

 La MOI es un parámetro crucial para la producción de proteínas cuando se usa el 

sistema baculovirus (141,142). Es por esto, que para producir las partículas PH(1-110)PCV2 

el primer paso fue determinar la MOI adecuada. Para esto, se usaron células Sf9 con una 

confluencia de 2X10
6
/ml y se infectaron con diferentes MOIs (0.2, 2 y 20) del baculovirus 

recombinante PH(1-110)PCV2 en frascos de cultivo celular T25. A las 72 hpi, se tomó 1 ml 

de las células Sf9 infectadas y se lisaron por sonicación. Las partículas PH(1-110)PCV2 

fueron recuperadas por centrifugación y lavados con PBS como se describe más adelante. 

Las partículas PH(1-110)PCV2 se mezclaron con amortiguador de Laemmli (50 mM Tris-

HCl, 3% SDS, 1% β-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 tiñó con azul de 

Coomassie durante 2 h y se destiñó toda la noche con solución de desteñido. El gel se 

escaneó con un fotodocumentador. 

 

5.5. Determinación del tiempo de infección adecuado para la producción de las 

partículas PH(1-110)PCV2 

Otro factor importante en la producción de proteínas recombinantes con el sistema 

baculovirus además de la MOI es el tiempo de infección (141,142). Para conocer el tiempo 

en el que se obtiene el mejor rendimiento para obtener las partículas PH(1-110)PCV2 

realizamos un ELISA sensibilizando placas con partículas PH(1-110)PCV2 obtenidas a las 

48 hpi y 72 hpi. Brevemente, las células Sf9 con una confluencia de 2X10
6
/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 partículas PH(1-110)PCV2 se purificaron por sonicación y lavados. El 

pellet de partículas PH(1-110)PCV2 purificadas se resuspendió en un volumen final de 100 

µl de PBS para cada muestra. 

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

recombinante PH(1-110)PCV2 consistió en sensibilizar microplacas Corning® de 96 pozos 
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de alta unión con 50 µl de una dilución 1:1000 del stock de partículas PH(1-110)PCV2 

recuperadas a las 48 o a las 72 hpi. La placa se dejó incubando toda la noche a 4°C. Se 

bloqueó con BSA al 2% 1 h a 37°C. Se utilizó un pool de sueros de ratones inmunizados 

con la vacuna comercial Fostera® PCV para detectar ORF2 de PCV2 en las partículas 

PH(1-110)PCV2 a una dilución 1:200, así como un pool de sueros de ratones inyectados con 

PBS como control negativo a la misma dilución. Después de 5 lavados, se administró el 

anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 1 h a 37°C a una dilución 1:5000, la placa se lavó 

nuevamente y se administraron 50 µl de TMB. 20 min después se detuvo la reacción con 50 

µl de ácido sulfúrico 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 estándar. 

 

5.6. Producción y purificación de las partículas PH(1-110)PCV2 

Después de estandarizar la MOI y el tiempo de infección del baculovirus PH(1-

110)PCV2, se infectaron células Sf9 con este virus con una MOI de 20. Cada lote de 

partículas PH(1-110)PCV2 fue producido en matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad, 

añadiendo un volumen de 100 ml de células Sf9 con una densidad celular de 2X10
6
 en 

medio Grace con 10% de SFB, 3.33g/l yeastolate, 3.33g/l hidrolizado de lactoalbúmina, 

antibiótico-antimicótico conteniendo 100 UI de penicilina/ml, 100 µg de estreptomicina/ml 

y 0.25 µg de anfotericina B/ml y ácido plurónico F-68 a una concentración 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 resuspendió en 10 ml de PBS. Las células 

fueron lisadas por sonicación (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 llevó a cabo en hielo para evitar pérdida 

de las partículas por calentamiento. Se utilizaron 3 ciclos de sonicación. El pellet con las 

partículas PH(1-110)PCV2 se resuspendió en 1 ml de PBS en microtubos de 1.5 ml. Al final, 

se realizó un solo ciclo de sonicación con una amplitud del 15% 30 s y 1 lavado. Las 

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

blot 

 Para saber si las partículas PH(1-110)PCV2 eran reconocidas por anticuerpos 

específicos contra ORF2 de PCV2 y contra poliedrina se realizaron western blots. Para 

detectar la proteína ORF2 de PCV2 en las partículas PH(1-110)PCV2, 30 µg de las 

partículas PH(1-110)PCV2 y 30 µg de las partículas PH(1-110)GFP se corrieron por SDS-

PAGE como previamente se describió. Todas las proteínas analizadas se corrieron por 

duplicado, una parte del gel de poliacrilamida fue teñida con azul de Coomassie y la otra 

parte se transfirió en membranas de nitrocelulosa a 80 volts durante 1 h y media. La 

membrana se bloqueó con leche al 5% en TBS. Para evaluar la especificidad del western 

blot, la membrana se incubó con un suero de cerdo negativo a PCV2 a una dilución 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 lavó con TBS con Tween® al 0.1% (TBST) y se incubó con el 

anticuerpo secundario anti-IgG de cerdo conjugado con HRP, diluido 1:5000 en TBSM y se 

incubó por 1 h a temperatura ambiente. Después de los lavados con TBST, la membrana se 

secó, se incubó con Supersignal West Femto® y se escaneó con el equipo LiCor. La misma 

membrana se lavó y se incubó con un suero de cerdo infectado naturalmente con PCV2 a 

una dilución de 2:4000 en TBSM para detectar la proteína ORF2 de PCV2 en las partículas 

PH(1-110)PCV2. La membrana se lavó, se incubó con el anticuerpo anti-IgG de cerdo y se 

siguió el protocolo usado con el suero del cerdo negativo a PCV2. 

