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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "VACINA DE
DNA-PCV".

A presente invengéo refere-se a construtos de plasmideo codifi-
cando e expressando imundégenos de circovirus de porco (PCV para circovi-
rus de Porco) responsaveis pela sindrome de PMWS (Sindrome de Emacia-
¢ao Multissistémica do porco ou Sindrome de Emaciagdo Multissistémicas
Pés-lactacdo), a métodos de vacinagdo e a vacinas de DNA, bem como a
métodos de producdo e formulagéo dessas vacinas. Todos os documentos
citados aqui, e todos os documentos citados nos documentos citados aqui,
sao desse modo aqui incorporados a titulo de referéncia.

PCV foi originaimente detectado como um contaminante nonici-
topatogénico em tipos de célula de rim de porco PK/15. Esse virus foi classi-
ficado dentre os circoviridae com o virus da anemia de galinha (CAV para
virus da Anemia de Galinha) e o virus PBFDV (Virus da Doenca do Bico e
da Pena de Psitacina). Esses sao virus ndo-envelope pequenos (de a partir
de 15 a 24 nm), cuja caracteristica comum € conter um genoma na forma de
um DNA de filamento simples circular de 1,76 a 2,31 kilobases (Kb). Foi pri-
meiro imaginado que este genoma codificasse um polipeptideo de cerca de
30 kDa (Todd e outros, Arch. Virol., 1991, 117:129-135). Trabalho recente no
entanto mostrou uma transicao mais complexa (Meehan B.M. e outros, J.
Gen. Virol., 1997, 78:221-227). Além disso, nenhuma homologia significante
na seqiéncia de nucleotideo ou nos determinantes antigénicos comuns é
conhecida entre as trés espécies de circovirus conhecidas.

0 PCV derivado de células PK/15 é considerado ser patogénico.
Sua seqUéncia é conhecida de B. Mechan e outros, J. Gen. Virol., 1997 (78)
221-227. Foi apenas recentemente que alguns autores imaginaram que 0s
tipos de PCV pudessem ser patogénicos e estas associados a Sindrome de
PMWS (G.P.S. Nayar e outros, Can. Vet. J., 1997, 38:385-387 e Clark E.G.,
Proc. Am. Assoc. Swine Prac. 1997:499-501. Nayar e outros detectaram
DNA e PCV e porcos tendo a sindrome de PMW S usando técnicas de PCR.

Anticorpos monoclonais € policlonais direcionados contra circovi-

rus encontrados em porcos tendo os sintomas da sindrome de PMWS foram
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capazes de mostrar diferengas entre esses circovirus e o circovirus de porco
isolado da cultura de células de PK/15 (Allan G.M. e outros, Vet. Microbiol.,
1999, 66:115-123).

A sindrome de PMWS detectada no Canada, nos Estados Uni-
dos e na Franga € clinicamente caracterizada por uma perda gradual de
peso e por manifestacdes tal como taquipnéia, dispnéia e ictericia. Do ponto
de vista patoldgico, ela € manifestada por infiltragdes linfociticas ou granu-
lomatosas, linfodenopatias e mais raramente, por hepatite e nefrite linfocitica
ou granulomatosa. (Clarck E.G., Proc. Am. Assoc. Swine Prac., 1997:499-
501; La Semaine Vétérinaire No. 26, Supplement to La Semaine Vétérinaire
1996 (834); La Semaine Vétérinaire 1997 (857):54, G.P.S. Nayer e outros,
Can. Vet. J., 1997, 38:385-387).

Esses circovirus obtidos de América do Norte e da Europa sao
proximamente relacionados, com um grau de identidade de mais de 96% da
sua sequiéncia de nucleotideo, enquanto que o grau de identidade é menos
de 80% quando as seqiiéncias de nucleotideo desses circovirus séo compa-
radas com aquela de circovirus de porco isolados de células PK-15. Desse
modo, dois subgrupos virais foram propostos, PCV-2 para os circovirus as-
sociados & Sindrome de PMWS e PCV-1- para o0s circovirus isolados das
células PK-15 (Meeham B.M. me outros. J. Gen. Virol., 1998, 79:2171-2179;
WOA-9918214).

A requerente verificou que os construtos de plasmideo codifi-
cando e expressando imunégenos de PCV-2 podem ser usados para imuni-
zar porcos contra a sindrome de PMWS.

Os imundgenos de PCV-2 podem ser usados em combinagao
com imundgenos de PCV-1 para também imunizar esses animais contra
PCV-2.

De acordo com um modo menos preferido, os imundgenos de
PCV-1 podem ser usados sozinhos.

O objeto da presente invengéo séo construtos de plasmideo co-
dificando e expressando um imundgeno de PCV-1 ou PCV-2, em particular
as estruturas de leitura aberta (ORFs) 1 efou 2 para PCV-1 e ORFs 1 efou 2
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para PCV-2 (ORF significa Estrutura de Leitura Aberta).

