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RESUMEN 

 

          Las enfermedades asociadas a circovirus porcino tipo 2 (PCV2)  son consideradas  el 

problema económico  más grande de la industria porcina mundial. Además de mejorar la 

gestión y las prácticas de manejo (mejor higiene, menor hacinamiento y mejor ventilación), la 

disponibilidad de vacunas anti-PCV2 representa la opción inmunológica más eficaz para paliar 

el impacto de estas enfermedades. La proteína de la cápside de PCV2 (Cap) es un importante 

antígeno para el desarrollo de vacunas.  Actualmente, la mayoría de las vacunas comerciales 

anti-PCV2 se producen como formulaciones inyectables de este antígeno. Aunque eficaces, 

estas vacunas tienen ciertas desventajas, incluyendo estrés animal e  inmunosupresión  

concomitante, además de la implicancia de procedimientos laboriosos asociados y 

consumidores de tiempo. En este estudio, una cepa recombinante de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae fue  utilizada como vector y vehículo para entregar el antígeno de la 

cápside viral  proveniente de un aislado nacional de PCV2. Este procedimiento se realizó con el 

fin de obtener datos  dirigidos a estudiar el desarrollo de una vacuna oral contra el virus. De 

esta forma, el potencial inmunogénico de este sistema  fue probado en ratones BALB/c, 

después de la administración de la levadura recombinante vía  oral, bajo dos formulaciones 

distintas, como cepa viva y como extracto sonicado. Para esto, el gen cap  químicamente 

sintetizado con la preferencia codogénica optimizada de la levadura  (opt-cap)  fue replicado  en 

Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae a través del vector, pYES2. La expresión de la 

proteína Cap en la levadura  fue confirmada a través de Western Blot con suero anti PCV2. 

Posteriormente,  resultados de experimentación in vivo  confirmaron que la administración oral 

en ratones  de  extractos sonicados de la levadura recombinante, estimulan  la inducción  de 

anticuerpos séricos y fecales específicos contra el antígeno Cap  más eficientemente que la 

cepa viva. Estos resultados demostraron que es factible utilizar la levadura S. cerevisiae como 

un sistema seguro y simple de producir antígenos  virales de PCV2, y de esta manera,  su 

entrega vía oral podría ser una estratégica alternativa para inducir eficientemente anticuerpos 

anti-PCV2. Los resultados obtenidos en esta memoria en un modelo murino, están dirigidos  a 

realizar investigación adicional en cerdos, el hospedero natural de PCV2. 

 

Palabras claves: PCV2, Saccharomyces cerevisiae, proteína de la cápside, administración oral, 

vacunas comestibles, levadura. 
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ABSTRACT 

          Porcine circovirus type 2 (PCV2)-associated diseases are considered to be the biggest 

problem for the worldwide swine industry. The PCV2 capsid protein (Cap) is an important 

antigen for development of vaccines. At present, most anti-PCV2 vaccines are produced as 

injectable formulations. Although effective, these vaccines have certain drawbacks, including 

stress with concomitant immunosuppresion, and involve laborious and time-consuming 

procedures. In this study, Saccharomyces cerevisiae was used as a vehicle to deliver PCV2 

antigen in a preliminary attempt to develop an oral vaccine, and its immunogenic potential in 

BALB/c mice was tested after oral gavage-mediated delivery using two different vaccine 

formulations, as a raw extract and live cells. The cap gene with a yeast-optimized codon usage 

sequence (opt-cap) was chemically synthesized and cloned into Escherichia 

coli/Saccharomyces cerevisiae shuttle vector, pYES2. Intracellular expression of the Cap protein 

was confirmed by Western blot analysis. Feeding raw yeast extract containing Cap protein to 

mice elicited both serum and fecal-specific antibodies against the antigen more efficiently than 

live yeast cells. These results show that it is feasible to use S. cerevisiaeas a safe and simple 

system to produce PCV2 antigens, and that oral yeast-mediated antigen delivery is an 

alternative strategy to efficiently induce anti-PCV2 antibodies in a mouse model, which is worthy 

of further investigation in swine. 

 

Key word: PCV2, Saccharomyces cerevisiae, capsid protein, oral delivery, edible vaccine, 

yeast. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los Circovirus porcinos  tipo 1 y tipo 2 (PCV1 y PCV2) son virus no envueltos, esféricos 

de simetría icosaédrica y estructuralmente muy pequeños (cerca de 17nm) (40). El genoma de  

PCVs está compuesto por DNA circular de hebra simple de aproximadamente 1700 nucleótidos, 

(39), en el cual se han caracterizado dos marcos de lectura abiertos (ORFs, del inglés Open 

Reading Frames), ORF1 y ORF2 (20). ORF1 el cual codifica para la enzima replicasa (Rep) es 

esencial para la replicación del DNA viral (28), ORF2 el cual  codifica para la proteína de la 

cápside viral (Cap), juega un papel fundamental, regulatorio y estructural, en el proceso de 

ensamblaje  de la partícula  viral (29,30).  

 

Junto con una serie  de virus aviares con características moleculares similares,  los 

circovirus porcinos se clasifican en el género Circovirus dentro de  familia Circoviridae (5). 