De manera similar, evaluamos si los sueros contra poliedrina reconocían las 

partículas PH(1-110)PCV2. Para esto se corrieron partículas PH(1-110)PCV2, partículas 

PH(1-110)GFP y lisados de células Sf9 por SDS-PAGE. Una parte del gel se tiñó con azul 

de Coomassie y a otra parte se transfirió a una membrana de nitrocelulosa. Se añadió un 

suero de ratón inmunizado con poliedras diluido 2:4000 en TBSM a la membrana y se 

incubó por 1 h a temperatura ambiente. La membrana se lavó, se administró el anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP a una dilución de 1:5000 en TBSM y se 

incubó por 1 h a temperatura ambiente. Después del lavado, la membrana se secó y se le 

administró SuperSignal™ West Femto. La membrana se escaneó con el equipo LiCor. 
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5.8. Inmunofluorescencia para determinar auto-agregación de la proteína PH(1-

110)PCV2 

 Exploramos la posibilidad de que el péptido PH(1-110) conservara la capacidad de 

auto-agregarse y formar partículas, así como su localización 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
6
 células Sf9/ml en placas de 6 pozos con 

cubreobjetos estériles y las células se infectaron con el baculovirus recombinante PH(1-

110)PCV2 o con el baculovirus PH(1-110)GFP con una MOI de 20. Tanto las células 

infectadas con el baculovirus PH(1-110)PCV2 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 contenían las células Sf9 infectadas se lavaron 2 

veces con PBS, se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 20 minutos y se 

permeabilizaron con PBST (PBS Tritón 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 diluyó 1:500 con BSA al 2% en PBS, y fue añadido a los cubreobjetos, 

incubándolos por 1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 

conjugado con Cy3 se diluyó 1:1000 y se añadió a los cubreobjetos incubándolos por 1 h a 

temperatura ambiente. Se añadió DAPI a los cubreobjetos, a una dilución 1:1000 y se 

incubaron por 5 minutos. Los cubreobjetos se montaron con DAKO y las partículas se 

visualizaron con el microscopio confocal Fluoview FV10i (Olympus). Las imágenes se 

analizaron con el programa ImageJ. 

 

5.9. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) para detectar baculovirus 

Nosotros exploramos si las partículas PH(1-110)PCV2 contenían baculovirus en su 

interior. Para esto, se cultivaron células Sf9 con una confluencia de 2X10
6
 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 centrifugación y se procesaron de la siguiente manera: el pellet 

celular se resuspendió con PBS, y la muestra se incluyó en resina epóxica 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 partículas PH(1-110)PCV2 se observaron en 

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

 

5.10. Determinación del tamaño de las partículas por medio de un análisis de 

seguimiento de partículas (NTA) 

 El NTA se basa en el movimiento browniano. El principio es simple, las partículas 

muy pequeñas, por ejemplo aquellas de escala nanométrica, difunden más rápido que las 

partículas más grandes (143). Para determinar el tamaño de las partículas PH(1-110)PCV2 se 

infectaron células Sf9 con el baculovirus recombinante como previamente se describió y las 

células infectadas se sonicaron en agua inyectable. Las partículas PH(1-110)PCV2 se 

purificaron por centrifugación y se resuspendieron a una concentración de 0.33 µg/ml. Las 

partículas 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 tamaño de las partículas en nm más la desviación 

estándar. 

 

5.11. Inmunización 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 determinó por PCR que estaban 

libres de PCV2. Se realizaron ELISAs 5 semanas después para corroborar la ausencia de 

anticuerpos maternos. Así, 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 

µg de las partículas PH(1-110)PCV2 y el tercer grupo fue inmunizado con 2000 µg de las 

partículas PH(1-110)PCV2. Se administraron 2 refuerzos en todos los grupos con intervalos 

de 2 semanas y todas las inmunizaciones fueron por vía intramuscular. Los cerdos se 

sangraron cada semana por 7 semanas por punción 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 g 

por 15 min y los sueros se recuperaron y se almacenaron a -70°C hasta su uso. 

 

5.12. Determinación de anticuerpos contra ORF2 de PCV2 por ELISA 

 Para los ensayos serológicos se utilizaron microplacas Corning® de poliestireno de 

96 pozos, sensibilizadas con 50 µl/pozo de una solución de 0.33µg/ml de la proteína 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 Tritón X-100 al 0.2%). Los sueros de cerdo se diluyeron 1:200 y se colocaron 50 µl de 

esta dilución en PBS-BSA con Tritón X-100 al 0.2% y se incubaron por 1 h a 37°C. Las 

microplacas se lavaron y se añadieron 50 µl de anticuerpo secundario anti-IgG de cerdo a 

una dilución de 1:5000 en PBS-BSA con Tritón X-100 al 0.2% incubándolas por 1 h a 

37°C. Después de los lavados, se colocó TMB como sustrato durante 20 min y se utilizó 

ácido sulfúrico al 0.16 M como solución de paro. La lectura de las placas se llevó a cabo 

por medio de un lector SkanIt for Multiskan FC 3.1 con un filtro de 450 nm. Se consideró 

un valor positivo por ELISA a los sueros que dieron una absorbancia ≥ al doble de la 

absorbancia del suero pre-inmune. Los títulos de anticuerpos se determinaron con la 

dilución más alta de los sueros que daba un valor positivo por ELISA. 

Para detectar IgG contra poliedrina, las placas de poliestireno se sensibilizaron con 

50 µl/pozo de una concentración de 10 µg/ml de partículas PH(1-110)GFP y se colocaron 

toda la noche a 4°C. El resto del procedimiento fue el mismo que se utilizó para evaluar 

anticuerpos anti-ORF2 de PCV2. 

 

5.13. Detección de anticuerpos contra ORF2 de PCV2 en su forma desnaturalizada 

por western blot 

Nosotros exploramos la posibilidad de que los cerdos inmunizados con las 

partículas PH(1-110)PCV2 reconocieran la proteína ORF2 recombinante de PCV2 en su 

forma desnaturalizada. Veinte µg de la proteína ORF2 de PCV2 se analizaron por SDS-

PAGE usando un gel de poliacrilamida al 12%. El gel fue transferido en membranas de 
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nitrocelulosa y se bloquearon con leche al 5%. Las membranas de nitrocelulosa se cortaron 

en tiras, y cada tira se incubó con un suero de cada uno de los cerdos a una dilución 1:1000 

en TBSM con por 1 h a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron, se les añadió un 

anticuerpo anti-cerdo conjugado con HRP a una dilución 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 seroneutralización viral contra PCV2 y citometría de flujo 

Más tarde, exploramos si los anticuerpos generados por los cerdos inmunizados con las 

partículas PH(1-110)PCV2 eran neutralizantes. Para esto, realizamos un ensayo de 

seroneutralización 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 partículas PH(1-110)PCV2) se diluyeron 1:500 en medio Optimem® y se mezclaron 50 

µl de esta dilución con 50 µl de PCV2 recombinante. Estas mezclas se incubaron 1 h a 

37°C y fueron añadidas a cada pozo de la microplaca con células PK-15. Se incubó 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 colocó 200 µl de 

medio Optimem® suplementado con 1% de SFB. Las células PK-15 fueron incubadas 

durante todo el experimento a 37°C con 5% CO2, se recuperaron a las 72 hpi y se 

analizaron por citometría 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 

representó una célula PK-15 con una intensidad de fluorescencia de GFP específica. 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 

infección y fueron usadas para ajustar los histogramas. Los datos se representaron como 

porcentaje de inhibición de la infección, 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 infección. 

