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DESCRICAO
“Métodos de cultura de circovirus”

CAMPO TECNICO

O presente invento refere-se ao campo dos circovirus e
proporciona composicgdes e métodos de cultura de circovirus,
nomeadamente circovirus porcino. Em particular, o presente
invento refere-se a métodos de cultura de circovirus porcino
em células de mamifero que expressam uma funcao de gene E1 de
adenovirus de mamifero.

ANTERTORIDADE

Uma familia de virus denominada Circoviridae, presente
numa gama de espécies vegetais e animais e habitualmente
referida como circovirus, caracteriza-se por virides redondos
e sem invdélucro com didmetros médios entre 17 e 23,5 nm
contendo dcido desoxirribonucleico em cadeia simples (ADNcs) e
circular. O genoma de ADNcs dos circovirus representa o0s
replicdes de ADN viral mais pequenos gque se conhecem. Tal como
revelado em WO 99/45956, foram identificados pelo menos seis
virus como membros da familia de acordo com o sexto relatédrio
do comité internacional para a taxonomia de virus (Lukert,
P.D. et al. 1995, The C(Circoviridae, p. 166-168. Em F.A.
Murphy, et al. (ed.) Virus Taxonomy, Sixth Report of the
International Committee on Taxonomy of Viruses, Arch. Virol.
10 Supl.).

Os virus animais incluidos na familia sao o virus da
anemia de galinha (CAV); virus da doenca do bico e das penas
(BFDV); circovirus porcino (PCV); e circovirus de pombo. O PCV
foi originalmente isolado de culturas de células de rim
porcino. O PCV replica no nucleo celular e produz corpos de
inclusao intranucleares grandes. Consultar Murphy et al.
(1999, Circoviridae p. 357-361, Veterinary Virology, 32 ed.
Academic Press, San Diego). Presentemente reconhecem-se dois
tipos de PCV, PCV tipo 1 (PCV1l) e PCV tipo 2 (PCV2). O PCV1,
isolado como um contaminante persistente da linha celular
continua de rim porcino PK-15 (ATCC CCL31), nao causa efeitos
citopaticos detectédveis na cultura celular e nao produz doenca
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clinica em porcos apds infeccado experimental (consultar Allan
G., 1995, Vet. Microbiol. 44: 49-64; Tischer, I. et al., 1982,
Nature 295: 64-66; e Tischer, I. et al., 1986, Arch. Virol.
91:271-276). O PCVZ2, contrariamente ao PCV1, estd intimamente
associado com a sindrome de atraso de crescimento
multissistémico pds—-desmame (PMWS) em porcos em desmame
(consultar Allan G. et al., 1998, Furope. J. Vet. Diagn.
Investig. 10:3-10; Ellis, J. et al., 1998, Can. Vet. J. 39:44-
51 e Morozov, I. et al., 1998, J. Clin. Microbiol. 36:2535-
2541). As sequéncias de nucledétidos de PCV1 sao reveladas em
Mankertz, A., et al. (1997, J. Virol. 71:2562-2566) e Meehan,
B.M., et al. (1997, J. Gen. Virol. 78:221-227) e as sequéncias
de nucledtidos de PCV2 sao reveladas em Hamel, A.L. et al.
(1998, J. Virol. 72:5262-5267); Mankertz, A. et al. (2000,
Virus Res. 66:65-77) e Meehan, B.M. et al. (1998, J. Gen.
Virol. 79:2171-2179) . Revelam-se estirpes de PCV2 em
WO 00/01409 que foram depositadas em European Collection of
Cell Cultures, Centre for Applied Microbiology & Research,
Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, Reino Unido e
incluem: n.° de acesso V97100219; n.° de acesso V9700218;
n.° de acesso V97100217; n.° de acesso V98011608; e n.° de
acesso V98011609. WO 00/77216 também revela PCV2.

Os estudos publicados até hoje sobre o PCV2 utilizaram
quer homogenatos de tecido, quer virus cultivados derivados de
isolados de campo. Tischer et al. (1987, Arch Virol. 96:39-57)
relatam que as células de rim porcino sdo estimuladas para
entrar na fase S do ciclo celular por tratamento com
D-glucosamina. Contudo o tratamento deve ser efectuado
cuidadosamente porque a D-glucosamina € tdéxica para a cultura
celular (consultar, Allan et al., (2000). J. Vet. Diagn.
Investigation. 12:3-14). Continua a haver uma necessidade de
métodos para cultivar circovirus, tais como por exemplo, PCV1
e PCV2 e outros circovirus de modo a obter circovirus puros.
Tais métodos seriam vantajosos em particular para a preparacgao
de antigénios PCVZ2 como vacinas dirigidas contra PMWS. O
presente invento visa essa necessidade.

Todas as patentes e publicacgdes sao agqui incorporadas na
sua totalidade.
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DESCRICAO DO INVENTO

0O presente invento proporciona métodos de cultura de
circovirus de mamifero incluindo: a) obter células de mamifero
gue expressam uma funcao El1 de adenovirus de mamifero, em que
as referidas células sao permissivas para replicacdao de
circovirus de mamifero; Db) introduzir o referido genoma de
circovirus de mamifero ou uma sua parte capaz de replicacgao
nas referidas células de mamifero; e c¢) cultivar as referidas
células de mamifero sob condigdes adequadas para replicagao do
referido circovirus de mamifero. Nalgumas concretizacgdes, o
método inclui adicionalmente recuperar o referido circovirus
das referidas células cultivadas.

Nalgumas concretizagdes, o circovirus de mamifero &
circovirus porcino, tal como por exemplo, circovirus 1 porcino
(PCV1l) ou circovirus 2 porcino (PCV2). Ainda em concretizagdes
adicionais, o <circovirus porcino inclui uma sequéncia de
nucledétidos quimérica. Noutras concretizacgdes, as células de
mamifero sdao de origem porcina. Ainda noutras concretizacgdes,
as células de mamifero sdao células de retina porcina.