E evidente que a invencdo automaticamente cobre os plasmi-
deos codificando e expressando seqiiéncias de nucleotideo equivalentes,
isto quer dizer que as seqléncias que ndo mudam nem a funcionalidade
nem a especificidade da cepa (a saber cepa do tipo 1 e cerca do tipo 2) do
gene considerado ou aqueles dos polipeptideos codificados por esses ge-
nes. As seqiiéncias que diferem pela degeneragéo do cédigo serdo inclui-
das, com certeza.

As seqliéncias de PCV-2 usadas nos exemplos sdo derivadas
de Meehan e outros, supra (Strain Imp. 1010; ORF1 nucleotides 398-1342;
ORF2 nuclectides 1381-314; e correspondem respectivamente a ORF4 e
ORF3 na US 09/161.092 de 25 de setembro de 1998 e a COL4 e COL13 no
WO-A-9918214). Outras cepas de PCV-2- e suas seqiiéncias foram publica-
das no WO-A-9918214 e chamadas Imp1008, Imp999, Imp1011-48285 e
Imp1011-48121, bem como em A.L. Hamel e outros, J. Virol., junho de 1998,
vol. 72, 6:5262-5267 (GenBank AF027217) e em . Morozov e outros, J. Cli-
nical Microb., setembro de 1998, vol. 36, 9:2535-2541, bem como GenBank
AF 086834, AF086835 e AF086836, € d4 acesso as sequéncias ORF equi-
valentes.

A invenc@o também engloba as seqléncias equivalentes no
sentido que elas sao também capazes de hibridizar para a seqliéncia de nu-
cleotideo do gene considerado sob condigdes de alta estringéncia. Dentre as
seqUéncias equivalentes podem ser também mencionados os fragmentos de
gene que conservam a imunogeneicidade da seqiéncia completa.

A homologia do genoma completa dos tipos 1 e 2 entre eles é de
cerca de 75%. Para ORF1, ¢ de cerca de 86% e para ORF2, cerca de 66%.
Do contrario, homologia entre genomas e entre ORFs dentro do tipo 2 esta
geralmente acima de 95%.

Sao também seqliéncias equivalentes de acordo com a presente
invengdo, para ORF1, aquelas seqléncias tendo uma homologia igual ou
maior do que 98%, em particular maior do que 90%, de preferéncia maior do
que 92% ou 95% com ORF1 da cepa Imp1010, e para ORF2, essas se-
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quéncias tendo uma homologia igual a ou maior do que 80%, em particular,
maior do que 85%, de preferéncia maior do que 90% ou 95% com ORF2 da
cepa Imp1010.

ORF1 e ORF2 de acordo com Meehan 1998 tém o potencial de
codificar proteinas com pesos moleculares previstos de 37,7 kD e 27,8 kD,
respectivamente, ORF3 e ORF4 (de acordo com Meehan e outros, corres-
pondem a ORF7 e ORF10, respectivamente, no WO-A-9918214) tém o po-
tencial de codificar proteinas com pesos moleculares previstos de 11,9 e 6,5
kD, respectivamente. A seqiiéncia dessas ORFs esta também disponivel no
GenBank AF055392. Elas podem ser também incorporadas a plasmideos e
ser usadas de acordo com a invengéo sozinhas ou em combinagéo, por
exemplo, com ORF1 e/ou ORF2.

As outras ORFs 1-3 e 5, 6, 89, 11-12 descritas na US
09/161.092 de 25 de setembro de 1998 (COLs 103 ¢ 5, 6, 8-9, 11-12 no WO-
A-9918214), podem ser usadas sob as condi¢des descritas aqui, em combi-
nagé&o ou de outro modo com cada uma ou com as ORFs 1 e conforme aqui
definido.

Isto também compreende o uso de seqiiéncias equivalentes na
tendéncia dada acima, em particular aquelas ORFs que vém de varios tipos
de PCV-2 citados aqui. Quanto & homologia, uma pessoa pode dizer com
exatidao que sdo equivalentes aquelas seqiiéncias que vém de um tipo de
PCV tendo uma ORF2 e/ou uma ORF1 que tem uma homologia conforme
acima definido com a ORF da cepa 1010. Para ORFs de acordo com Me-
ehan, pode ser também dito que a homologia tem que ser, por exemplo,
igual ou maior do que 80%, em particular, maior do que 85%, de preferéncia
maior do que 90% ou 95%, com ORF3 do tipo 1010. Para a ORF de acordo
com Meehan, 1998, ela pode ser igual ou maior do que 86%, em particular
maior do que 90%, de preferéncia maior do que 95% com ORF4 da cepa
Imp1010.