 

5.15. Declaración 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
2
/cerdo) con aire filtrado, con agua y alimento ad libitum durante todo el experimento (2 

meses) en el Centro Nacional de Servicios de Diagnóstico en Salud Animal (CENASA) del 

Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) de 

acuerdo a la NOM-062-ZOO-1999. 

 

5.16. Análisis estadístico 

Los tamaños de las partículas PH(1-110)PCV2 se determinaron por un NTA y se 

expresaron como la media y el error estándar. Para determinar el tiempo de infección 

adecuado para obtener las partículas PH(1-110)PCV2, se realizó un ELISA analizando la 

absorbancia de las partículas obtenidas a las 48 y 72 hpi. Estos datos se analizaron con un 

ANOVA de dos vías seguido de una prueba de Bonferroni. El análisis serológico se llevó a 

cabo con un ELISA indirecto específico 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 partículas 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 títulos de anticuerpos contra PCV2 se 

determinaron con la dilución más alta de los sueros que daba un valor positivo por ELISA. 

El efecto neutralizante de los sueros de los cerdos inmunizados se calculó con la dilución 

1:500 y se representó como porcentaje de inhibición. El análisis estadístico para datos con 

normalidad se llevó a cabo con un ANOVA de una vía seguida de una prueba de Tukey. 

Los datos que no asumían normalidad, se analizaron con una prueba de Kruskal-Wallis 
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seguida de una prueba de comparación múltiple de Dunn. La significancia fue *p<0.05, 

**p<0.01 y ***p<0.001. 
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6. RESULTADOS: 

6.1. Las partículas PH(1-110)PCV2 se pueden purificar de manera fácil, rápida y a 

bajo costo 

Previamente reportamos que el péptido PH(1-110) derivado del extremo N-terminal 

de la poliedrina del baculovirus AcNPV tiene propiedades de auto-agregación que permiten 

la formación de partículas (109,140). Este péptido contiene α-hélices que forman el grupo 

hidrofóbico, hojas β que forman el cuerpo de la poliedra y un segmento desordenado 

encargados del ensamblaje de la poliedrina (139). En este trabajo, nosotros diseñamos un 

baculovirus recombinante que induce la expresión de la proteína ORF2 de PCV2 fusionada 

al péptido PH(1-110) para producir partículas que incorporan a la proteína ORF2 de PCV2 

(fig. 9 y 10A, parte inferior). Un punto importante en la producción y purificación de 

proteínas usando el sistema baculovirus es la MOI (141,142). Así, lo primero que hicimos 

fue explorar diferentes MOIs para determinar la MOI adecuada para obtener partículas 

PH(1-110)PCV2 con la pureza más 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 

partículas. Las partículas PH(1-110)PCV2 se purificaron (centrifugación y lavados con PBS) 

y se corrieron por SDS-PAGE. La SDS-PAGE mostró que la proteína de fusión PH(1-

110)PCV2 obtenida de células Sf9 en las que se utilizó una MOI de 20 presentó una mejor 

pureza observando una banda mayoritaria de 42 kDa, que corresponde al peso esperado de 

la proteína de fusión PH(1-110)PCV2 (fig. 10B). Más 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 partículas 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 producción por litro de medio fue de $ 1812 pesos. 
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Figura 9. Esquema que muestra los procesos realizados para producir una vacuna contra PCV2 basada 

en NPs de poliedrina 

Se diseñó un baculovirus recombinante para producir las NPs PH(1-110)PCV2. Primero se detectó un cerdo 

infectado con PCV2, y se realizó una PCR para amplificar el ORF2 de PCV2 usando cebadores con los sitios 

de restricción NcoI y SalI. La secuencia amplificada se clonó en el plásmido pFastbac™ para transformar 

bacterias E. coli competentes que contienen el bácmido. Se seleccionaron las clonas de bacterias con el 

bácmido recombinante por PCR y análisis de restricción. Se obtuvo el bácmido recombinante, se 

transfectaron las células de insecto con el bácmido y se obtuvieron los baculovirus recombinantes. Los 

baculovirus recombinantes se titularon y se determinó el tiempo de infección adecuado y la multiplicidad de 

infección (MOI). Una vez estandarizados estos parámetros, las células infectadas se centrifugaron, se 

recuperó el pellet y se lisaron las células por sonicación para liberar las NPs. Las NPs se purificaron con 3 

ciclos de lavados y sonicación (para ver información más detallada ver las secciones 5.4-5.6 de materiales y 

métodos). 
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Figura 10. Una multiplicidad de infección (MOI) de 20 es adecuada para recuperar partículas PH(1-

110)PCV2 con mayor pureza. 
A) Diseño de los baculovirus recombinantes PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2 que inducen la producción de 

partículas PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2, respectivamente. La secuencia codificante para la proteína de 

fusión PH(1-110)GFP (superior) o PH(1-110)PCV2 (inferior) se insertó bajo el promotor de poliedrina (PpH). 

Para el diseño del baculovirus PH(1-110)PCV2, la secuencia codificante para la proteína de fusión STIM1–

YFP fue insertada bajo el promotor P10 para facilitar la titulación viral. B) Determinación de la MOI 

adecuada para recuperar partículas PH(1-110)PCV2 con más pureza. Las células Sf9 se infectaron con 

diferentes MOIs del baculovirus PH(1-110)PCV2 (MOIs de 0.2, 2 y 20 que corresponden a los carriles 1,2 y 3, 

respectivamente) se lisaron a las 72 hpi por sonicación. Las partículas PH(1-110)PCV2 se purificaron 

empleando lavados con PBS y sonicación. Una SDS-PAGE fue realizada para determinar pureza y peso 

molecular de la proteína recombinante PH(1-110)PCV2. La SDS-PAGE indicó que el baculovirus 

recombinante induce la producción de una proteína con un peso de 42kDa, que es el peso esperado de la 

proteína de fusión PH(1-110)PCV2 y esta proteína presentó mayor pureza cuando se usa una MOI de 20. 

