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Introduccidn. El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es el
agente causal de la enfermedad asociada al circovirus
porcino (PCVAD) que incluye un conjunto de
enfermedades que llevan al deterioro y muerte de los
cerdos. Al ser wun virus pequefio de ADN
monocatenario, la frecuencia de mutacion del PCV2 es
muy elevada, lo que conduce a la apariciéon de nuevas
variantes. En la actualidad, se han descrito ocho
subgenotipos que incluyen PCV2a-PCV2h (1).

Se ha identificado una sola proteina estructural en
PCV2 correspondiente a la proteina de su capside y
gue contiene los principales determinantes antigénicos
del virus (2). Entre estas regiones se encuentra el bucle
EF (23DDNFVTKATALTYDPY143) con el que interactla
el anticuerpo monoclonal 3H11 que tiene la capacidad
de neutralizar al virus, la secuencia
3BRHRYRWRRKN42 que desempefia un papel
fundamental en la estabilizacion del ensamblaje de
VLP de PCV2 (3) y la secuencia ubicada en la region
carboxilo terminal de la proteina de la capside,
223EFNFKDPPLNP23 que forma parte de un epitopo
conformacional (4).

La proteina de la capside del virus de la mancha anular
de la papaya (PRSV) tiene propiedades atractivas para
ser utilizada como andamio de presentacién de
secuencias externas. En un trabajo previo se reporto6 la
expresion de particulas pseudovirales quiméricas
filamentosas del PRSV en E. coli que contienen un
fragmento de 10 aminoacidos de la proteina de la
capside de PCV2, las cuales indujeron una respuesta
alta de inmunoglobulina G contra la secuencia externa
en ratones BALB/c (5). Para facilitar la insercion de
secuencias externas en el marco de lectura abierto de
la proteina de la capside del PRSV, se disefid un
plasmido destino (denominado pET28-PRSV-Flexi) y
una metodologia que utiliza la tecnologia Golden Gate.
El objetivo del trabajo es estudiar la expresién de
particulas pseudovirales filamentosas del PRSV
como andamios de presentacion y estabilizacién de
cuatro péptidos del PCV2.

Metodologia. Se disefiaron e insertaron cuatro
secuencias cortas de la proteina de la capside del
PCV2 pertenecientes a los subgenotipos ay b en el
plasmido destino pET28-PRSV-Flexi mediante la
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tecnologia Golden Gate. Se transformaron células de
E. coli con los productos de reaccién y las nuevas
construcciones se confirmaron mediante
secuenciacion y patron de restriccion. Los plasmidos
construidos se movilizaron a la cepa expresante BL21
(DE3) de E. coli y la expresion de proteinas se indujo
con IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) 1 mM
en medio Luria- Bertani (LB) a 30°C durante 5 h. El
analisis de la expresion de las proteinas se realizé
mediante SDS-PAGE. Las particulas pseudovirales
guiméricas se precipitaron a partir de los lisados
bacterianos con polietilenglicol 8000 al 4% y se
resolubilizaron en PBS pH 7.4 con y sin arginina a
distintas concentraciones molares (100, 200, 500, 1000
y 2000 mM).

Resultados. Los resultados de secuenciacion de los
plasmidos construidos indicaron la insercion en fase de
las secuencias externas de PCV2 en la proteina de la
capside del PRSV del plasmido destino. Los resultados
de SDS- PAGE mostraron la expresion de las proteinas
de interés que coincidieron con su peso tedrico, de 35
kDa, aproximadamente. Por otro lado, todas las
particulas quiméricas, con excepcién de una, se
resolubilizaron en PBS pH 7.4. Esta particula se
resolubilizé en PBS pH 7.4 y arginina 200 mM.

Conclusiones. El andamio de particulas
pseudovirales filamentosas del PRSV permite la
insercibn de secuencias cortas de hasta 16
aminoacidos sin afectar su expresion.
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