A partir da seqiéncia de nucleotideo gendmica, por exemplo,
aquelas descritas no WO-A-18214, ¢ rotina na técnica determinar as ORFs

usando um software padréo, tal como MacVector®. Também, alinhamento
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dos genomas com aquele do tipo 1010 e comparagéo com as ORFs da cepa
1010 permite que uma pessoa versada na técnica determine imediatamente
as ORFs no genoma para outra cepa (por exemplo, aguelas descritas no
WO-A-99.18214). Usar um software ou fazer alinhamento ndo é experimen-
tacdo indevida e dé acesso direto a ORFs equivalentes.

A palavras plasmideo é aqui pretendida englobar qualquer uni-
dade de transcripcdo de DNA na forma de uma seqliéncia de nucleotideo
compreendendo a seqliéncia de PCV a ser expressa e os elementos neces-
sarios para a sua expressao in vivo. A forma de plasmideo circular, superes-
piralada ou outra, é preferida. A forma linear estad também incluida no esco-
po da invengao.

O objeto da presente invengdo s@o mais particularmente os
plasmideos chamados pJP 109 (contendo o gene de ORF2 do PCV-2, Figu-
ta 1), pJP 111 (contendo o gene de ORF1 do PCV-2, Figura 1), pJP 120
(contendo o gene da ORF2 do PCV-1, Figura 3) e pJP 121 (contendo o gene
de ORF1 do PCV-1, Figura 4).

Cada plasmideo compreende um promotor capaz de assegurar,
nas células hospedeiro, a expresséo do gene inserido sob seu controle. Ele
é em geral um promotor eucaridtico forte e em particular um promotor inicial
de citomegalovirus CMV-IE, de origem humana ou de murino, ou opcional-
mente, de outra origem tal como rato ou porquinho-da-india. Mais comu-
mente, o promotor é ou de origem viral ou de origem celular. Como um pro-
motor viral que ndo CMV-IE, pode ser mencionado o promotor inicial ou final
do virus SV40 ou o promotor LTR do virus Rous Sarcoma. Ele pode ser
também um promotor do virus a partir do qual o gene é derivado, por exem-
plo, o promotor especifico para 0 gene. Como promotor celular, pode ser
mencionado o promotor de um gene e citoesqueleto, tal como, por exemplo,
o promotor de desmina, ou altemativamente, o promotor de actina. Quando
varios genes estao presentes no mesmo plastideo, eles podem ser providos
na mesma unidade de transcripgdo ou em duas unidades diferentes.

Os plasmideos podem também compreender outros elementos

de regulagem de transcripgao, tal como, por exemplo, seqiéncias de estabi-
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lizagdo do tipo fntron, de preferéncia intron Il do gene B-globina de coelho
(van Ooyer e outros, Science, 1979, 206:337-344), seqiiéncia de sinal da
proteina codificada pelo gene ativado de plasminogen de tecido (tPA; Mon-
tgomery e outros, Cell. Mol. Biol., 1997, 43:285-292) e o sinal de poliadenila-
¢éo (poliA), em particular do gene do horménio do crescimento bovino (bGH)
(US-A-5.122.458)ou do gene B-globina de coelho.

O objeto da presente invengéo s&o também preparagées imuno-
génicas e vacinas de DNA compreendendo pelo menos um plasmideo de
acordo com a invengdo, codificando e expressando um dos imundgenos
PCV-1 ou PCV-2, de preferéncia uma das ORFs acima mencionadas em
adicdo a um veiculo ou diluente veterinariamente aceitavel, com opcional-
mente, em adigao, um adjuvante veterinariamente aceitavel.

O objeto da presente invengdo séo mais particularmente prepa-
ragdes e vacinas imunogénicas contendo pelo menos um plasmideo codifi-
cando e expressando um dos imundgenos de PCV-1 e PCV-2, composicdes
formuladas com uma adjuvante, em particular um lipideo catiénico contendo

um sal de aménio quaterndrio da férmula

CH,

|
|

R, 0 +ChHy- - CHy- N =Py X

|
OR.  CH,

o

em que R; é um radical alifatico linear saturado ou insaturado tendo de a
partir de 12 a 18 atomos de carbono, R. é um outro radical alifatico compre-
endendo de a partir de 2 a 3 atomos de carbono e X é um grupo hidroxila ou
amino.

De preferéncia, ele € DMRIE (N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2,3-
bis(tetradecildxi)-1-propanolamdnio, WO-A-9634109) e de preferéncia aco-
plado a um lipideo neutro, por exemplo, de preferéncia DOPE (dioleilfosfati-
diletanoamina), para formar DMRIE-DOPE. De preferéncia, a mistura de
plasmideo com este adjuvante ¢é feita imediatamente antes do uso e de pre-
feréncia, antes da sua administracdo ao animal, a mistura desse modo pro-

duzida é deixada formar para um complexo, por exemplo, durante um perio-
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do variando de a partir de 10 a 60 minutos, em particular da ordem de 30
minutos.