Noutras concretizacgdes, a funcao E1 de adenovirus de
mamifero é a funcdao El1 de adenovirus humano. Ainda noutras
concretizacgdes, a funcdo El1 de adenovirus de mamifero é a
fungdo E1 de adenovirus porcino. Em concretizacdes adicionais,
a funcdo El1 é a funcdo EIA e/ou EIB. Ainda em concretizacgdes
adicionais, a célula de mamifero que expressa a funcdo E1 de
mamifero é transformada estavelmente com sequéncias génicas E1
de mamifero. Noutras concretizacdes, a sequéncia do gene E1 de
mamifero ¢é heterdloga relativamente a referida célula de
mamifero.

O presente invento também proporciona células de mamifero
recombinantes que expressam uma funcdo E1 de adenovirus de
mamifero e inclui um genoma de circovirus de mamifero ou uma
sua parte capaz de replicacdao e em que as referidas células
sdo permissivas para a replicagdao do referido circovirus de
mamifero. Nalgumas concretizagdes, o circovirus de mamifero é
circovirus porcino tal como por exemplo, circovirus 1 porcino
(PCV1) ou circovirus 2 porcino (PCV2). Ainda em concretizacdes
adicionais, o circovirus porcino inclui uma sequéncia de
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nucledétidos gquimérica. Nalgumas concretizacdes, a funcao E1 de
adenovirus ¢é a funcdo E1 de adenovirus humano. Noutras
concretizacgdes, a funcadao E1 ¢é a funcdo El1 de adenovirus
porcino. Noutras concretizacgdes, a célula de mamifero & de
origem porcina. Em concretizagdes adicionais, a célula de
mamifero é uma célula de retina porcina. Ainda em
concretizagdes adicionais, a célula de mamifero que expressa a
fungdo E1 de mamifero ¢é transformada estavelmente com
sequéncias do gene E1 de adenovirus de mamifero. ©Noutras
concretizacdes, a sequéncia do gene FEl1 de mamifero é
heterdloga relativamente a referida célula de mamifero.

0 presente invento também proporciona métodos de
preparacdo de uma célula recombinante de mamifero que expressa
uma funcdo El1 de adenovirus de mamifero e incluindo um genoma
de circovirus de mamifero incluindo as etapas de, a) obter uma
célula de mamifero gque expressa uma funcdo El de adenovirus de
mamifero; e b) introduzir o referido genoma de circovirus de
mamifero ou uma sua parte capaz de replicacdao na referida
célula de mamifero. Em concretizacdes adicionais, o método
inclui a etapa adicional de cultura da célula recombinante de
mamifero sob condig¢des adequadas para a replicacadao do referido
circovirus de mamifero. Em concretizacgdes adicionais, o método
inclui recuperar o referido circovirus das referidas células
cultivadas. Nalgumas concretizacdes, o circovirus de mamifero
é circovirus porcino tal como por exemplo, circovirus 1
porcino (PCV1l) ou circovirus 2 porcino (PCV2). Ainda em
concretizacgdes adicionais, o circovirus porcino inclui uma
sequéncia de nucledtidos quimérica. Em concretizacdes
adicionais as células de mamifero s&o de origem porcina. Ainda
em concretizagdes adicionais as células de mamifero séo
células de retina porcina. Em concretizag¢des adicionais, a
fungdo E1 de adenovirus é a fungao El de adenovirus humano ou
a funcao E1 de adenovirus porcino. Ainda em concretizagdes
adicionais, a célula de mamifero que expressa a funcao El1 de
adenovirus de mamifero ¢é transformada estavelmente com as
sequéncias do gene E1 de adenovirus de mamifero. ©Noutras
concretizacdbes, a sequéncia do gene El de mamifero é
heterdloga relativamente a referida célula de mamifero.
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DESCRICAO SUCINTA DAS FIGURAS

As figuras 1A-1B proporcionam a caracterizacao e titulacao
do virus PCV2 gerado por transfecgcdo de ADN e extracgao a
partir de células VIDO R1 infectadas pelo método Hirt. (A) PCR
utilizando iniciadores especificos de PCV2 e ADN de células

infectadas com PCV2 (pista 1) e com infeccao simulada
(pista 2). Utilizou-se um plasmideo contendo o genoma de PCV2
como controlo (pista 3). Carregou-se a escada de ADN de 1 kb

de GIBCO BRL na pista M. (B) Digeriu-se ADN viral de células
infectadas com PCV2 (pistas 1, 3 e 5) e com infeccao simulada
(pistas 2, 4 e 6) com Ncol e Stul (pistas I e 2), EcoRI e Stul
(pistas 3 e 4) e EcoRI e EcCoRV (pistas 5 e 6). Carregou-se a
escada de ADN l-kb-plus da GIBCO BRL na pista M.

As figuras 2A-2B representam a titulacdao de PCV2 por
coloragcao por imunoperoxidase. As 72 h apds infeccgao,
incubaram-se células VIDO Rl com infeccao simulada (A) ou
infectadas com PCV2 (B) com anticorpo policlonal anti-ORF2 de
ratinho e anticorpo secunddrio biotinilado. Apds aplicacao de
um complexo de avidina e peroxidase de rdbano biotinilada,
revelou-se a monocamada com tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB). Uma célula escura resulta de infeccao

por uma particula viral.

As figuras 3A-3C apresentam a sequéncia de nucledtidos (A)
e a sequéncia de aminodcidos para ORF 1 (B) e ORF 2 (C) de
circovirus porcino 2 (PCV2) tal como descrito no numero de
acesso no Genbank AF086834.