Aunque PCV1 persiste permanentemente en la población de cerdos,  la presencia de PCV1 no 

se ha asociado con signos clínicos o lesiones reconocidas. En contraste, PCV2 se ha  implicado 

 como el agente causal principal del Síndrome de Desmedro Multisistémico Postdestete o 

Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS)  (1,9), una enfermedad que se 

caracteriza por causar debilitamiento y efectos inmunosupresivos severos específicamente en el 

hospedero porcino. La evidencia científica más reciente, sugiere que los trastornos del sistema 

inmune inducidos por PCV2 se producen principalmente por el silenciamiento específico 

generado sobre un tipo específico de células inmunes reguladoras, llamadas células dendríticas 

mieloides. Consecuentemente, el animal afectado es incapaz de responder frente  a  señales de 

peligro asociadas a patógenos. Por lo tanto, la infección por PCV2 genera la pérdida de la 

conexión entre  el sistema inmune innato y adquirido, haciendo al hospedero susceptible  a las 

infecciones microbianas secundarias o concomitantes (44). 

 Por otra parte, PCV2 también se asocia a muchas otras enfermedades tales  como 

Complejo Respiratorio Porcino, la Neumonía Proliferativa Necrotizante, problemas reproductivos 

en cerdas gestantes, Síndrome de Dermatitis y Nefropatía Porcina, Tremor Congénito, 

Traqueítis Necrotizante y Epidermitis Exudativa (21,47). Éstas enfermedades se conocen como 

PCVAD o enfermedades asociadas a circovirus porcino, nombre que la Asociación Americana 

de Veterinarios de Porcinos (AASV) recomendó para agrupar a todas las enfermedades 

atribuidas al circovirus porcino tipo2, incluido el PMWS (36). 

Las enfermedades asociadas a PCV2 se consideran actualmente el problema 

económico más grande de la industria mundial de cerdos (36). En octubre de 2006 se confirmó 

en Chile el primer caso de PMWS en un plantel de la VIII Región. Posteriormente surgió un 
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segundo caso en un plantel de la Región Metropolitana. Notoriamente, se observó un 

incremento paulatino de la mortalidad de cerdos, desde un valor normal de 0,44% en el año 

2003, a un 4,1% en el año 2006 (en crianza). En engorda se registró una mortalidad de 1,73% 

el 2004 y de 4,3% el 2006 (www.sag.cl). En Chile las enfermedades asociadas a circovirus 

porcino han sido  reconocidas por el SAG desde el año 2007(www.sag.cl). 

 

Además de mejorar la gestión y las prácticas de manejo (mejor higiene, menor 

hacinamiento y mejor ventilación), la disponibilidad de vacunas anti-PCV2 representa una 

opción inmunológica eficaz para paliar el impacto de estas enfermedades (2). En la actualidad, 

dos vacunas contra PCV2 han sido introducidas en nuestro país desde el mercado 

internacional. Estas vacunas son no replicativas (subunitarias) y ambas contienen la proteína de 

la cápside PCV2 como el principal antígeno inmunogénico. En todos los casos, los informes de 

los ensayos de campo sugieren que las vacunas disponibles comercialmente contribuyen 

significativamente a disminuir las tasas de mortalidad y mejorar el crecimiento de cerdos 

afectados por PMWS en las granjas (13,23), reduciendo así el impacto económico que las 

PCVAD tienen en la producción porcina mundial. 

 

La proteína de la cápside (Cap) ha sido identificada como la principal proteína 

inmunogénica del virus, la cual es la principal portadora de epítopos específicos (29). 

Recientemente, se han investigado múltiples estrategias de sistemas de expresión in vitro con 

el fin de producir vacunas subunitarias de la proteína Cap de PCV2 como inmunógeno principal. 

Éstos han incluido sistemas que utilizan vectores bacterianos (Escherichia coli) y vectores 

virales atenuados  (baculovirus, virus de la pseudorrabia) (14, 27). Si bien cada sistema tiene 

ventajas y características únicas, cada uno tiene también limitaciones que impiden un mayor 

desarrollo de la expresión de la  proteína recombinante como vacuna subunitaria efectiva. En el 

caso de la  expresión bacteriana, ésta es simple y ofrece rendimientos de producción altos, sin 

embargo la eficacia de la respuesta inmune es dependiente del correcto plegamiento y 

modificaciones post traduccionales de los antígenos, los cuales, cuando son expresados  en 

bacterias, presentan algunas variables que se encuentran  determinadas por la naturaleza del 

antígeno. En contraste, el sistema de expresión de baculovirus / células de insecto, es muy 

eficaz para la expresión heteróloga de múltiples proteínas virales estructurales, favoreciendo el 

auto-ensamblaje de partículas virales vacías o VLPs (del inglés,  Virus Like Particles) (45,49). 

En la actualidad, en el mercado mundial se encuentran  dos vacunas anti PCV2 formuladas en 

base a VLPs producidas en el sistema baculovirus / células de insecto, las cuales han mostrado 
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resultados exitosos, sin embargo, estas vacunas demandan  un considerable tiempo de 

administración y son relativamente costosas. 