Quando DOPE esta presente, a razao molar de DMRIE:DOPE
varia de preferéncia de a partir de 95:5 a 5:95, mais particularmente 1:1.

A razdo em peso de plasmideo:DMRIE ou DMRIE-adjuvante
DOPE pode variar em particular de a partir de 501 a 1:10, em particular de a
partir de 10:1 a 1:5, de preferéncia de a partir de 1:1 a 1:2.

De acordo com um outro modo vantajoso da invengéo, é possi-
vel usar, como adjuvante, um composto adjuvante selecionado de polimeros
de 4cido acrilico ou metacrilico e os copolimeros de anidrido maléico e de
derivados alquenila. Os polimeros de é&cido acrilico ou metacrilico reticulados
em particular com éteres de polialquenila de aglicares ou de polidicoois sao
preferidos. Esses compostos s@o conhecidos pelo termo carbémero (Phar-
maeuropa. Vol. 8, N2. 2, junho de 1996). Pessoas versadas na téchica po-
dem também se referir & USA-2.909.462 (incorporada aqui a titulo de refe-
réncia) que descreve polimeros acrilicos reticulados com um composto polii-
droxilado tendo pelo menos 3 grupos hidroxila, de preferéncia ndo mais do
que 8, os atomos de hidrogénio de pelo menos trés hidroxilas sendo substi-
tuidos com radicais alifaticos insaturados tendo pelo menos 2 4tomos de
carbono. Os radicais preferidos s&o aqueles contendo 2 a 4 atomos de car-
bono, por exemplo, vinilas, alilas e outros grupos efilenicamente insaturados.
Os radicais insaturados podem por si s6 conter outros substituintes, tal como
metila. Os produtos vendidos sob o nome Carbopol® (GF Goodrich, Ohio,
USA), sdo particularmente apropriados. Eles sao reticulados com uma alil
sacarose ou com alilpentaeritritol. Dentre eles, podem ser mencionados o
Carbopol® 974P, 934P e 971P.

Dentre os copolimeros de anidrido maléico e de um derivado de
alquila, os EMAs® (Monsanto) sdo preferidos, os quais séo copolimeros de
anidrido maléico e etileno, lineares, ou ramificados, por exemplo, reticulados
com éter de divinila. Referéncia pode ser feita a J. Fields e outros, Nature
186:778-780, 4 de junho de 1960 (incorporado aqui a titulo de referéncia). A

partir do ponto de vista da sua estrutura, os polimeros de acido acrilico ou
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metactilico e os EMAs® consistem de preferéncia em unidades bésicas da

formula que segue:
]
B
{ 1
CO0H COH
em que:

-R1 e Rq, que séo iguais ou diferentes, representam H ou CHs

-x=0o0u 1, de preferéncia x=1

-y=1ou2 comx+y=2

Para os EMAs®, x=0 e y = 2. Para os carbdmeros, x =y = 1.

A dissolugdo desses polimeros em dgua leva a uma solugéo
acida que serd neutralizada, de preferéncia para pH fisiolégico, para dar a
solugéo adjuvante a qual a vacina real serd incorporada. Os grupos carboxila
do polimero estéo entdo particularmente na forma COO-.

Para este tipo de adjuvante, é preferivel preparar uma solugéo
do adjuvante, em particular do carbdmero, em dgua destilada, de preferéncia
na presenca de cloreto de sédio, a solugdo obtida estando em pH &cido.
Esta solugdo de estoque é diluida através da adicdo a ela da quantidade
necessaria (a fim de se obter a concentragao final desejada, ou uma parte
substancial dela), de dgua carregada com NaCl, de preferéncia solugéo sali-
na fisioldgica (NaCl 9 g/l), em uma ou mais porgdes com neutralizagéo con-
comitante ou subsequiente (pH 7,3 a 7,4), de preferéncia com NaOH. Esta
solucéo em pH fisioldgico serd usada como é para misturar com o plasmi-
deo, em particular armazenada na forma liofilizada, liquida ou congelada.

A concentragdo de polimero na composicao de vacina final sera
de 0,01% a 2% p/v, mais particularmente 0,06 a 1% p/v, de preferéncia 0,1 a
0,6% p/v.

Em uma modalidade especifica, a preparagdo imunogénica ou
de vacina compreende um plasmideo ou uma mistura de plasmideos codifi-
cando e expressando ORF1 e ORF2 de PCV-2.

A invengéo também prové a combinagdo da vacinagéo contra o
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circovirus de porco bom uma vacinagéo contra outros patégenos de porco,
em particular aqueles que podem estar associados & sindrome do PMWS. A
titulo de exemplo, uma pessoa pode citar: virus da doenga Ajeszky, virus da
gripe do porco, PRRS, parvovirus suino, virus do cdlera hog, Actinobacitlus
pleuropneumonia.