MELHOR FORMA DE REALIZACAO DO INVENTO

O presente invento refere-se a composicdes e métodos para
cultivar circovirus de mamifero, em particular circovirus
porcino. O presente invento baseia-se na constatacdo de que
uma célula porcina que expressa a fungdo EI1 humana era
susceptivel de ser transfectada com um genoma de virus PCV2 e
gerar virus PCV2 com um titulo viral elevado. A linha celular
VIDO R1l, depositada na ATCC e com o numero de acesso ATCC
PTA-155, é uma linha celular de retina porcina transformada
com El1 de adenovirus-5 humano (HAV5), que se demonstrou
induzir a fase S do ciclo celular e efectuar activacao trans
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da transcricado. Consultar, Shenk, T. (1996). “Adenoviridae:
the viruses and their replication” em Fields Virology. 3% ed.

B.N. Fields, D.M. Knipe e P.M. Howley (ed.) Lippincott-Raven
Publishers, Philadelphia, New York, p. 2111-2148. Tal como
aquil descrito no exemplo 3, transfectaram-se células VIDO R1
com um genoma de PCV2 e geraram-se virus a 2x10’ UI/ml.

A pratica do presente invento emprega, salvo indicagdo em
contrario, técnicas convencionais de microbiologia,
imunologia, virologia, biologia molecular e de ADN
recombinante que fazem parte dos conhecimentos dos peritos na
especialidade. Estas técnicas estdao completamente explicadas
na literatura. Consultar, e.g., Maniatis et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (1982); DNA Cloning: A Practical
Approach, wvol. I e 1II (D. Glover, ed.); Oligonucleotide
Synthesis (N. Gait, ed. (1984)); Nucleic Acid Hybridization
(B. Hames e S. Higgins, ed. (1985)); Transcription and
Translation (B. Hames e S. Higgins, ed. (1984)); Animal Cell
Culture (R. Freshney, ed. (1986)); Perbal, A Practical Guide
to Molecular Cloning (1984); Ausubel, et al., Current
Protocols In Molecular Biology, John Wiley & Sons (1987, 1988,
1989, 1990, 1991, 1992, 1993, 1994, 1995, 1996); e Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2@ edicgao); vol.
I, IT e III (1989).

Os Circoviridae, uma familia de virus com virides redondos
e desprovidos de invdlucro com didmetros médios entre 17 a
23,5 nm contendo ADN em cadeia simples (ADNcs) e circular
estdo descritos no sexto relatdério do comité internacional de
taxonomia de virus, anteriormente mencionado. Membros do grupo
incluem os circovirus porcinos, PCV1l e PCV2. Sabe-se que
alguns dos PCV sao patogénicos, tais como PCV2, associado com
PMWS.

Proporcionam-se sequéncias de nucledétidos para PCV1 em
Mankertz, A., et al., 1997, J. Virol. 71:2562-2566 e Meehan,
B.M. et al., 1997, J. Gen. Virol. 78:221-227. Proporcionam-se
sequéncias de nucledétidos para PCV2 em Hamel, A.L. et al.,
1998, J. Virol. 72:5262-5267; Mankertz, A. et al., 2000, Virus
Res. 66:65-77 e Meehan, B.M. et al., 1998, J. Gen. Virol.
79:2171-2179. Depositaram-se estirpes representativas de PCV2
em European Collection of Cell Cultures, Centre for Applied
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Microbiology & Research, Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4
0JG, Reino Unido e incluem o n.° de acesso V97100219; o n.° de
acesso V9700218; o n.° de acesso V97100217; o n.° de acesso
v98011608; e o n.° de acesso V98011609. WO 00/77216 também
revela PCV2. As sequéncias de nucledétidos de PCV2 também foram
publicadas em Hamel et al., (1998), J. Virol. vol. 72, 6:5262-
5267 (GenBank AF027217) e em Morozov et al., (1998), J.
Clinical Microb. wvol. 36, 9:2535-2541, assim como GenBank
AF086834; AF086835; e AF086836. A comparacao entre as
sequéncias de nucledtidos publicadas para PCV1 e PCV2 revela
uma identidade <80%, apesar da organizacao gendmica ser
semelhante, especialmente no arranjo dos dois maiores quadros
de leitura abertos (ORF) com uma origem de replicacao de ADN
putativa.

O presente invento abrange métodos de cultura de
circovirus de mamifero e em particular, circovirus porcino
(PCV). O presente invento abrange métodos de cultura de PCV
incluindo as sequéncias de nucledtidos PCV aqui reveladas ou
conhecidas na arte ou seus ORF ou partes destes dque séao
capazes de replicagcao. O presente invento também abrange
métodos de cultura de PCV com sequéncias de nucledtidos de PCV
que diferem, devido a degenerescéncia do cdédigo genético, das
aqui reveladas ou conhecidas na arte ou seus ORF ou suas
partes capazes de replicacadao. O presente 1invento abrange
adicionalmente métodos de cultura de PCV incluindo wvariacdes
de sequéncias de nucledétidos de PCV gue nao alteram a
funcionalidade ou especificidade da estirpe da sequéncia de
nucledétidos ou seus ORF ou suas partes capazes de replicacéao.
O presente invento também abrange métodos de cultura de PCV
incluindo sequéncias de nucledtidos de PCV capazes de hibridar
com as sequéncias agqui reveladas sob condigdes de rigor
intermédio a elevado e métodos de cultura de PCV incluindo
mutacdes da sequéncia de nucledtidos de PCV aqui revelada ou
conhecida na arte, tais como delecgdes ou mutacdes pontuails ou
seus ORF ou suas partes capazes de replicacao. O presente
invento também abrange métodos de cultura de PCV incluindo
sequéncias de nucledtidos heterdlogas. O presente invento
abrange métodos de cultura de PCV incluindo sequéncias de
nucledétidos de circovirus quiméricas tais como, por exemplo,
sequéncias de nucledtidos de circovirus porcino em fusdo com
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sequéncias de nucledtidos de outros virus patogénicos tais
como virus porcino patogénico, incluindo parvovirus.