 

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), es un microorganisnismo no invasivo y  no 

patógeno, es generalmente considerado como una especie segura GRAS (del inglés, Generally 

Regarded As Safe) y por esta razón, es una atractiva herramienta para entregar antígenos y 

moléculas terapéuticas (8,19). S. cerevisiae, utilizado como vehículo y sistema de expresión de 

antígenos vacunales, es capaz de inducir respuesta inmune local y sistémica a través de su  

administración en sitios asociados a mucosas, incluyendo las vías oral, respiratoria y genital 

(3,37). En mamíferos, en particular, se ha demostrado que S. cerevisiae tiene mayor seguridad 

y eficacia, y su administración en mucosas ha mostrado  inducir  tanto respuesta inmune innata 

como adaptativa, debido a la presencia de ligandos TLR (del inglés, Toll Like Receptors) en su 

pared celular (32).  Además, los sistemas de expresión basados en  levaduras proporcionan un 

mecanismo alternativo y económico  para la expresión de proteínas virales estructurales. Por 

otra parte, como eucarionte, la levadura tiene muchas ventajas, ya que, las proteínas exógenas 

producidas por estos microorganismos pueden ser procesadas con un correcto plegamiento y 

modificaciones post traduccionales químicas propias. Actualmente, existen varios informes que 

confirman que la levadura puede sustentar el auto-ensamblaje de proteínas virales  

estructurales y formar VLPs (15,42). Esta capacidad mejora el reconocimiento, por parte del 

sistema inmune del hospedero, de los antígenos expresados por microorganismos, de esta 

forma pueden ser reconocidos como antígenos nativos mejorando la calidad de la respuesta 

inmune inducida (3,15, 42,48). Por otra parte, los cultivos de levaduras son fáciles de mantener, 

lo que los hace más rápido y menos costosos de utilizar que otros sistemas de expresión 

eucariotas, tales como cultivos de células de insecto o de mamíferos. 

Hasta la fecha, todas las vacunas contra el PCV2 en el mercado han sido producidas 

como fórmulas inyectables. Aunque las vacunas inyectables son eficientes, hay problemas 

asociados con el uso de este tipo de productos, incluidos el tiempo y los procedimientos 

laboriosos, la inducción de la respuesta inflamatoria en el sitio de inyección, y el estrés derivado 

del manejo animal (22,46). Por  otra parte, las vacunas orales suministradas en el alimento 

representan una mejora tecnológica en el suministro de antígeno, superando los problemas 

relacionados con el manejo de la inyección y facilitando el reforzamiento del antígeno cuando la 

inmunidad de los animales está por debajo del umbral protectivo (12, 25, 32). 
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En varios sistemas de administración por vía oral se han intentado utilizar tanto bacterias 

mutantes atenuadas (4), micropartículas basadas en  biopolímeros (26), liposomas (43), plantas 

recombinantes (24), y levaduras (15). En esta memoria, una cepa recombinante de levadura 

que expresa una versión  sintética  del gen de la proteína de la cápside de PCV2 y su posible 

aplicación como vacuna oral contra PCV2 se presentan y discuten. En concreto, el concepto 

"vacuna comestible" se investigó estudiando la seguridad de microorganismos y materiales 

microbiológicos mínimamente purificados en la entrega de vacunas mediante sonda oral.  

Estudios anteriores realizados en el laboratorio Biovetec de la Facultad de Ciencias 

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, demostraron  que las levaduras sustentan 

la formación de VLPs de PCV2, con características conformacionales y antigénicas similares a 

las partículas producidas por células de insectos y que la proteína Cap expresada bajo este 

sistema es reconocida por un anticuerpo comercial específico contra PCV2 y el suero de cerdos 

afectados  con PMWS (7). De forma paralela,  se ha demostrado  que las VLPs derivadas de 

levadura recombinantes son inmunogénicas en ratones, y que la administración oral de 

extractos crudos de levadura induce importantes respuestas de anticuerpos anti PCV2 en suero 

y heces (7).  

Así, se ha considerado que es factible utilizar S. cerevisiae como un sistema simple y 

seguro para producir partículas similares al virus PCV2, las cuales al ser administradas por vía 

oral, como extracto crudo,  inducen anticuerpos específicos anti PCV2 en un modelo murino. 

Estos resultados apoyaron un estudio adicional, abordado en esta tesis,   para  dilucidar que 

componentes del sistema de expresión  de antígenos de PCV2 en levaduras, son claves para 

una eficiente inducción  de anticuerpos anti PCV2  en el modelo murino, con miras de optimizar 

el sistema y recolectar datos  destinados a escalar y proyectar este sistema hacia pruebas 

clínicas en  cerdos,  el hospedero  natural de PCV2. 
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OBJETIVO GENERAL 

 Evaluar experimentalmente en un modelo murino, la generación de anticuerpos en 

suero y heces frente a una inmunización oral, con una cepa de levadura (Saccharomyces 

cerevisiae) que expresa una versión optimizada del gen ORF2 de PCV2, bajo dos 

formulaciones distintas, a modo de extracto crudo y a modo de cepa viva. 