O objeto da presente invencdo s& desse modo misturas de
plasmideos contendo pelo menos um plasmideo de acordo com a invengéo
e pelo menos um outro plasmideo codificando e expressando um imunégeno
de porco, selecionado, por exemplo, do grupo consistindo em glicoproteinas
gB e gD do virus da doenca de Anjeszky (virus da pseudo-raiva ou PRV), a
hemaglutinina e a nucleoproteina do virus da gripe do suino H1N1, a hama-
glutinina e a nucleoproteina do virus da gripe do suino H3N2, os genes de
ORF5 e ORF3 do virus PRRS das cepas Lelystada e Americanas, a proteina
VP2 do parvovirus suino, as proteinas E1 e E2 do virus do cdlera hog (HCV)
e genes apxl, apxll e apxlll deletados do Actinobacillus pleuropneumoniae
(vide quanto aos plasmideos, por exemplo, 0 WO-A-9803658).

Essas misturas de plasmideos séo tomadas em um veiculo ou
diluente veterinariamente adequado, com opcionalmente, em adicdo, um
adjuvante veterinariamente adequado conforme acima desctito, desse modo
formando preparagdes imunogénicas ou vacinas de DNA multivalentes. Es-
sas preparagdes ou vacinas multivalentes podem em particular ser vantajo-
samente formuladas com um lipideo catiénico conforme acima descrito, em
particular DMRIE, e de preferéncia acopladas a um lipideo neutro, DOPE,
para formar o DMRIE-DOPE.

As preparagdes ou vacinas de DNA monovalentes ou multiva-
lentes de acordo com a invengéo formuladas ou de outro modo com um ad-
juvante conforme acima descrito, podem ser também vantajosamente su-
plementadas com uma citocina, de preferéncia de origem suina, em particu-
lar GM-CSF de porco. Esta adicdo de GM-CSF de porco (granulécito-
macréfago — fator de estimulagdo de colénia; Clark S.C. e outros, Science
1987, 230:1229; Grant S.M. e outros, Drugs, 1992, 53:516) pode ser realiza-

da em particular através da incorporagéo & preparagéo ou a vacina ou da
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proteina GM-CSF de porco ou um plasmideo codificando e expressando o
gene GM-CSF de porco (Inumaru S. e Takamatsu H. Immunol. Cell. Biol.,
1995, 73:474-476). De preferéncia, o gene GM-CSF de porco € inserido em
um plasmideo diferente daqueles que codificam os imunégenos de PCV ou
outros imundégenos de porco.

Em particular, o plasmideo que codifica e expressa o GM-CSF
de porco pode ser o plasmideo pJP58 (Figura 5).

As preparagdes imunogénicas e as vacinas de DNA monova-
lentes e multivalentes de acordo com a invengdo podem ser também combi-
nadas com pelo menos uma vacina convencional (vida atenuada, inativada
ou subunidade) ou vacina recombinante (vetor viral) direcionado contra pelo
menos um patdgeno de porco que seja diferente ou idéntico. A invengéo
prové em particular a combinagéo com vacinas convencionais contendo ad-
juvante (vida atenuada, inativada ou subunidade). Para as vacinas inativa-
das ou de subunidade, podem ser mencionados aqueles contendo em parti-
cular gel de alumina sozinho ou misturado com saponina como adjuvante, ou
aqueles formulados na forma de uma emulséo 6leo-em-dgua.

O objeto da presente invengdo é também um método de imuni-
zagao que torna possivel induzir uma resposta imune em porcos com rela-
¢ao a circovirus de acordo com a invengdo. Seu objeto é em particular um
método de vacinagdo que seja eficaz em porcos. Esses métodos de imuni-
zagéo e vacinagdo compreendem a administragdo de uma das preparagdes
ou de uma das vacinas de DNA monovalentes e multivalentes conforme
acima descrito. Esses métodos de imunizagéo e vacinacdo compreendem a
administracdo de uma ou mais doses sucessivas dessas preparagoes ou
vacinas de DNA. As preparagdes e vacinas de DNA podem ser administra-
das, no contexto deste método de imunizagéo ou de vacinagao, através de
varias vias de administracdo propostas na técnica anterior para vacinagéo de
polinucleotideo, em particular as vias intramuscular e intradermal, e por meio
de tecnicas de administracao conhecidas, em particular injegbes com uma
seringa tendo uma agulha, através de jato liquido (Furth e outros, Analytical

Bioch., 1992, 205: 365-368) ou através de projegéo de particulas de ouro
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revestidas com DNA (Tang e outros, Nature, 1992, 356:152-154).