Tal como aqui utilizada, uma sequéncia de nucledtidos
heterdloga, relativamente a um circovirus ou a uma célula de
mamifero, é aquela que nédo estd normalmente associada com as
sequéncias de circovirus como parte do genoma do circovirus ou
aquela que ndo estd normalmente associada com a célula de
mamifero, respectivamente. Sequéncias de nucledétidos
heterélogas incluem sequéncias sintéticas. As reacgdes de
hibridacdao podem ser efectuadas sob condigdes de diferente
“rigor”. As condig¢des que aumentam o rigor de uma reaccao de
hibridacao estao amplamente conhecidas e publicadas na arte.
Consultar, por exemplo, Sambrook et al. (1989) na pagina 7.52.
Exemplos de condigdes relevantes incluem (ordenadas por rigor
crescente): temperaturas de incubacdao de 25°C, 37°C, 50°C e
68°C; concentracgdes de tampao de SSC 10X, SSC 6X, SSC 1X, SSC
0,1X (em gue SSC €& NaCl 0,15 M e tampao citrato 15 mM) e seus
equivalentes utilizando outros sistemas tampao; concentracdes
de formamida de 0%, 25%, 50% e 75%; tempos de incubacao desde
5 minutos a 24 horas; 1, 2 ou mais etapas de lavagem; tempos
de incubacao para lavagem de 1, 2 ou 15 minutos; e solugdes de
lavagem de SSC 6X, SSC 1X, SSC 0,1X ou &agua desionizada. Um
exemplo de condigdes de hibridacao rigorosas ¢é 68°C e SSC
0,1X.

Os genomas de PCV codificam varias sequéncias de
polipéptidos, numa gama de tamanho aproximado entre 8 e 35 kD.
Considera-se um procedimento rotineiro a determinacao de
quadros de leitura abertos (ORF) para circovirus porcinos
utilizando utilitdrios padrdo tal como por exemplo, MacVector®
(Oxford Molecular Group Inc., MD 21030). O maior ORF, ORFI1,
dos dois tipos de PCV apresenta apenas variacodes
insignificantes com uma identidade de 85% (tal como medida
pelo programa Clustal) e demonstrou-se ser a proteina Rep em
PCV1l (Mankertz, A., et al., 1998, J. Gen. Virol. 79:381-384).
Sem querer estar limitado pela teoria, uma taxa de variacao
mais elevada apresentada nas sequéncias ORF2 de PCV1 e PCV2
(identidade de cerca de 65%) sugeriria que as caracteristicas
de PCV especificas do tipo poderiam ser determinadas pela
respectiva proteina ORF2. Mapearam-se varios epitopos de PCV
egpecificos do tipo nas seqguéncias ORF2 de PCV2. Consultar
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Mahe, D. et al., 2000, J. Gen. Virol. 81:1815-24. Noutro
estudo recente, a ORF2 de PCV2 foi identificada como uma
proteina estrutural ©principal que pode formar particulas
virais do tipo cépside em células de insecto infectadas com
ORF2 que expressa baculovirus recombinante. Consultar
Nawagitgul, P. et al., 2000, J. Gen. Virol. 81:2281-2287.

Nalgumas concretizacgdes ilustrativas do invento aqui
revelado, constrdéi-se um vector recombinante incluindo um
genoma de PCV ou um seu ORF ou uma sua parte, tal como uma
regido antigénica por recombinagdo in vitro entre um plasmideo
e um genoma PCV. Nalgumas concretizag¢des, o genoma PCV & um
genoma PCV2. Noutras concretizacgdes, constrdéi-se um vector
recombinante incluindo um genoma PCV ou um seu ORF ou uma sua
parte, tal como uma regido antigénica por recombinagdo 1in
vivo. Sao conhecidos na arte métodos de recombinacgao in vivo e
incluem, por exemplo, os métodos revelados em Chartier, et al.
(1996, J. Virol. 70:4805-4810) . Vectores para construir
genomas de circovirus incluem por exemplo, plasmideos
bacterianos que permitem a producdao de cdpias multiplas da
sequéncia de nucledtidos do circovirus clonado. Nalgumas
concretizagdes, o plasmideo é co-transfectado para uma célula
hospedeira adequada para recombinacdao. As células hospedeiras
adequadas para recombinacao incluem qualgquer célula que
suporte recombinac¢do entre um genoma PCV e um plasmideo
contendo sequéncias de PCV ou entre dois ou mais plasmideos,
cada um contendo sequéncias de PCV. A recombinacdo ¢é
geralmente efectuada em células procaridticas, tal como
E. coli por exemplo, ao passo que a geracao de circovirus é
efectuada preferentemente em células de mamifero permissivas
para replicacdao de PCV, tais como por exemplo células porcinas
e em particular, células porcinas capazes de expressar a

funcado E1 de adenovirus de mamifero.

O presente invento abrange a utilizacdo de qualquer célula
hospedeira de mamifero permissiva para replicacao de
circovirus e em particular, permissiva para replicacao de PCV,
tal como PCV1I e PCVZ2. Allan et al. (1995, Veterinary
Microbiology 44: 49-64) relatam que o PCV replica em culturas
de mondécitos/macréfagos porcinas e bovinas. Tischer et al.
(1987, Arch. Virol. 96:39-57) relatam que se sabe que o PCV
necessita de células em divisdo activa para replicagdao em
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cultura celular. 0s exemplos de células ou linhas celulares
Uteils para replicacdo de PCV incluem células de mamifero
apresentando a funcao El e permissivas para replicacao de PCV,
incluindo células porcinas tais como células de
mondécitos/macréfagos porcinas e células de retina porcina que
expressam a fungdao E1 de adenovirus. Numa concretizagéao
ilustrativa aqui revelada, mostra-se que células de retina
porcina gque expressam a funcdo El1 de adenovirus humano sao
permissivas para replicacao de PCV2 e mostra-se que geram
virus a 2x10’ UI/ml. Estdo disponiveis 1linhas celulares
porcinas de fontes acessiveis ao publico tal como por exemplo
American Type Tissue Collection (ATCC). O crescimento de
culturas de células Dbacterianas, assim como a cultura e a
manutencdo de linhas de células eucaridticas e de células de
mamifero sdao procedimentos bem conhecidos dos peritos na arte.