 

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

Después de determinar la MOI adecuada para producir las partículas PH(1-

110)PCV2, nosotros evaluamos el tiempo necesario para alcanzar un buen rendimiento de 

estas partículas. Para esto, las células Sf9 fueron infectadas con una MOI de 20 y 

recuperadas a las 48 y 72 hpi, las partículas PH(1-110)PCV2 se purificaron y se usaron para 

sensibilizar placas de ELISA. Las partículas PH(1-110)PCV2 fueron reconocidas 

específicamente por sueros de ratones inmunizados con una vacuna comercial contra PCV2 

(Fostera® PCV). Cuando las células infectadas se obtuvieron a las 72 hpi se logró una 
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mayor recuperación de partículas 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 específicamente a las partículas PH(1-110)PCV2 ya que no identificaron a las 

partículas PH(1-110)GFP (fig. 11B). El hecho de que los sueros de los ratones reconozcan 

las partículas PH(1-110)PCV2 puede indicar que la fusión del péptido PH(1-110) a ORF2 de 

PCV2 no afecta el plegamiento de los epítopos conformacionales de ORF2. 

 

 

 

Figura 11. Las partículas PH(1-110)PCV2 son reconocidas específicamente por sueros de ratones 

inmunizados con Fostera® PCV y se alcanza un mejor rendimiento a las 72 hpi 
A) Determinación del tiempo de infección adecuado para obtener un mejor rendimiento de las partículas 

PH(1-110)PCV2. Se sensibilizaron microplacas de ELISA con partículas PH(1-110)PCV2 obtenidas a las 48 y 

72 hpi. Se usó un pool de sueros de ratones inmunizados con Fostera® PCV o sueros de ratones inyectados 

con PBS para detectar estas partículas por ELISA. Las partículas PH(1-110)PCV2 fueron detectadas desde las 

48 hpi (***P<0.001), pero se alcanzó una mejor detección a las 72 hpi (*P<0.05). Se usó un ANOVA de dos 

vías seguido de una prueba de Bonferroni. B) Las partículas PH(1-110)PCV2 fueron reconocidas 

específicamente por sueros de ratones inmunizados con Fostera® PCV. Para verificar que los sueros de 

ratones inmunizados con Fostera® PCV reconocieran específicamente a ORF2 de PCV2 y no reconocieran a 

poliedrina de las partículas PH(1-110)PCV2, se sensibilizaron microplacas de ELISA con partículas PH(1-

110)GFP o PH(1-110)PCV2 (10 µg/ml) siguiendo el protocolo estándar para el ELISA. Los sueros de ratones 

inmunizados con Fostera® PCV reconocieron a las partículas PH(1-110)PCV2 pero no reconocieron a las 

partículas 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 y las líneas son el error 

estándar. El asterisco indica diferencias con los ratones inyectados con PBS.  
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6.3. Las partículas PH(1-110)PCV2 están conformadas por poliedrina y ORF2 de 

PCV2 

 Para conocer si las partículas PH(1-110)PCV2 contienen poliedrina, las partículas 

PH(1-110)PCV2, las partículas PH(1-110)GFP y lisados de células Sf9 se analizaron por 

SDS-PAGE y western blot. Tanto las partículas PH(1-110)PCV2 como las partículas PH(1-

110)GFP fueron reconocidas de manera específica por el suero anti-poliedrina mostrando 

una banda principal con un tamaño de 42 kDa. No se detectó ninguna proteína del lisado de 

células Sf9 sin infectar, indicando alta especificidad del suero contra poliedrina (fig. 12). 

Más tarde, evaluamos la presencia de ORF2 de PCV2 en las partículas de PH(1-110)PCV2 

usando las partículas PH(1-110)GFP esta vez como control negativo. Las partículas 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 proteína de fusión PH(1-110)PCV2 fue reconocida por un 

suero de cerdo infectado con PCV2 como lo indicó el western blot al observarse una banda 

de 42 kDa. El suero del cerdo infectado con PCV2 no reconoció a las partículas PH(1-

110)GFP. De manera adicional, un suero de un cerdo libre de PCV2 no reconoció las 

partículas PH(1-110)GFP ni las partículas PH(1-110)PCV2 (fig.13). Estos resultados juntos 

indican que las partículas PH(1-110)PCV2 son antigénicas, están conformadas por el péptido 

de poliedrina y por ORF2 de PCV2, y que esta proteína de fusión es de 42 kDa. 
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Figura 12. La proteína de fusión PH(1-110)PCV2 es reconocida por sueros contra poliedrina. 
Se realizó una SDS-PAGE así como un western blot para evaluar si las partículas PH(1-110)PCV2 eran 

reconocidas por sueros de ratones inmunizados con poliedras. Se corrieron lisados de células Sf9 así como las 

proteínas PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2 (carriles 1, 2 y 3, respectivamente). El gel fue teñido con azul de 

Coomassie (lado izquierdo) e indica que las partículas PH(1-110)PCV2 tienen un peso aproximado de 42 kDa, 

similar a las partículas PH(1-110)GFP. Para el western blot se utilizaron sueros de ratones inmunizados con 

poliedras. El western blot (lado derecho) indicó la presencia de poliedrina en las partículas PH(1-110)PCV2. 

Adicionalmente, el suero contra poliedrina no reconoció el lisado celular de la línea Sf9 sin infectar. 

 

 

Figura 13. Un suero de cerdo infectado naturalmente con PCV2 reconoce a la proteína de fusión PH(1-

110)PCV2. 