Este método ndc apenas permite a administragdo a porcos
adultos, mas também a mais novos e fémeas gravidas; no Ultimo caso, isto
torna possivel, em particular, conferir imunidade passiva aos recém-nascidos
(anticorpos matemnos). De preferéncia, porcos fémea sdo inoculadas antes
da procriagio; e/ou antes de servir, efou durante a gestagdo. Vantajosa-
mente, pelo menos uma inoculagao é feita antes do acasalamento e ela é de
preferéncia seguida por uma inoculagdo a ser realizada durante a gestagéo,
por exemplo, pelo meio da gestacéo (em cerca de 6-8 semanas de gestéo)
e/ou no final da gestagdo (cerca de 11-13 semanas de gestacdo). Desse
modo, um regime vantajoso é uma inoculagao antes do acasalamento e uma
inoculagdo de aumento durante a gestagdo. Em seguida, pode haver reino-
culagdo antes de cada acasalamento e/ou durante a gestagéo, pelo meio da
gestagdo e/ou no final da gestagdo. De preferéncia, reinoculagdes sao du-
rante a gestagéo.

Leitdes, tal como leitdes de fémeas vacinadas (por exemplo,
inoculados conforme aqui anteriormente discutido), sdo inoculados dentro
das primeiras semanas de vida, por exemplo, inoculagao em uma e/ou duas
efou trés efou quatro efou cinco semanas de vida. De preferéncia, leitdes
sao primeiro inoculados dentro da primeira semana de vida ou dentro da ter-
ceira semana de vida (por exemplo, na hora do desmame). Vantajosamente,
tais leitdes sdo entéo impulsionados para crescer de duas a quatro semanas
mais tarde.

A quantidade de DNA usado nas vacinas de acordo com a pre-
sente invengdo esté entre cerca de 10 ug e cerca de 2000 ug, e de preferén-
cia entre cerca de 50 pg e cerca de 1000 pg. Pessoas versadas ha técnica
terdo competéncia necessaria para definir com precis@o a dose eficaz de
DNA a ser usada para cada protocolo de imunizagéo ou vacinagao.

Os volumes de dose podem estar entre 0,5 e 5 ml, de preferén-
ciaentre2 e 3 ml.

Um método preferido de imunizagdo ou de vacinagdo consiste

na administrag@o das vacinas de DNA, de acordo com a invengéo através da
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via intramuscular.

A invengéo sera agora descrita em mais detalhe com ao auxilio
de modalidades exemplares nao-limitantes, tomada com referéncia ao dese-
nho, em que:

Figura 1: plasmideo pJP109

Figura 2: plasmideo pJP111

Figura 3: plasmideo pJP120

Figura 4. plasmideo pJP121

Figura 5: plasmideo pJP058

Listagem de sequiéncia SEQ ID

SEQ ID NO. 1: oligonuclectideo JP779

SEQ ID NO. 2: oligonucleotideo JP780

SEQ ID NO. 3: oligonucleotideo JP781

SEQ ID NO. 4: oligonucleotideo JP782

SEQ ID NO. 5: oligonucleotideo JP783

SEQ ID NO. 6: oligonucleotideo JP784

SEQ ID NO. 7: oligonucleotideo JP785

SEQ ID NO. 8: oligonuclectideo JP786

SEQ ID NO. 9: oligonucleotideo RG972

SEQ ID NO. 10: oligonucleotideo RG973
EXEMPLOS

As cepas de PCV-2 (teis para clonagem de ORFs sdo por
exemplo cepas depositadas no ECACC e tendo os numeros de acesso
V97100219 (Imp1008), V97100218 (Imp1010) e V97100217 (Imp999) (que
s&o depositados em 2 de outubro de 1997), V98011608 (Imp1011-48285) e
V98011609 (Imp1011-48121) (que foram depositados em 16 de janeiro de
1998).

Esses exemplos s&o construidos usando a cepa Imp1010. Uma
pessoa versada na técnica é capaz de adaptar o processo a outras cepas de
PCV-2.

Exemplo 1. Construcéo do plasmideo pJP109
O plasmideo pGEM7Z-Imp1010 Stoon-EcoRI Ne. 14 contendo o
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genoma do virus PCV-1 na forma de um fragmento de EcoRI (B. Meehan e
outros, J. Gen. Virol. 1998, 79 2171-2179) foi digerido com EcoRl a fim de
isolar, apds a eletroforese de gel de agarose, o fragmento de EcoRI-EcoRlI
de 1768 pares de base (pb). Este fragmento era autoligado.