O presente invento abrange métodos de cultura de
circovirus de mamifero, em particular, circovirus porcino em
células hospedeiras de mamifero transfectadas com sequéncias
génicas de El de adenovirus de mamifero. Nalgumas
concretizacgodes, a célula de mamifero é transformada
estavelmente com sequéncias génicas de E1 de adenovirus.
Nalgumas concretizacgdes, as sequéncias génicas de E1 séao
integradas no genoma da célula de mamifero. Noutras
concretizacdes, as sequéncias génicas de E1 estdao presentes
num plasmideo de replicacdo. Ainda noutras concretizacgdes, a
sequéncia génica de E1 é heterdloga a célula de mamifero. Numa
concretizacao 1lustrativa aqui revelada transforma-se uma
célula de mamifero porcina com uma sequéncia génica de E1 de
adenovirus 5 humano. O presente invento abrange a utilizacao
de qgualquer célula de mamifero ou linha celular de mamifero
que expressa a funcédo El1 desde que a célula de mamifero ou a
linha celular que expressa a funcao El seja permissiva para a
replicagcao de circovirus, em particular circovirus porcino,
tal como por exemplo, circovirus 1 porcino ou circovirus 2
porcino. Em concretizacgdes preferidas, a célula de mamifero é
uma célula porcina ou uma linha celular porcina. O presente
invento abrange a utilizacao de qualquer funcao El de mamifero
desde que a célula hospedeira de mamifero que expressa a
funcdo E1 de mamifero seja permissiva para replicacdao de
circovirus, em particular PCV, tal como por exemplo,
circovirus 1 porcino ou circovirus 2 porcino. 0s genomas de
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adenovirus de mamifero sao conhecidos na arte e sao revelados
em, por exemplo, Reddy et al. (1998, Journal of Virology,
72:1394) que revela a sequéncia de nucledétidos, a organizacéo
do genoma e o mapa de transcricdao do adenovirus 3 de bovino
(BAV3); e Kleiboeker (1995, Virus Res. 36:259-268), que revela
a regidao E1 de PAV-4. 0O presente invento abrange a funcao E1
de qualquer dos diferentes serotipos de adenovirus humano, tal
como Adz2, Ad5, Adl2 e Ad40. Numa concretizacao ilustrativa
aqui revelada no exemplo 1, a funcdo E1 & a funcado El1 de AdS
humano. O gene EIA humano € expresso 1mediatamente apds
infecgcao viral (0-2 horas) e antes de quaisquer outros genes
virais. Flint (1982) Biochem. Biophys. Acta 651:175-208; Flint
(1986) Advances Virus Research 31:169-228; Grand (1987)
Biochem. J. 241:25-38. O local de iniciacado da transcricao de
E1A de Ad5 é no nucledétido 498 e o local de iniciacao ATG da
proteina E1A é no nucledtido 560 do genoma viral. A proteina
E1B funciona em trans e € necessdria para o transporte de ARNm
tardio do nucleo para o citoplasma. O promotor EIB de AdS5
consiste num Unico local de reconhecimento de afinidade
elevada para Spl e caixa TATA. Nomeadamente, as sequéncias
génicas de El1A e E1B de adenovirus humano 5 localizam-se nos
nucledétidos 505-4034 da sequéncia de nucledétidos proporcionada
em Chroboezek, J. et al. (1992, Virology. 186:280-285). Numa
concretizacao ilustrativa aqui revelada nos exemplos, a célula
hospedeira de mamifero ¢é uma célula hospedeira porcina
transfectada com sequéncias génicas El de adenovirus 5 humano.

O genoma de PCV pode ser isolado de virides de PCV ou pode
incluir um genoma PCV que foi inserido num plasmideo,
utilizando técnicas padréao de biologia molecular e
biotecnologia. Descreve-se a clonagem do genoma PCV2 completo
para o vector pBluescript II KS(+) de Strategene por PCR em
Liu, et al. (2000, J. Clin. Microbiol. Vol. 38:3474-3477). O
ADN gendémico de PCV2 completo pode ser libertado do plasmideo
resultante por digestao com SacIT.

LA introducao de sequéncias de nucledtidos de circovirus em
células hospedeiras de mamifero permissivas pode ser efectuada
por qualquer método conhecido na arte, incluindo, entre
outros, transfeccao e transformacado incluindo, entre outros,
micro-injecgao, electroporagao, precipitacdao com CaPO,, DEAE-
dextrano, lipossomas, bombardeamento com particulas, etc.
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Descreve—-se aqui no exemplo 3 um método ilustrativo para
transfectar sequéncias de nucledétidos de PCV2 para células
VIDO RI1.

Os métodos para cultura de células procaridticas, tais
como células Dbacterianas, e células eucaridticas, tals como
células hospedeiras de mamifero que expressam a funcdo E1 de
adenovirus sdo actualmente rotineiras para o0s peritos na arte.

Os seguintes exemplos sao apresentados para ilustrar mas
nao limitam o invento. Todas as referéncias e publicacdes de
patente aqui reveladas sao aqui incorporadas na sua
globalidade por referéncia.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Preparagéo de células de retina porcina
transfectadas com sequéncias de gene El de adenovirus humano
(células VIDO R1)

As culturas primdrias de células de retina embriondria
porcina foram transfectadas com 10 upg de plasmideo pTG4671
(Transgene, Estrasburgo, Franca) pela técnica de fosfato de
cdlcio. O plasmideo pTG4671 contém as sequéncias E1A e EIB
completas (nt 505-4034) de HAV-5, conjuntamente com o gene de
puromicina-acetiltransferase como marcador seleccionavel.
Neste plasmideo, a regido El1 estd sob controlo do promotor
constitutivo do gene da fosfoglicerato-gquinase de ratinho e o
gene da puromicina-acetiltransferase é controlado pelo
promotor precoce de SV40 constitutivo. Seleccionaram-se as
células transformadas por trés passagens em meio contendo
puromicina a 7 pg/ml, identificaram-se com base na alteracéo
da sua morfologia de um foco uUnico (i.e., perda de inibicado de
contacto) e sujeitaram-se a clonagem de célula unica. A linha
celular estabelecida foi primeiro ensaiada gquanto a sua
capacidade para sustentar crescimento de mutantes de delecgao
de E1 de HAV-5. Subsequentemente, a linha celular foi
investigada adicionalmente quanto a presenca de sequéncias El1
no genoma por PCR, expressao de proteinas E1A e EIB por
transferéncia de Western e por tempo de duplicacdao em
condigdes de cultura celular. Detectaram-se sequéncias E1 e
demonstrou-se a producao de proteinas E1A e E1B ©por
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imunoprecipitacdo. O tempo de duplicacdao foi mais curto
comparativamente com o da linha celular parental.