Para evaluar si la proteína de fusión PH(1-110)PCV2 contenía ORF2 de PCV2 se realizó una SDS-PAGE así 

como un western blot. La SDS-PAGE indicó que las proteínas de fusión PH(1-110)GFP y PH(1-110)PCV2 

tienen un peso molecular aproximado de 42 kDa (lado izquierdo). El western blot indicó que la proteína de 

fusión PH(1-110)PCV2 es reconocida por un suero de cerdo infectado naturalmente con PCV2. El suero de 

cerdo infectado de PCV2 no reconoció a la proteína de fusión PH(1-110)GFP (lado derecho; WB(+)). El suero 

de cerdo libre de PCV2 no reconoció a ninguna de las dos proteínas de fusión (PH(1-110)GFP y PH(1-

110)PCV2) (lado derecho, WB(-)). 
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6.4. La proteína de fusión PH(1-110)PCV2 se auto-agrega y forma partículas en el 

núcleo de las células Sf9 infectadas 

Previamente nosotros reportamos que el péptido PH(1-110) tiene la capacidad de 

auto-agregarse para formar partículas (109,140). En este trabajo, nosotros evaluamos por 

inmunofluorescencia si la proteína de fusión PH(1-110)PCV2 conserva la capacidad de auto-

agregación así como también evaluamos su co-localización en las células Sf9 infectadas. La 

proteína de fusión PH(1-110)PCV2 tuvo la capacidad de auto-agregarse, lo que permitió la 

formación de partículas. Las partículas PH(1-110)PCV2 fueron amorfas con un tamaño entre 

0.5 – 3 micras y se localizaron en el núcleo de las células de insecto Sf9 infectadas como lo 

indicó el marcador fluorescente DAPI que tiñe el DNA. De manera similar, las partículas 

PH(1-110)GFP tuvieron un tamaño de 1-2 micras y se localizaron en el núcleo de las células 

Sf9 infectadas, pero a diferencia de las partículas PH(1-110)PCV2, las partículas PH(1-

110)GFP tuvieron una morfología tipo poliedra. 

La inmunofluorescencia fue específica para las partículas PH(1-110)PCV2, ya que 

los anticuerpos utilizados en la inmunofluorescencia no reconocieron a las partículas PH(1-

110)GFP (fig. 14). El hecho de que la GFP o la proteína ORF2 de PCV2 fusionadas al 

péptido PH(1-110) se auto-agreguen confirma que éste péptido contiene una secuencia de 

auto-agregación que promueve la formación de partículas con morfologías que van desde la 

poliédrica hasta la amorfa. Por otro lado, el análisis de estas partículas con microscopía 

confocal indicó que el péptido PH(1-110) no solo promueve la auto-agregación, sino que las 

proteínas fusionadas a este péptido se localizan de manera específica en el núcleo de las 

células infectadas. Así, la formación de partículas proteicas fue importante para poder 

evaluarlas como una plataforma para producir una vacuna de subunidad contra PCV2. 
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Figura 14. La proteína de fusión PH(1-110)PCV2 se auto-agrega y forma partículas localizadas en el 

núcleo 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 expresión del péptido PH(1-110) fusionado a 

la proteína 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-IgG de ratón conjugado con el fluoróforo Cy3. Las partículas PH(1-110)PCV2 y 

PH(1-110)GFP colocalizaron con en el núcleo de las células infectadas como lo indicó el colorante 4 ',6-

diamino-2-fenilindol (DAPI) que marca DNA. La proteína PH(1-110)GFP se auto-agregó formando partículas 

tipo poliedra. La proteína PH(1-110)PCV2 se auto-agregó formando partículas amorfas. La 

inmunofluorescencia fue específica contra ORF2 ya que las partículas PH(1-110)GFP no se marcaron con el 

fluoróforo Cy3. Todas las imágenes de microscopía confocal tienen la misma escala. La barra indica 6 micras. 

Las microfotografías se obtuvieron con un microscopio confocal FV10 usando el objetivo 60X. 

 

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

 Las vacunas contra PCV2 basadas en VLPs contienen baculovirus contaminantes 

que han sido inactivados (7). Aunque los baculovirus no se replican en células de 

mamífero, la contaminación 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 contaminación con baculovirus 

no permite una correcta evaluación de la eficacia de la inmunización con estas vacunas 

(145). Previamente nosotros demostramos que las partículas PH(1-110)GFP no contienen 

baculovirus en su interior como lo indicó la TEM (140). De manera similar, en este trabajo 

exploramos si las partículas PH(1-110)PCV2 contenían baculovirus en su interior por TEM. 

La TEM indicó que las partículas PH(1-110)PCV2 no contienen baculovirus en su interior y 

confirmó que estas partículas se forman en el núcleo de las células infectadas. Aunque los 

baculovirus se localizaron en núcleo, éstos no se ocluyeron en las partículas (fig. 15). 
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Figura 15. Las partículas PH(1-110)PCV2 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 glutaraldehído y se contrastaron con tetróxido de osmio. Las 

partículas producidas por la infección por baculovirus PH(1-110)PCV2 (flecha grande) no contienen 

baculovirus ocluidos aunque se observó una gran cantidad de baculovirus (flechas pequeñas) cerca de estas 

partículas. 

 

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

 El tamaño de las partículas juega un papel importante en la respuesta inmune (146). 

Para evaluar el tamaño de las partículas PH(1-110)PCV2, nosotros realizamos un NTA 

usando el equipo Nanosight. Las partículas PH(1-110)PCV2 se purificaron por sonicación y 

se resuspendieron en agua inyectable. El análisis reveló que las partículas PH(1-110)PCV2 

son de un tamaño de entre 90 y 450 nm, y se observaron 3 tamaños principales: 150, 210 y 

300 nm (fig. 16). Debido a que la proteína de fusión PH(1-110)PCV2 se auto-agrega y forma 

NPs que se pueden purificar fácilmente, nosotros exploramos su uso como vacuna de 

subunidad contra PCV2. 
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Figura 16. Las partículas PH(1-110)PCV2 son polidispersas y de escala nanométrica. 

Para obtener las partículas 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 sonicación a las 72 hpi. Las partículas se recuperaron 

por centrifugación y lavados con agua inyectable. El tamaño de las partículas se determinó por medio de un 

análisis de seguimiento de partículas (NTA) con el equipo Nanosight (Malvern). Los datos obtenidos 

indicaron que las partículas PH(1-110)PCV2 son de escala nanométrica y tienen un rango de 90-450 nm. La 

línea negra indica la media del tamaño de las partículas y la línea roja indica el error estándar. 