O gene ORF2 da cepa do virus PCV-2 1010-Stoon (B. Meehan e
outros, J. Gen. Virol. 1998. 79. 2171-2179; acesso de seqliéncia ao
GenBank No. AF055392) foi simplificado, usando o molde consistindo no
fragmento de EcoRI-EcoRl autoligado, através de técnica de reducgéo de ca-
deia de polimerase (CR) com os oligonucleotideos que seguem: JP779
(SEQ ID NO.1) (35 mero):

5 CATCATCATGTCGACATGACGTATCCAAGGAGGCG3

e JP780 (SEQ ID NO.2) (36 mero):
5TACTACTACAGATCTTTAGGGTTTAAGTGGGGGGTC3

a fim de gerar um fragmento de PCR de 730 pb. Este fragmento foi digerido
com Sall e Bglll a fim de isolar, apés eletroforese de gel de agarose, o frag-
mento de restricio de SAIl-Bglll de 715 pb. Este fragmento foi entdo ligado
com o plasmideo pVR1012 (Hartikka J. e outros, Human Gene Therapy.
1996. 7. 1205-1217), digerido de antem@o com Sall e BGlI, para dar o plas-
mideo pJP109 (5567 pb) (Figura 1).

Exemplo 2: Construgao do plasmideo pJP111

Uma reag@o de cadeia de polimerase foi realizada com o plas-
mideo pGem7Z-lmp1010-Stoon (vide Exemplo 1) (B. Meehan e outros, J.
Gen. Virol. 1998. 79. 2171-2179) e os oligonucleotideos que seguem:

JP781 (SEQ ID NO.3) (35 mero):
5’CATCATCATGTCGACATGCCCAGCAAGAAGAATGGS'

e JP782 (SEQ ID NO.4) (36 mero):

5 TACTACTACAGATCTTCAGTAATTTATTTCATATGGS'

a fim de gerar um fragmento de PCR de 970 pb contendo o gene ORF1 do
virus PCV-2. Este fragmento foi digerido com Sall e Bgll a fim de isolar, apds
eletrofose de gel de agarose, o fragmento de restricao Sall-Bglll de 955 pb.
Este fragmento foi entdo ligado com o plasmideo pVR1012 (Exemplo 1) para
dar o plasmideo pJP111 (5810 pb) (Figura 2).
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Exemplo 3: Construgdo do plasmideo pJP120 (ORF2 de PCV-1)

Uma reagédo de cadeia de polimerase foi realizada com o plas-
mideo pPCV (B. Meehan e outros, J. Gen. Virol. 1997. 78. 221-227) e os
oligonucleotideos que seguem;

JP783 (SEQ ID NO. 5) (35 mero):
5'CATCATCATGTCGACATGACGTGGCCAAGGAGGCGS'

e JP784 (SEQ ID NO.6) (40 mero):
5'TACTACTACAGATCTTTATTTATTTAGAGGGTCTTTTAGG3

a fim de gerar um fragmento de PCR de 730 pb contendo o gene ORF2 do
virus PCV-1 (cepa PK-15, No. de acesso da seqiiéncia no GenBank
U49186). Este fragmento foi digerido com Sall e Bglll a fim de isolar, apds
eletroforese de gel de agarose, o fragmento de restrigdo de SAIl-Bglll de 715
pb. Este fragmento foi entéo ligado com o plasmideo pVR1012 (Exemplo 1)
para dar o plasmideo pJP120 (5565 pb); (Figura 3).

Exemplo 4: Construgédo do plasmideo pJP121 (ORF1 de PCV-1)

O PVC1 de plasmideo contendo o genoma do virus PCV1 na
forma de um fragmento de Pstl (B. Meehan e outros, J. Gen. Virol., 1997, 78,
221-227) foi digerido com Pstl a fim de isolar, apods eletroforese de gel de
agarose, o fragmento Pstl-pstl de 1759 pares de base (pb). Este fragmento
era autoligado.

O gene ORF1 da cepa do virus PCV-1 PK-15 (B. Meehan e ou-
tros, J. Gen. Virol., 1997, 78, 221-227; N® de acesso da seq(iéncia no
GenBank U49186) foi amplificado, usando o molde consistindo no fragmento
Pstl-Pstl autoligado, através de técnica de reagao de cadeia de polimerase
(PCR) com os oligonucleotideos que seguem:

JP785 (SEQ ID NO.7) (35 mero);
5CATCATCATGTCGACATGCCAAGCAAGAAAAGCGGS'

e JP786 (SEQ ID NO.8) (36 mero);
5'TACTACTACAGATCTTCAGTAATTTATTTTATATGG3!

a fim de gerar um fragmento de PCR de 965 pb contendo o gene ORF1 do
virus PCV-1 (cepa PK-15). Este fragmento foi digerido com o Sall e Bglll a

fim de isolar, apds eletroforese de gel de agarose, o fragmento de restricéo
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Sall-Bglll de 946 pares de base. Este fragmento foi entdo ligado a um plas-
mideo pVR1012 (Exemplo 1) para dar o plasmideo pJP121 (5804 pb) (Figu-
ra 4).