 

  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Inmunizar oralmente ratones BALB/c con extractos sonicados crudos de Saccharomyces 

cerevisiae /pYES2:: opt – cap y evaluar la presencia de IgG e IgA anti – PCV2 desde suero y 

heces  de  animales muestreados en distintos períodos de tiempo post – inmunización.  

 

 

2.   Inmunizar oralmente ratones BALB/c con la cepa viva Saccharomyces cerevisiae /pYES2:: 

opt – cap y evaluar la presencia de IgG e IgA anti – PCV2, desde suero y heces  de los 

animales muestreados en distintos períodos de tiempo post – inmunización. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  (ver Anexo) 

 

Transformación Saccharomyces cerevisiae  

Los plasmidios pYES2 y pYES2::opt-cap, los cuales corresponden al vector de expresión 

vacío y al vector que expresa el gen optimizado de la cápside viral de PCV2, respectivamente, 

fueron usados para transformar la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae INVSc1 

(genotipo: MATa his3∆1leu2 trp1 – 289 ura3 – 52/MATα his3∆1 leu2 trp1-289 ura3 – fenotipo: 

His – Leu – Trp – Ura - ) usando el método LIAc/SS carrier DNA/PEG, dando origen a las cepas 

S.cerevisiae/pYES2 y S.cerevisiae/pYES2::opt -  cap (7). 

 

Obtención inóculo oral 

Las levaduras transformadas fueron cultivadas en un medio selectivo (6,7 g de Yeast 

Nitrogen Base (YNB), 20 g de glucosa, 10 mg de Triptófano, 20 g de Bactoagar en 1000 ml de 

agua destilada) por 48 horas a 30 ºC. Las células  recombinantes se recolectaron   y trasladaron 

a 10 ml de medio YNB y  fueron cultivadas con agitación vigorosa durante la noche a 30 ºC 

hasta una densidad óptica, DO600, de  0.6 – 0.7. Posteriormente, para inducir la síntesis proteica, 

las células fueron recolectadas y  lavadas 2 veces con PBS estéril para posteriormente ser  

reinoculadas en 50 ml de medio de inducción (0.2 g de Galactosa, 10 mg de Triptófano en 50 ml 

de Bactoagar) para ser posteriormente cultivadas con agitación a 30 ºC por 24 horas hasta  una 

DO600 de 0.1 – 0.3.  Las células se recolectaron por centrifugación a 2000 x g por 5 minutos a 4 

ºC y se resuspendieron en 500 µl de agua estéril para posteriormente ser transferidas a tubos 

estériles de microcentrifugación. Las células fueron posteriormente resuspendidas en 1 ml de 

buffer (Tris – HCl 50 mM, glicerol 10%, EDTA 10 mM).  

A continuación las células fueron lisadas mediante 3 ciclos de congelación y deshielo, y 

sonicadas por 5 ciclos de 60 segundos con intervalos de 20 segundos.  

Los extractos celulares  fueron clarificados por centrifugación a 9000 x g por 5 minutos a 4 ºC y 

analizados por SDS – PAGE y Western Blot usando un suero policlonal porcino anti – PCV2, 

con el fin de determinar, la presencia de la proteína de la cápside en los extractos. Los extractos 

crudos sin clarificar y levaduras sin lisar fueron utilizados para los experimentos de 

inmunización oral, como extracto crudo y cepa viva respectivamente. 
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Análisis Western Blot 

Los extractos clarificados de la levadura recombinante fueron sometidos a electroforesis 

en geles de poliacrilamida al 12%  A continuación, se transfirió el gel a una membrana de 

nitrocelulosa, mediante transferencia húmeda durante 120 minutos a 350 mA. Una vez 

finalizada la transferencia, se bloquearon los sitios de unión inespecíficos de la membrana con 

una solución PBT de bloqueo (PBS, Triton 0,05% y leche descremada al 5%) durante toda la 

noche a 4 °C. Luego, se incubó a 4 ºC durante la noche con una dilución 1:100 en PBT de 

bloqueo de un suero policlonal porcino anti-PCV2 (proveniente de un cerdo afectado por 

PMWS). Posteriormente, se lavó 3 veces con PBT durante 5 minutos y se incubó con 

anticuerpo anti-IgG de cerdo acoplado a peroxidasa de rábano (cadena H+L específico, KPL) 

en una dilución 1:1000 en solución de bloqueo. Se lavó 3 veces durante 5 minutos con PBT. A 

continuación, se disolvieron 6 mg de 4 – cloro – naftol (Pierce) en 10 ml de metanol (TCL), se 

tomaron 5 ml de esta solución y se le agregó 45 ml de PBS y 1ml de H2O2 al 3%, se incubó la 

membrana con esta solución por 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez aparecida la 

coloración, la membrana se lavó con agua destilada y se dejó secar sobre un papel filtro. 