Para avaliar a estabilidade da expressao de E1,
cultivaram-se células VIDO R1 através de mais de 50 passagens
(desdobramento 1:3 duas vezes Ppor sSemana) e ensalaram-se
quanto a sua capacidade de sustentar a replicacgdo de HAV-5 com
delecdo de El. A expressao das proteinas E1A e EIB foi também
monitorizada a intervalos de tempo regulares por transferéncia
de Western. Os resultados 1indicaram gque a linha VIDO RI1
manteve a capacidade para sustentar crescimento de virus com
delecdo de El e expressaram niveis semelhantes de proteinas E1
durante mais de 50 ©passagens em cultura. Assim, pode
considerar-se gque VIDO R1 é uma linha celular estabelecida. A
linha celular VIDO R1 foi depositada em American Type Culture
Collection (ATCC) e tem o numero de acesso ATCC PTA-155.

Exemplo 2

0O exemplo 2 ©proporciona uma descricao da clonagem
molecular do genoma PCV2 completo.

Inicialmente, o ADN de PCV2 foi amplificado por PCR a
partir de ADN total extraido de um leitdo com PMWS. A clonagem
do ADN gendmico completo de PCV2 para o vector pBRluescript II
KS(+) (Stratagene) por reaccao de polimerizacao em cadeia
(PCR) foi descrito por Liu et al. (2000). J. Clin. Microbiol.
38:3474-3477). A sequéncia de PCV2 foi submetida a GeneBank

(N.° de acesso AF086834). O ADN gendmico completo de PCV2 é
libertado do plasmideo resultante por digestdo com SacII.

Exemplo 3

O exemplo 3 descreve a transfecgao de células VIDO R1, tal
como descrito no Exemplo 1, com um plasmideo contendo o genoma
de PCV2 tal como construido no exemplo 2.

Materiais e métodos

Cultura celular

Mantiveram-se a linha celular de retina porcina fetal,
VIDO R1l, tal como descrito no exemplo 1 e células Vero (ATCC)
a 37°C com CO; a 5% em meio MEM baseado em Eagle suplementado
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com soro fetal bovino (FBS) inactivado por calor a 10% ou 5%,
respectivamente.

Transfecgcdo e infeccao

Transfectaram-se monocamadas de células VIDO R1 cultivadas
numa placa de seis pogos com ADN PCV2 clonado utilizando
Lipofectin de acordo com as recomendagdes do fabricante (GIBCO
BRL). Antes da transfeccao, libertou-se o genoma completo PCVZ2
do plasmideo por digestao com SacIlII (Liu, Q., et al., 2000, J.
Clin. Microbiol. 38:3474-3477). Para infecgao, as células VIDO
R1 transfectadas foram sujeitas a trés ciclos de congelacao
(=70°C) e descongelamento (37°C) . 0O 1lisado foi entéao
clarificado por <centrifugagcao e utilizado para 1infectar
células VIDO R1 frescas. Em relatos publicados, utiliza-se uma
linha celular de rim porcino isenta de PCV1 para cultura de
virus PCV2. Para estimular a entrada em fase S no ciclo
celular, as células de rim porcino sao sempre tratadas com
D-glucosamina (consultar Tischer et al., (1987). Arch Virol.
96:39-57.). Contudo, o tratamento deve gser efectuado com
cuidado porque a D-glucosamina & téxica para a cultura celular
(consultar Allan et al., (2000). J. Vet. Diagn. Investigation.
12:3-14). Contrariamente, dado que a linha celular VIDO RI1
utilizada neste estudo foi transformada com HAVS-El1l que pode
induzir a fase S8, o tratamento com D-glucosamina nao foi
necessario.

Exemplo 4

Purificagdo e titulagao de virus

Para a purificagdo de virus PCV2, incubaram-se células
VIDO R1 infectadas com PCV2 com Triton X-114 a 0,5% em solucao
salina tamponada de fosfato (PBS) a 37°C durante 45 min
seguido por extraccao com Freon 113 (1,1,2-tricloro-
trifluoroetano). Os residuos celulares e membranas foram
clarificados por centrifugacao a 2000 g durante 15 min. Os
virus no sobrenadante foram sedimentados a 35 000 g durante 3h
através de uma almofada de sacarose a 20%. 0O sedimento de
virus foi suspenso em PBS e armazenado a -70°C. Os titulos de
virus foram determinados como unidades infecciosas (UI) por
coloracado quantitativa de proteina ORF2 com imunoperoxidase.
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Para este propdésito, infectaram-se as monocamadas celulares em
placas de 12 pogos com diluigdes em série de virus. Apds
adsorcao de virus durante 1 h, as células foram lavadas e
tapadas com MEM contendo FBS a 2% e agarose a 0,7%. No dia 3
apdés infeccdo (p.i.), a camada de agarose foi removida e
fixaram-se e permeabilizaram-se as células com metanol/acetona
(1:1 em wvolume) durante 20 min a -20°C. Apds bloqueio com
albumina de soro bovino a 1% durante 1 h a temperatura
ambiente, as células foram incubadas com soro anti-ORF2 de
coelho (Liu et al., 2001, Protein Expression and Purification.
21:115-120). Apds incubacao durante 2 h, as placas foram
lavadas com PBS e seguidamente processadas utilizando o kit
VECTASTAIN Elite ABC (Vector Laboratories). A reaccao foi
revelada com tetracloridrato de 3,3 -diaminobenzidina (DAB) e
observada ao microscépio. Por contagem das células coradas
positivamente, o titulo de virus foi expresso em UI em qgue
1 UI foi definida como uma célula/foco corada positivamente a
3 d.p.1i.