 

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 así como los sueros de los cerdos vacunados con Circoflex® reconocieron la 

proteína ORF2 recombinante de PCV2 (fig. 18) alcanzando títulos de anticuerpos muy 

parecidos (1:1600) (fig. 19).  
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Figura 17. Esquema de inmunización 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 detección de anticuerpos por 

ELISA. 

 

 

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 detección 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 líneas verticales son el error estándar. La línea 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 títulos 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 así como los sueros de cerdos inmunizados 

con la vacuna comercial Circoflex® fueron analizados por ELISA realizando diluciones para determinar el 

título de anticuerpos contra ORF2 de PCV2. Tanto los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 como 

los cerdos inmunizados con Circoflex® alcanzaron títulos de anticuerpos de 1:1600. Las líneas horizontales 

son el promedio de las absorbancias, las líneas verticales son el error estándar y la línea 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 proteína ORF2 recombinante de PCV2 en condiciones desnaturalizantes, y 

solo los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 así como un suero de un 

cerdo infectado con PCV2 de manera natural reconocieron la proteína ORF2 

desnaturalizada como lo indicó el western blot (fig. 20).  
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Figura 20. Los sueros de cerdos vacunados con las NPs PH(1-110)PCV2 reconocen la proteína ORF2 

recombinante de PCV2 en condiciones desnaturalizantes. 

Se realizó un western blot usando ORF2 recombinante en condiciones desnaturalizantes y se usó el suero de 

un cerdo infectado (carril 1), sueros de los cerdos obtenidos antes de la inmunización (2-3), sueros de cerdos 

obtenidos después de la inmunización con la vacuna Circoflex® (4-5) y sueros de cerdos inmunizados con las 

NPs PH(1-110)PCV2 (6-7) para detectar la proteína ORF2 desnaturalizada. Los sueros usados en este 

experimento fueron tomados a la semana 7 después de la primera inmunización. Los sueros de cerdos 

obtenidos antes de la inmunización y los sueros de cerdos inmunizados con la vacuna comercial Circoflex® 

no reconocieron la proteína ORF2 recombinante de PCV2 en condiciones desnaturalizantes. Únicamente un 

suero de cerdo infectado con PCV2 de manera natural y los sueros de cerdos inmunizados con las partículas 

PH(1-110)PCV2 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 proteínas 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 infección por PCV2 generalmente es asintomática (52). 

También se ha intentado mimetizar las lesiones y/o signos clínicos de la infección 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 infección por PCV2 in vitro 

correlacionan con protección in vivo (29,148). Es por esto, que en la parte final de este 

trabajo nosotros decidimos desarrollar un ensayo de seroneutralización para evaluar la 

protección conferida por la inmunización con nuestras partículas. Para esto, diseñamos un 

PCV2 modificado genéticamente que expresa la GFP bajo el promotor de CMV y 

evaluamos la infección en células PK-15 por citometría de flujo. Los sueros de cerdos 
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obtenidos antes de las inmunizaciones no inhibieron la infección mientras que los sueros de 

los cerdos inmunizados con la vacuna comercial Circoflex® así como los sueros de cerdos 

inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 inhibieron la infección por el PCV2 recombinante 

(fig. 21). Los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 inhibieron la 

infección por el PCV2 recombinante en cultivo celular hasta un 50 – 60% mientras que los 

cerdos inmunizados con Circoflex® inhibieron la infección un 25 – 35 % (fig. 22) usando 

una dilución 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 títulos de anticuerpos neutralizantes de 1:500. 

 

Figura 21. Los sueros de los cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 neutralizan la infección 

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 citometría 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 disminución en la intensidad de la 

fluorescencia de la GFP. Un suero de cerdo infectado (suero positivo) con PCV2 que se recuperó de la 

infección también disminuyó la intensidad de fluorescencia de la GFP en las células PK-15. La disminución 

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 infección por 

PCV2 recombinante del 50 – 60%. 

Los datos obtenidos del ensayo de seroneutralización se expresaron como porcentaje de inhibición de la 

fluorescencia de GFP. Los sueros de cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 inhibieron la infección 

por el PCV2 recombinante un 50-60% mientras que los cerdos inmunizados con la vacuna comercial 

Circoflex® inhibieron la infección por el PCV2 recombinante un 25-35%, como lo indica el porcentaje de 

inhibición de la fluorescencia de GFP. Las barras son el promedio y las líneas verticales son el error estándar. 

El asterisco indica las condiciones que fueron diferentes a los sueros pre-inmunes (*p<0.05 y **p<0.01). Se 

utilizó un ANOVA de una vía seguido por una prueba de Tukey. 
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7. DISCUSIÓN 

PCV2 es uno de los patógenos más importantes en la industria porcina ya que 

genera pérdidas millonarias a nivel mundial (3,7,9,10). El PCV2 es un virus que provoca 

inmunosupresión en los cerdos de todas las edades. PCV2 produce diferentes síndromes 

que incluyen retardo en el crecimiento (PMWS), abortos (SAMS) y enfermedades 

respiratorias, dermatológicas y renales (PNP y PDNS), lo cual afecta gravemente la 

porcicultura (3,8,35,36). Las vacunas tradicionales contra PCV2 han mostrado generar una 

respuesta inmune robusta tanto humoral como celular (90,149) y mejora parámetros 

productivos como la ganancia de peso (67). Sin embargo, se ha reportado que al menos una 

vacuna tradicional contenía un PCV2 con la capacidad de diseminarse en los cerdos 

vacunados. Por lo tanto, las primeras vacunas contra PCV2 mostraron inconvenientes con 

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

Más 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 infección por PCV2 (7,150), promueven la GDP (72,150) y son más seguras 

que las vacunas tradicionales (92,104). Sin embargo, el uso de VLPs está limitado debido al 

alto costo de los procesos de purificación, que involucra desde el uso de gradientes de 

sacarosa hasta la cromatografía (93,151–153). Por lo tanto, la purificación de VLPs puede 

demorar varios días y se necesitan instrumentos de laboratorios especializados que son muy 

costosos (92,93). 