 

Modelo de experimentación animal 

Ratones BALB/c de seis a ocho semanas de edad, fueron mantenidos en el bioterio del 

Centro Biotecnológico Veterinario (BIOVETEC) del Departamento de Ciencias Biológicas 

Animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, con acceso ad libitum a 

alimentos y agua, en un ambiente con temperatura y luz controladas.  Los animales se alojaron 

en jaulas de  policarbonato especialmente diseñadas para tal efecto, las cuales fueron provistas 

de tapas de acero inoxidable con comederos y bebederos. Se supervisó que las jaulas 

proporcionaran espacio y ventilación adecuadas para cada animal.  El cuidado de los ratones 

(alimentación, hidratación y aseo) fue supervisado como parte formativa de esta memoria de 

tesis.  

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cuatro grupos experimentales (A, B, 

C, D), los grupos A y B, fueron inmunizados oralmente con extractos crudos de levadura y 

levaduras vivas, respectivamente. Éstos se  dividieron en dos subgrupos de tres ratones cada 

uno, subgrupo A1, A2, B1 y B2.  

El subgrupo A1 fue inmunizado con extractos (100 mg) provenientes de la cepa S. cerevisiae 

/pYES2:: opt – cap y el subgrupo A2 fue inmunizado con extractos (100 mg)   provenientes de la 

cepa S. cerevisiae /pYES2. 
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El subgrupo B1 fue inmunizado con células vivas (8 x 107 UFC) de la cepa S. cerevisiae 

/pYES2:: opt – cap,  y el subgrupo B2 fue inmunizado con el mismo número de células vivas de 

la cepa S. cerevisiae /pYES2.

El tercer grupo experimental (C) fue inmunizado subcutáneamente para confirmar la 

inmunogenicidad provocada por los extractos de la cepa de levadura. S. cerevisiae /pYES2:: opt 

– cap.  Finalmente un cuarto grupo (D) no inmunizado (inoculado con PBS), fue considerado 

como control negativo. 

 

Grupos 
Experimentales 

Tratamiento  Número 

Ratones 

Denominación 

 

A 

 

Inmunizados oralmente 

con extractos de 

levadura sonicada 

(100 mg) 

Subgrupo A1 S. cerevisiae 

/pYES2: opt – cap 

3 ExtractoSC/pYE
S::cap 

Subgrupo A2 S. cerevisiae 

/pYES2 

3 Extracto control  
SC/pYES 

 

B 

 
 

Inmunizados oralmente 

con levaduras vivas 

(8 x 10
7 

UFC) 

Subgrupo B1 S. cerevisiae 

/pYES2: opt – cap 

3 Cepa viva  
SC/pYES::cap 

Subgrupo B2 S. cerevisiae 

/pYES2 

3 Cepa viva 
control   

SC/pYES 

 
 

C 

Grupo control (+) 
Inmunizados 

subcutáneamente  con 
extractos de levadura 

sonicados+ adyuvante de  
Freud (100 µl) 

S. cerevisiae /pYES2: opt – cap 3 Control (+) 
subcutáneo 

 
 

D 

 
Grupo control (-) sin 

inmunizar 

PBS 3 Control (-) sin 
inmunizar 

 

Procedimiento de inmunización oral 

 

En el procedimiento de vacunación oral, los ratones fueron sedados en un recipiente con 

200 µl de isofluorano embebido en un algodón por 5 minutos, posteriormente fue introducida 

una sonda de alimentación oral a través de la cual se administró el inóculo (0.5 ml) (Fig. 1). 
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Fig. 1.  Procedimiento de inmunización oral. 

 

Este procedimiento se llevó a cabo 5 veces con intervalos de 15 días. Se siguieron las 

recomendaciones descritas por Olfert et al., 1993 (31) para medicación por sonda gástrica, 

teniendo en consideración inmovilizar al animal en forma correcta e introducir la sonda hacia la 

izquierda en forma lenta y suave a lo largo de la rama mandibular derecha, de modo que el 

ratón comience a tragar y la sonda se inserte dentro del esófago de forma natural (31). 

La inmunización subcutánea de los ratones con los antígenos derivados de la levadura, 

se realizó con una dosis (100 µg de proteína) de cada extracto  emulsionado  con adyuvante 

incompleto de Freud`s (Sigma). Dos semanas después se realizó una segunda inoculación con 

la misma cantidad de antígeno emulsionado con  adyuvante incompleto de Freud`s (Sigma). 

Todas las inmunizaciones subcutáneas se realizaron bajo medidas de biocontención y 

bioseguridad nivel I. Finalmente, los ensayos de respuesta de anticuerpos IgG e IgAs anti-PCV2 

se llevaron a cabo para evaluar la inmunogenicidad de los antígenos derivados de la levadura 

bajo los protocolos detallados a continuación. Toda la experimentación en modelo murino se 

realizó con un número total de 18 animales, lo que concuerda con el principio de reducción 

recomendado para experimentación animal (35)
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Medición de la respuesta de anticuerpos en ratones inmunizados 

          Las muestras de sangre y heces se recolectaron antes de la primera inmunización y  a los 

días 15, 30, 45, 60 y 75 después de la primera administración, para detectar en suero y heces, 

a través de ELISA indirecto, anticuerpos específicos IgG anti PCV2. Las muestras de sangre, 

fueron extraídas  desde la vena caudal y las muestras fecales fueron obtenidas directamente 

desde el recipiente utilizado para la sedación. 