Extracgdo e caracterizacgao de ADN viral

O ADN viral foi extraido de monocamadas de células VIDO RI
infectadas com PCV2 pelo método de Hirt (1967, J. Mol. Biol.
26:365-369). O ADN viral foi entdo caracterizado por andlise
de restricao e reacgao de polimerizacdo em cadeia (PCR) tal
como descrito em Liu et al., (2000). J. C(Clin. Microbiol.
38:3474-3477) .

Amplificou-se um produto de tamanho especifico por PCR
utilizando ADN extraido de células infectadas como molde e
iniciadores especificos de PCV-2, enquanto nao foi amplificado
qualguer ADN a partir de células de controlo, ndo infectadas.
As digestdes de ADN viral com Ncol e Stul, de forma
consistente com os padrdes de restricao esperados, resultaram
em dois fragmentos de 1291 pb e 477 pb de tamanho,
respectivamente; a digestao com EcoRI e Stul produziu dois
fragmentos de 1492 pb e 276 pb de tamanho, respectivamente; e
a digestdo com EcoRI e EcoRV gerou doils fragmentos de 1094 pb
e 674 pb de tamanho, respectivamente. Os dados indicam que se
obteve o virus PCV2. Utilizando um ensaio de imunocoloracao e
por contagem das células que coraram positivamente,
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determinou-se o titulo de virus desta preparacdao como sendo
2x107 UI/ml.

Lisboa, 2009-07-13
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REIVINDICACOES
1. Método para cultura de um circovirus de mamifero

compreendendo:

a) obter células de mamifero que expressam uma funcdo E1 de
adenovirus de mamifero, em que as referidas células sao

permissivas para replicacdo de circovirus de mamifero;

b) introduzir o genoma de circovirus de mamifero, ou uma sua
parte capaz de replicacgao, nas referidas células de
mamifero; e

c) cultivar as referidas células de mamifero em condicgdes
adequadas para replicacao do referido circovirus de
mamifero.

2. Método para replicacao de um circovirus de mamifero
compreendo a cultura de uma célula de mamifero que compreende
um genoma de circovirus de mamifero, ou uma sua parte capaz de
replicacao, em condicdes adequadas para replicacao do referido
circovirus de mamifero, em que a célula de mamifero expressa
uma proteina funcional E1 de adenovirus de mamifero e ¢é
permissiva para replicacao de circovirus de mamifero.

3. Método da reivindicagdo 1 ou 2, em que o referido
circovirus de mamifero é circovirus porcino.

4., Método de preparagao de uma célula recombinante de
mamifero compreendendo uma funcao E1 de adenovirus de mamifero
e um genoma de circovirus porcino compreendendo as etapas de
a) obter uma célula de mamifero que expressa uma funcdo E1 de
adenovirus de mamifero; e b) introduzir o referido genoma de
circovirus porcino, ou uma sua parte capaz de replicacao, na
célula de mamifero.

5. Método de preparagao de uma célula recombinante de
mamifero compreendendo a introducdo de uma regido do gene E1
de adenovirus de mamifero numa célula de mamifero que
compreende um genoma de circovirus de mamifero, ou uma sua
parte capaz de replicacdo, em que a célula é permissiva para
replicagédo do circovirus de mamifero.

6. Método da reivindicagao 4 ou 5 compreendendo
adicionalmente a etapa de cultura da referida célula
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recombinante de mamifero em condig¢des adequadas para a
replicacao do referido circovirus porcino.

7. Método de gualquer uma das reivindicacgdes 1 a 3 ou 6
compreendendo adicionalmente recuperar o referido circovirus

das referidas células cultivadas.

8. Método de qualquer uma das reivindicagdes 3 a 7 em
que o referido circovirus porcino ¢é circovirus porcino de
tipo 2.

9. Método de qualgquer uma das reivindicacdes 3 a 7 em

que o referido circovirus porcino é circovirus porcino de
tipo 1.

10. Método de qgualquer uma das reivindicagdes anteriores
em que as referidas células de mamifero sdao de origem porcina.

11. Método da reivindicacdao 10, em que as referidas
células de mamifero sédo células de retina porcina.

12. Método de qgualquer uma das reivindicagdes anteriores
em que a referida fungdo E1 de adenovirus de mamifero é a
fungdo E1 de adenovirus humano.

13. Método de qualgquer uma das reivindicagdes 1 a 11 em
que a referida funcado El1 de adenovirus de mamifero €& a funcéo
El de adenovirus porcino.

14. Método de qualquer uma das reivindicacgdes anteriores
em que as referidas células de mamifero gue expressam a funcao
El de adenovirus de mamifero sao transformadas estavelmente
com uma sequéncia do gene El de adenovirus de mamifero.

15. Método da reivindicacdo 14 em que a referida
sequéncia do gene El1 de adenovirus de mamifero é heterdloga
para a referida célula de mamifero.

16. Método de qualquer uma das reivindicacgdes anteriores
em que a referida funcdo E1 é funcdo a EI1A e/ou EI1B.

17. Método de qualguer uma das reivindicacgdes 3 a 16 em
que o referido circovirus porcino compreende uma sequéncia de

nucledétidos quimérica.
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18. Célula recombinante de mamifero que expressa uma
fungdo E1 de adenovirus de mamifero e compreende um genoma de
circovirus porcino, ou uma sua parte capaz de replicacdo, e em
que a referida célula € permissiva para a replicacao do
referido circovirus porcino.