 Por otro lado, otro sistema para producir antígenos recombinantes que se ha 

propuesto está basado en poliedras (137,154). Las poliedras son cristales proteicos 

formados mayoritariamente por la proteína poliedrina, cuya función principal es ocluir 

baculovirus para protegerlos de condiciones adversas como temperatura, pH ácido, 

desecación y degradación, favoreciendo la infección entre insectos (128). Aunque estas 

características hacen a los cristales de poliedrina candidatos atractivos para la conservación 

de antígenos, las poliedras presentan ciertas desventajas para poder ser usadas como 

sistemas de entrega de antígenos, pues pueden resistir la acidez del endolisosoma y son 

incapaces de inducir la maduración de las APCs (154). Debido a esto, las poliedras se han 
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usado como sistema de expresión y purificación de antígenos solubles en vez de usarse 

como sistema de entrega de antígeno (137).  

Nosotros recientemente reportamos un péptido que tiene la capacidad de auto-

agregarse. Este péptido es derivado de la proteína poliedrina del baculovirus AcNPV y le 

denominamos PH(1-110) y propusimos su uso como sistema de entrega de antígenos. El 

péptido PH(1-110) fusionado a la GFP, permitió la formación de NPs (109,140), y la 

inmunización 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 antígeno ORF2 de PCV2 en NPs por medio de la fusión de esta proteína 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 recuperación 

de las NPs PH(1-110)PCV2 después de la infección de las células Sf9. El tiempo de 

recuperación 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 infección y la MOI deben ser 

determinadas para cada baculovirus recombinante usado para producir proteínas de fusión 

con el péptido PH(1-110). 

Una característica particular del péptido PH(1-110) es que la fusión de proteínas 

completas como GFP u ORF2 de PCV2 en su extremo C-terminal no afecta la formación de 

NPs (fig. 14) mientras que la fusión de proteínas completas con otros SAPs puede dañar el 

efecto de auto-agregación (109). Interesantemente, las NPs PH(1-110)PCV2 no contienen 

baculovirus en su interior y son polidispersas, como lo indicó la TEM y el NTA, 

respectivamente (figs. 15 y 16). 

Otra característica importante que hay que considerar, es la eficiencia de 

encapsulación de los antígenos. Aunque otros sistemas como aquellos basados en NPs de 

ácido poliglicólico han reportado hasta el 50% de encapsulamiento de antígenos, en 

general, el porcentaje de encapsulamiento es muy bajo. Para preparar NPs de ácido 

poliglicólico se pierde bastante antígeno (109,162). Nuestros resultados de 

inmunofluorescencia indicaron que la proteína de fusión PH(1-110)PCV2 se auto-agrega con 

gran eficiencia formando partículas localizadas en el núcleo de las células Sf9 infectadas. 
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La eficiencia de incorporación del antígeno ORF2 dentro de las NPs es del 100% gracias a 

que cada proteína 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 diseñó una VLP quimérica en la que se fusionó un epítopo 

de PCV2 a la proteína de la cápside 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 proteínas 

como las glicosilaciones, necesarias en algunas ocasiones para inducir una respuesta 

inmune robusta (91,156,157).  

Las células de mamífero tienen la ventaja de que realizan modificaciones 

postraduccionales complejas, pero el rendimiento de los antígenos (VLPs) solo llega a ser 

de 0.018 a 10 mg/l (156,157). Para el caso de las plantas transgénicas usadas en la 

producción de antígenos, se estima que el rendimiento es de aproximadamente 4 a 2380 

µg/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 µg de 

estas NPs genera una buena respuesta inmune, esta cantidad de NPs podría 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, distribución, envasado y 

etiquetado). La vacuna basada en las NPs PH(1-110)PCV2 tiene ventajas sobre las vacunas 

disponibles comercializadas en promedio en 80 pesos una dosis. Así, nuestro sistema 

basado en NPs, es uno de los más 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 proteínas, haciendo que los antígenos tengan una conformación muy 

parecida a la nativa (158). 

La pureza de los antígenos es un punto de gran importancia para la aprobación y uso 

comercial de las vacunas. Las vacunas producidas en levadura llegan a contener del 1-5% 

de trazas de proteína 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 látex; ambos han 

demostrado inducir IgE, y son los alérgenos más comunes encontrados en las vacunas 

(161). Las NPs PH(1-110)PCV2 tienen la ventaja de que se pueden purificar de manera fácil, 

rápida y a bajo costo ya que solo se requiere de sonicación y lavados con PBS. En nuestros 

estudios de inmunización de ratones y cerdos no observamos signos de alergias (como 

prurito). Sin embargo, sería adecuado realizar estudios de alergia en los animales 

inmunizados con estas NPs. 

El tamaño 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 linfáticos a 

través de la linfa, permitiendo que las células dendríticas foliculares las puedan presentar a 

los linfocitos T y B (146). Así, 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 fácilmente y tienen un tamaño adecuado para inducir una 

respuesta inmune óptima. 

PCV2 fue usado como modelo antigénico por el impacto económico negativo que 

provoca en los cerdos a nivel mundial. El PCV2 frecuentemente no genera enfermedad en 

los cerdos infectados (3,52). Los intentos para reproducir algunos de los síndromes 

causados por PCV2 incluyen desde las co-infecciones con otros patógenos virales (3) hasta 

el uso de inmunoestimulantes, pero los resultados obtenidos son poco claros y con baja 

reproducibilidad (52,147). Una manera fácil de evaluar protección contra PCV2 es el 

ensayo de seroneutralización. Los anticuerpos neutralizantes correlacionan con la 

disminución del título viral y protección 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 seroneutralización. 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 demostró por ELISA y western 

blot, respectivamente (figs. 18-20). Adicionalmente, estos anticuerpos neutralizaron la 

infección de un PCV2 recombinante que expresa la GFP (evidenciado por disminución de 
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la intensidad de fluorescencia de la GFP en las células PK-15 que se les administró el 

PCV2 recombinante incubado con sueros de cerdos inmunizados con la vacuna Circoflex® 

o con las NPs PH(1-110)PCV2) (fig.21 y 22). De manera similar, los cerdos inmunizados 

con la vacuna comercial Circoflex® así 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 

infección natural con PCV2 inducen altos títulos 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 títulos de anticuerpos. Algunos trabajos en los que se 

inmunizó con vacunas contra PCV2 basadas en VLPs, se obtuvieron títulos de hasta 1:500 

(82). Otras vacunas contra PCV2 basadas en DNA han generado títulos de anticuerpos de 

hasta 1:7000 (149). Las inmunización de cerdos con las NPs PH(1-110)PCV2 indujo títulos 

de anticuerpos de 1:1600. Estos resultados tan diversos podrían ser explicados debido a la 

variabilidad de los antígenos inmunizados (expresados a través de transfecciones de 

plásmidos o inmunizados como proteínas), los adyuvantes (emulsiones, hidróxido de 

aluminio, etc.) y los kits de detección 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 aminoácidos del ORF2 que codifica para la cápside (13). 