La sangre recolectada fue  mantenida a 4 ºC durante la noche y posteriormente centrifugada a 

3200 x g  por 20 minutos a 4 ºC. Los sueros obtenidos  fueron recogidos y almacenados a   20 

ºC hasta su uso. 

Para el análisis de IgA, 100 mg de las muestras fecales fueron suspendidas en 1 ml de PBS, 

agitadas enérgicamente y luego sedimentadas por 10 minutos a 1500 x g utilizando los 

sobrenadantes para el análisis anti IgA. 

 

El nivel de anticuerpos específicos IgG e IgA en las muestras de suero y heces, 

respectivamente, fue determinado usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 

(ELISA, del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) estandarizado para PCV2  por 

Bucarey et al., 2009. Para esto, 40 µg de la proteína Cap-6xHis, purificada por cromatografía de 

afinidad a níquel, la cual se utiliza como sustrato, fue suspendida en 1ml de buffer (14.2 mM 

Na2CO3, 34.9 mM NaHCO3, 3.1 mM NaN3, pH 9.6) y añadida en volúmenes de 50 µl por pocillo 

en microplacas de 96 pocillos (MaxiSorp, Nunc), las cuales se incubaron durante toda la noche 

a 4 ºC. Luego se incubaron con 100 µl de una dilución 1:10 en PBST de suero o sobrenadantes 

de muestras fecales, la reacción se incubó a 37 ºC por 1 hora para posteriormente ser lavada 4 

veces con PBST. A continuación se adicionaron 100 µl de una dilución 1:10.000 en PBST de un 

anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP (cadena H+L especifico, KPL), 

para suero o anti-IgA de ratón conjugado a HRP (cadena especifico, KPL), para las muestras 

fecales. Esta reacción se incubó por 1 hora a 37 ºC. Posteriormente las placas fueron lavadas 3 

veces con PBST. Finalmente, la detección se obtuvo añadiendo 100 µl de sustrato colorimétrico 

TMB (Pierce, Rockford, IL). Después de 20 minutos de incubación a temperatura ambiente la 

reacción fue detenida con 100 l de H2SO4 1M, y posteriormente se midió la DO a 450 nm 

usando un lector de microplacas (Bio-Rad, Modelo 680). 

 

Análisis Estadístico  

El análisis estadístico de datos fue realizado mediante ANOVA de medidas repetidas usando  la 

prueba de Tukey  a posteriori. El análisis de datos y gráficas fueron efectuados con el software 

GrathPad Prism 5.  
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RESULTADOS  

 

Detección  de la proteína Cap producidas por levaduras recombinante 

  

Para detectar la proteína Cap expresada en  la cepa S. cerevisiae/pYES2::opt-cap 

(recombinante) las células fueron inducidas por incubación durante 24 horas con galactosa y 

luego lisadas a través de disrupción ultrasónica. Los extractos celulares clarificados fueron 

liofilizados  y  separados en un gel SDS-PAGE 12%, transferidos a una membrana de 

nitrocelulosa, la cual fue incubada con suero de cerdo afectado con PMWS y posteriormente fue 

detectado con un anticuerpo secundario anti-IgG de cerdo conjugado a HRP y revelado con 

sustrato cromogénico como fue descrito en Materiales y Métodos. Tras la detección, una banda 

de aproximadamente 28 kDa fue visible sólo en la cepa recombinante, no así en la cepa control 

(Fig.2). Según los datos moleculares de la proteína Cap de PCV2 (20), el tamaño de estas 

bandas fue consistente con el de la proteína  Cap de circovirus, por lo que se concluyó que la 

inducción de la síntesis del antígeno de PCV2 en levaduras fue exitosa. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Análisis Western Blot de extractos de 

levadura provenientes de la cepa que 

transformada con el plasmidio pYES2::cap y con  

el vector vacío pYES2. La flecha indica una 

banda  aproximadamente 28 kDa que 

corresponde  al  tamaño esperado de la proteína 

Cap de PCV2. 
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Inducción de inmunogenicidad en ratones tras administración oral  de S.cerevisiae 

recombinante   

          

Posteriormente, se examinó  si los antígenos derivados de S.cerevisiae/pYES2::opt -  

cap  podrían inducir anticuerpos específicos contra PCV2 tras su administración oral en ratones 

BALB/c. Los anticuerpos anti-Cap en suero (Fig. 3)  y heces (Fig. 4)  se detectaron a los 60 y 

30 días respectivamente, después de la primera  administración oral. Cabe destacar que la 

inmunización subcutánea si bien indujo la generación de anticuerpos séricos en forma 

relativamente rápida (45 días), no fue capaz de inducir anticuerpos a nivel fecal. Los 

anticuerpos  fecales, tras inmunización oral, aumentaron significativamente  después de la 

tercera inoculación (día 30), sin embargo se mantuvieron sin diferencias significativas entre 

ellos hasta el final del experimento (día 75), sin mostrar diferencias significativas entre la 

inmunización con la formulación de extracto de levadura  lisada  y  la levadura viva. En 

contraste, los anticuerpos séricos más altos se alcanzaron después de la quinta inmunización 

con la formulación de extracto de levadura  lisada  no así con la levadura viva, la cual no indujo 

alzas significativas de anticuerpos a nivel de suero. 