19. Célula recombinante de mamifero da reivindicagado 18
em que a referida funcdao E1 de adenovirus é a funcdo E1 de

adenovirus humano.

20. Célula recombinante de mamifero da reivindicacdo 18
em que a referida funcao E1 de adenovirus é a funcado E1 de
adenovirus porcino.

21. Célula recombinante de mamifero de qualquer uma das
reivindicacdes 18 a 20 em que a referida célula € de origem

porcina.

22. Célula recombinante de mamifero da reivindicacéao 21
em que a referida célula é uma célula de retina porcina.

23. Célula recombinante de mamifero de qualguer uma das
reivindicagcdes 18 a 22 em que a célula de mamifero que
expressa a funcao El1l de adenovirus de mamifero é transformada
estavelmente com uma sequéncia do gene E1 de adenovirus de
mamifero.

24. Célula recombinante de mamifero da reivindicacdao 23
em que a referida sequéncia do gene E1 é uma sequéncia do
gene El1 de adenovirus humano.

25. Célula recombinante de mamifero da reivindicacédo 23
em que a referida sequéncia do gene E1 de adenovirus de
mamifero ¢é heterdloga relativamente a referida célula de

mamifero.

Lisboa,2009-07-13
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RESUMO

“Métodos de cultura de circovirus”

O presente invento refere-se

a metodos de cultura de
circovirus e em particular,
circovirus porcino. O presente

invento proporciona composigdes
e métodos de cultura de
circovirus porcino em células de
mamifero qgue expressam a funcao

El de adenovirus de mamifero.
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FIG. 2A-2B
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ttgttggcga
ttgtgaagaa
agaaagccaa
ttattgaatg
gtaccttgtt
tcaaaaattt
attggaaaac
ctgctaattt
atggttacca
atgatctact
tacctttttt
cctcaactge
ggaagaatgt
catgccctga
ttttattatt
catacatggt
cgaggcctac
tgttatttqgg
gggagtggta
cataggttag
ccactccect
ttattctgta
agtcgtcecaat
ccttgacagt
tccaacggta
gatggctgeg
aaaacgaaag
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ttcggcagecg gcagcacctc ggcaacacct cagcagcaac atgcccagea
aagaagcgga ccccaaccac ataaaaggtg ggtgttcacg ctgaataatc
cgagcgcaag aaaatacggg agctcccaat ctccctattt gattatttta

ggagggtaat
gcaaactttt
aggaactgat
tggagctcet
ggagagcggg
ccgeggygcty
caatgtacac
tgcaaacccyg
tggtgaaaaa
gagactgtgt
ggcccgcagt
tgtcccaget
tacagaacaa
atttccatat
catttagggt
tacacggata
gtggtccaca
ttggaagtaa
ggagaagggt
ggctgtggec
atcaccectgg
gtattcaaag
attaaatctc
atatccgaag
gcggtggegg
ggggcggtgt
aagtgcgctg

gaggaaggac
aataaagtga
cagcagaata
cgatctcaag
attctggtga
gctgaacttt
ttcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatc
attctgatta
gtagaagctc
tccacggagg
gaaataaatt
ttaagtgggg
ttgtagtcct
tttctagagg
tcaatagtgg
tgggggattg
tttgttacaa
gtgatggggg
ggtatagaga
atcatgtcca
gtgcgggaga
gggtggacga
cttcttctgce
taagtatt

FIG. 3A

gaacacctca
agtggtattt
aagaatattg
gacaacggag
ccgttgeaaa
tgaaagtgag
ggccacctgg
actggaaacc
ttgatgactt
cattgactgt
ccagcaatca
tctatcggag
aagggggcca
actgagtctt
ggtctttaag
ggtcgtattt
tttgtagcet
agtcaagaac
tatggcggga
agttatcatc
agcagggcca
ttttgttggt
ccgeccagga
ggegggtgtt
gccaggggeg
ggtaacgcect

ccteccagggg
gggtgcccge
tagtaaagaa
tgacctgtct
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cgggaaaatg
gtgtggtaaa
acctaaaaac
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ttttatcact
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actgtttteg
cagccaaagce
aggtttgggt
ggagtagttt
tagaataaca
gaattcaacc
cccecectceece
gggcgttgtg
gaagatgcca
gcggcgdgagg
ccttggatac

ttcgetaatt
tgccacateg
ggcaacttac
actgctgtga
gtaacgtttg
caaaagcgtg
agcaaatggg
aagtggtggg
ctgcegtggg
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatttt
cttteceeee
tcgtaatggt.
ctgaattgta
aacgcagtgc
tgattecttt
gtgaagtaac
acatatgggt
gcagtggagc
ttaacctttc
gggggaacaa
actgtggtag
tttttcctte
atctggccaa
gtcatagctg
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MPSKKNGRSGPQPHKRWVFTLNNPSEDERKKIRELPISLFDYFI
VGEEGNEEGRTPHLQGFANFVKKQTFNKVKWYLGARCHIEKAKGTDQQNKEYCSKEGN
LLIECGAPRSQGQORSDLSTAVSTLLESGILVTVAKQHPVTFVKNFRGLAELLKVSGKM
QKRDWKTNVHF IVGPPGCGKSKWAANFANPETTYWKP PKNKWWDGYHGEKVVVIDDFY
GWLPWDDLLRLCDRYPLTVKTKGGTVPFLARSILITSNQTPLEWYSSTAVPAVEALYR
RITSLVFWKNVTEQSTEEGGQFVTLSPPCPEFPYEINY"

FIG. 3B

MTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGI
FNTRLSRTFGYTVKATTVTTPSWAVDMMRFNIDDFVPPGGGTNKISIPFEYYRIRKVK
VEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHTIPQPFSYHSRY
FTPKPVLDSTIDYFQOPNNKRNQLWLRLQTSRNVDHVGLGTAFENSKYDQDYNIRVTMY
VQFREFNLKDPPLKP"

FIG. 3C
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