Nuestros resultados de los títulos de anticuerpos contra PCV2 son parecidos a los 

reportados por Jeon (2015), que evaluó los títulos de anticuerpos inducidos después de la 

inmunización con las vacunas comerciales Circoflex®, Circovac® y Fostera PCV®, 

alcanzando títulos de anticuerpos de 1:1000, mientras que los cerdos infectados de manera 

natural alcanzan títulos de 1:400 a los 70 días después de una sola inmunización (150). Los 

cerdos inmunizados con las NPs PH(1-110)PCV2 generaron títulos de anticuerpos de 1:1600 

después de la 3 inmunizaciones. Esto se realizó de esta manera debido a que no se 

detectaron anticuerpos después de la segunda inmunización. 

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

producir de manera fácil, se recuperan rápidamente y a bajo costo promoviendo la 
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generación de anticuerpos neutralizantes contra PCV2. Además el péptido PH(1-110) brinda 

estabilidad a los antígenos a temperatura ambiente (datos en publicación). A nuestro 

conocimiento, ningún otro sistema de producción de antígenos recombinantes tiene estas 

características, lo que posiciona a este sistema como una nueva plataforma para la 

incorporación de antígenos en NPs proteicas para producir vacunas de subunidades. 

El sistema basado en las NPs PH(1-110)PCV2 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 biología 

molecular y bioinformática; y deben estar reportadas las partes inmunorelevantes de los 

patógenos. También se debe tener experiencia en el uso de células de insecto y baculovirus 

para estandarizar el tiempo de infección 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 inmunización con estas partículas induzca 

una respuesta inmune más robusta. 
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8. CONCLUSIONES 

En este trabajo, desarrollamos la primera vacuna contra un PCV2 mexicano que es 

genéticamente diferente a los demás subtipos de PCV2 descritos en el mundo. Esta vacuna 

es de bajo costo y su producción es de alto rendimiento y calidad por ser producida usando 

el promotor de poliedrina del baculovirus AcNPV y por ser producida en células de insecto. 

Esta vacuna está basada en la fusión de ORF2 de PCV2 con el péptido PH(1-110) del 

baculovirus AcNPV. La proteína de fusión PH(1-110)PCV2 permitió que la incorporación 

de ORF2 de PCV2 en NPs fuera del 100%. Estas NPs se purifican de manera más fácil y 

rápida que las VLPs, pues solo involucra lisis de las células Sf9 infectadas por medio de 

sonicación y centrifugación 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 patógenos 

completos. A diferencia de otros SAPs, el péptido PH(1-110) se puede fusionar a otros 

péptidos o proteínas sin dañar su capacidad de auto-agregación. Las partículas PH(1-

110)PCV2 son de escala nanométrica y no contienen baculovirus contaminantes como 

ocurre en las vacunas contra PCV2 basadas en VLPs.  

Como conclusión general, la vacuna basada en las NPs PH(1-110)PCV2 fue 

desarrollada por medio de biología molecular y bionanotecnología para producir la primera 

vacuna contra PCV2 basada en un péptido que se auto-agrega formando NPs que 

incorporan del antígeno viral ORF2 de PCV2 para facilitar su purificación disminuyendo 

los gastos de producción. 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 antígenos. El primer antígeno 

que probamos fue la GFP, y nuestros resultados indicaron que las NPs formadas por la 

GFP fusionada al péptido PH(1-110) son inmunogénicas. Se observaron resultados 

similares con el antígeno ORF2 de PCV2 sugiriendo que otros antígenos pueden ser 

fusionados al péptido PH(1-110) para producir nuevas vacunas. Así mismo, hemos 

demostrado que estas partículas no son tóxicas en un modelo de ratón así como en un 

modelo porcino. 

El siguiente paso de este trabajo, podría ser la comercialización de estas NPs como 

un nuevo sistema de producción de antígenos que se pueden purificar fácilmente, así 

como su uso como sistema de entrega de antígenos termoestables. 

Un punto importante, será evaluar si los antígenos fusionados en el péptido PH(1-

110) se pliegan adecuadamente. Para esto se podría intentar realizar estudios de 

cristalografía, aunque para esto debemos perfeccionar nuestro proceso de purificación. 

Las NPs formadas por la fusión de antígenos con el péptido PH(1-110) no solamente 

se pueden utilizar como vacunas, sino también como antígenos en ensayos serológicos 

(como lo hemos observado cuando usamos estas NPs para sensibilizar placas de 

ELISA). 

Es evidente, que se deberá continuar probando nuevos antígenos. Algo que tenemos 

en mente, es fusionar la proteína hemaglutinina del virus de influenza A y probar la 

respuesta inmune humoral por medio de un ensayo de inhibición de la hemaglutinación 

y ELISAs. 

Se pueden implementar estrategias como la fusión de péptidos inmunoestimulantes 

y/o cargar positivamente a las partículas para promover respuestas inmunes más 

robustas contra los antígenos fusionados al péptido PH(1-110) como se ha observado con 

otros sistemas de entrega. 
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Con el uso de herramientas bioinformáticas se pueden diseñar también partículas 

que contengan uno o varios epítopos de patógenos fusionados con el péptido PH(1-110).  

En general, se deberán evaluar varios antígenos no solo virales sino de diferente 

origen. Los antígenos que pretendemos evaluar por el momento son de importancia 

veterinaria, pero posiblemente este sistema se pueda utilizar en salud pública, debido a 

su gran margen de seguridad, rendimiento y bajos costos en su proceso de purificación.  
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11. ANEXO I: permisos otorgados para el uso de figuras en esta tesis 

 

11.1. Síndromes causados por PCV2 

 

 

11.2. Respuesta inmune contra SAPs 
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12. ANEXO II: publicaciones obtenidas durante la estancia doctoral 
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