Paralelamente, en los ratones inmunizados con S. cerevisiae/pYES2 o en el grupo de 

control sin inmunizar, los anticuerpos contra PCV2  no fueron detectables, lo que sugiere que la 

inmunidad contra el PCV2 es específica y se produce al inocular oralmente en el animal los 

antígenos derivadas de S.cerevisiae/pYES2::opt -  cap. 

IgG
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Fig. 3 Perfiles de anticuerpos específicos anti – Cap asociados con IgG de los grupos 
experimentales. Los resultados de ELISA se expresan como medias aritméticas  ± SD de los 
valores de DO medidos a 450 nm. Los asteriscos muestran los puntos donde se observan 
diferencias significativas (p≤ 0.001) con respecto al control sin inmunizar.  
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IgA

0 15 30 45 60 75

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

extracto control SC/pYES

extracto SC/ pYES::cap

cepa viva control SC/pYES

cepa viva  SC/pYES::cap

control subcutaneo

* *

control (-) sin inmunizar

* *

****

días

O
D

4
5

0
n

m

 
 
Fig. 4.  Perfiles de anticuerpos fecales anti – Cap asociados con IgA de los grupos 
experimentales. Los resultados de ELISA se expresan como medias aritméticas  ± SD de los 
valores de DO medidos a 450 nm. Los asteriscos muestran los puntos donde se observan 
diferencias significativas (p≤ 0.001) con respecto al control sin inmunizar.  
 
 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

         El objetivo de la presente memoria  fue la continuación  de un estudio destinado 

establecer una base para estudiar el diseño de una vacuna oral contra PCV2, utilizando ratones 

como modelo experimental  mamífero. En esta tesis, una cepa recombinante de la levadura S. 

cerevisiae fue  utilizada como vector y vehículo para entregar el antígeno de la cápside viral  

proveniente de un aislado nacional de PCV2. De ésta manera se examinó la respuesta de 

anticuerpos anti PCV2 en suero y  heces de ratones alimentados con extractos crudos o  la 

cepa viva de S. cerevisiae que expresa la proteína  Cap de PCV2. Esta proteína fue elegida 

porque es la proteína viral más inmunogénica disponible y porque es responsable de la 

inducción de anticuerpos neutralizantes contra PCV2 (17). Además, se ha demostrado en un 

estudio anterior del laboratorio BIOVETEC, la factibilidad de la utilización de esta levadura 

recombinante para expresar antígenos de PCV2, ya que como resultado se obtiene  la 

formación de partículas virales vacías (VLPs) de PCV2 (7).  Sin embargo es importante 

destacar que las VLPs producidas por las levaduras son menos homogéneas en tamaño y 

forma que el virión de PCV2 nativo. Una observación similar fue hecha por los autores del 

primer informe acerca la proteína Cap recombinante de PCV2 expresada por  baculovirus en  

células de insecto, lo que sugiere que estas diferencias pueden deberse a la ausencia de otras 
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proteínas estructurales del virus o a la ausencia de autorregulación por empaquetamiento de 

ADN (16).  

 

Los experimentos realizados en esta memoria de título, confirmaron que las levaduras 

transformadas con el gen optimizado de PCV2 expresan una proteína Cap consistente con el 

peso molecular  predicho de  la proteína de PCV2  (Fig. 2). La proteína fue  reconocida en 

forma específica por  sueros obtenidos a partir de cerdos afectados por PMWS, lo que sugiere 

que la antigenicidad de la proteína PCV2 permaneció después de la optimización y de 

expresión heteróloga en la levadura. 

 

En ésta investigación, el modelo de ratones se utilizó para evaluar la inmunogenicidad 

de la levadura recombinante como potencial vacuna contra PCV2, bajo dos formulaciones 

distintas. Aunque no hay evidencia de infección natural por PCV2 en ratones (33), este modelo 

fue elegido, porque el virus puede infectar y replicar experimentalmente en ratones (11), 

además  todas las vacunas comerciales disponibles contra PCV2 han sido probadas en sus 

fases  pre clínicas en este modelo,  demostrando posteriormente,  que  proporcionan protección 

en cerdos (22). 

 

Los ratones inmunizados en repetidas ocasiones a través de sonda oral con extractos de 

S.cerevisiae/pYES2::opt - cap  generó anticuerpos anti-PCV2 en materia fecal y suero.  Los 

anticuerpos séricos más altos se alcanzaron después de la quinta inmunización con la 

formulación de extracto de levadura  lisada  por sonicación no así con la levadura viva, la cual 

solo mostró un aumento significativo de anticuerpos a nivel de material fecal. En conjunto, estos 

resultados sugieren que si bien en este sistema, la inducción de anticuerpos IgG  séricos fue 

específica y se presentó en forma de dosis y tiempo dependiente, la formulación vacunal como 

extracto crudo   es más inmunogénica que la cepa viva, probablemente por el efecto adyuvante 

de los componentes de la pared celular de la levadura, los cuales estarían más expuestos en la 

formulación como extracto crudo versus la formulación como cepa viva. Publicaciones 

anteriores han demostrado que los componentes de la de pared celular de levadura, en especial 

los  glucanos, son capaces de estimular a nivel de TLRs, tanto la respuesta inmune hacia  

antígenos específicos y no específicos (25, 32, 38).  
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En forma paralela  se observó que,  la inducción de anticuerpos fecales asociados a IgA 

se incrementó por la inmunización oral con la cepa recombinante tanto en su formulación como 

extracto crudo y  como cepa viva, lo que sugiere que, en este caso,  a nivel de mucosa la 

inmunogenicidad no depende  del tipo de formulación. En conclusión, se pudo inducir una 

respuesta significativa de anticuerpos séricos en ratones por la vacunación repetida con una 

dosis de aproximadamente 100 mg  de extractos de levadura con el antígeno Cap, atribuyendo  

un efecto adyuvante importante, a los restos de pared celular presente en los extractos crudos 

de la levadura lisada por sonicación, y aparentemente este efecto no sería importante para 

inducir inmunogenicidad a nivel local en la mucosa intestinal. 

 

En esta memoria, se puede desprender  además, que la  inmunogenicidad de antígenos  

a nivel oral  depende no sólo de su entrega  eficaz y constante  a nivel de   mucosa intestinal, 

sino también de dos factores adicionales:  

Primero, el plegamiento natural y el autoensamblaje en VLPs de la proteína Cap 

producida por la levadura. Si bien no se realizaron observaciones a través de  microscopia 

electrónica que mostraran la formación de VLPs. Este proceso favorecería el reconocimiento de 

los antígenos en el intestino y  tejidos linfoides asociados,  además de las respuestas inmunes 

tanto humorales, celulares y de mucosas. Asimismo, se cree que el  tamaño particulado 

contribuye a la captación de antígenos  por las células presentadoras de antígenos (CPA) a 

nivel intestinal (41).  

Segundo, la naturaleza del material  particulado, permite a las células M, que poseen 

receptores específicos para material antigénico, trasportarlo con casi nula degradación 

enzimática hacia la región linfática (6, 10,12).  

 

Estos resultados sugieren que la entrega oral de antígenos de PCV2 mediante  

levaduras podría ser utilizada como una estratégica alternativa para desarrollar una nueva 

generación de vacunas contra la infección por PCV2 y que este sistema requiere mayor 

investigación en el cerdo, el hospedero natural de PCV2. Varios  factores quedan aún por 

resolver, incluyendo la dosis óptima protectiva de extractos de levadura que pudiese ser 

entregada a través de alimentos en la especie porcina,  la viabilidad y análisis de costo y 

beneficio, así como los efectos de la adición de agentes de estabilización  de la fórmula, como 

polímeros biodegradables derivados de los ácidos láctico y glicólico) (18) u otros elementos que 

extienden la persistencia de partículas antigénicas en el yeyuno y el íleon terminal de cerdos 

(34), las regiones principales donde se lleva a cabo  la absorción de las vacunas orales en 

mamíferos.  
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ANEXO 1 
 
Transformación Saccharomyces cerevisiae 

 

 
 
Obtención Inóculo Oral 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inmunización Oral 

 

 
            *Procedimiento realizado 5 veces cada 15 días 

 

Medición de la Respuesta Inmune a Nivel Sanguíneo 
 

 
 
Medición Respuesta Inmune a Nivel Fecal 

 
 
 
 
 

 

Plasmidios:  

pYES 

pYES::opt-cap 

Método LIAc/SS - 
DNA/PEG 

Cepas: 

S.cerevisiae/pYES 

S.cerevisiae/pYES::opt-cap 

CULTIVO  DE LEVADURAS 
TRANSFORMADAS 

•Medio selectivo: 

• Yeast Nitrogen Base (YNB) 

•Glucosa 

• Triptófano 

•Agua destilada 

RECOLECCIÓN DE CÉLULAS 

•Centrifugación 

• Lavado con PBS 

INDUCCIÓN DE LA SÍNTESIS 
PROTEICA 

•Medio de inducción: 

• Yeast Nitrogen Base (YNB) 

•Galactosa 

• Triptófano 

•Agua destilada 

Ratones BalbC de 8 semanas 
distribuídos en los grupos 

experimentales 
Sedación con Isofluorano  

Introducción de sonda de 
alimentación oral  

Administración del inóculo 

 

Toma de muestras sanguíneas 

•Extracción con un tubo de 
hematocrito desde la vena 
caudal 

Sangre recolectada 

•Coagulación a T° ambiente 

•Centrifugación 

•Obtención de sueros 

 

PREPARACIÓN LEVADURAS VIVAS 

•Concentración a través de 
centrifugación                                             

PREPARACIÓN EXTRACTO CRUDO DE 
LEVADURA  

•Concentración a través de dos 
ciclos de centrifugación  y lavado 
con agua estéril 

• Lisis mediante ciclos de congelación 
y deshielo 

• Sonicador 

• SDS-PAGE y Westerne Blot  

ELISA 

ELISA 