Exemplo 5: Construgdo do plasmideo pJP058 (expressando GM-CSF de
porco)

Sangue de porco foi coletado em um tubo contendo EDTA to-
mando o sangue da veia jugular. As células mononucleadas foram colhidas
através de centrifugagdo em um gradiente Ficoll e entao culturadas in vifro
em meio RPMI 1640 (Gibco-BRL) e estimuladas através da adi¢éo de con-
canavalina A (Sigma) em uma concentragdo final de cerca de 5 pg/ml no
meio de cultura. Apds 72 horas de estimulagdo, os linfoblastos foram colhi-
dos e entdo RNA total dessas células foi extraido com o kit de extracéo "Mi-
cro-Scals Total RNA Separator Kit". (Clontech) seguindo as recomendagdes
do fabricante. Uma reac&o de transcripgao reversa, realizada com o auxilio
do kit "1st —Strand cDNA Synthesis Kit" (Perkin Elmer), seguido por uma re-
agao de cadeia de polimerase, foi realizada no RNA total extraido desses
linfoblastos de porco com os oligonucleotideos que seguem:

RGS72 (33 mero): (SEQ ID NO.9)
5TATGCGGCCGCCACCATGTGGCTGCAGAACCTG3”

e RG973 (34 mero): (SEQ ID NO. 10)
5TATGCGGCCGCTACGTATCACTTCTGGGCTGGTTS

a fim de gerar um fragmento de PCR de cerca de 450 pares de base (pb).
Este fragmento foi digerido com Notl a fim de isolar, apds eletroforese de gel
de agarose, 0 framento Notl-Notl de 450 pb. Este fragmento foi entdo ligado
com o plasmideo pVR1012 (Exemplo 1), de preferéncia digerido com Notl e
desfosforilado para dar o plasmideo pJP058 (5405 pb) (Figura 5). A seqlén-
cia do gene pGM-CSF clonado no plasmideo pJP058 foi checada e verifica-
da ser idéntica aquela disponivel nos dados do GenBank (N°. de acesso
D21074).

Exemplo 6: Produgéo dos plasmideos purificados para a vacinagéo de por-
cos

Bactérias Escherichia coli K12 (cepas DH10B ou SCS1) foram
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transformadas com os plasmideos pdP109, pJP111, pJPO5S8, pdP120 e
pJP121 dos Exemplos 1 a 5 supra. Os cinco clones transformados obtidos
respectivamente com esses cinco plasmideos foram entéo postos em cultura
separadamente, com agitagao a +37°C, em meio Luria-Broth (LB). As cultu-
ras de bactéria foram coletadas no final da fase exponencial e os plasmideos
foram extraidos de acordo com a técnica de lise alcalina. Os plasmideos ex-
traidos foram entdo purificados em um gradiente de cloreto de césio de
acordo com a técnica descrita por Sambrook e outros (Molecular Biology: A
Laboratory Manual, 22 edigéo, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, NY). Apés extragdo final do brometo de etideo e precipitagéo
na presenca de etanol absoluto, os plasmideos purificados foram ressus-
pensos em tampao TE (1 mM de Tris/EDTA, pH 8,0) a fim de se obter solu-
¢Oes de matéria-prima contendo 2 mg de plasmideo por ml. Essas solugdes
de matéria-prima sao armazenadas a -20°C antes do uso.
Exemplo 7. Controle da expressao de ORF1 e 2 do virus PCV-2

A fim de controlar os produtos de expressao dos genes ORF2 de
PCV-2 e ORF1 de PCV-2, clonados respectivamente nos plasmideos
pJP109 e pJP111, esses plasmideos foram transfectados em células de
CHO-K1 (Ovério de Hamster Chinés) (ATCC No. CCL-61) com o kit de
transfeccao Lipofectamina Plus® (Gibco-BRL, N® de catdlogo 10964-013),
seguindo as recomendagtes do fabricante para uso. 48 horas apds transfec-
¢éo, as células transfectadas sdo lavadas e fixadas com uma solugéo de
acetona glacial a 95% por 3 minutos em femperatura ambiente. Cinco anti-
corpos monoclonais especificos para as proteinas de ORF1 de PCV-2 (F199
1D3GA) e F210 7G5GD) e proteinas de ORF2 (F190 4c&CF, P190 2B1BC e
P190 3A8BC) foram usados como primeiros anticorpos. Um conjugado 1gG
anticamundongo, rotulado com Cy3, foi usado para revelar a rotulagem es-
pecifica. Uma fluorescéncia especifica de PCV-2 foi observada com os 3
monoclonais de ORF2 de PCV-2 nas células transfectadas com o plasmideo
pdP109, mas ndo naqueles transfectados com o plasmideo pJP111. Em
contraste, uma fluorescéncia especifica de PCV-2 foi observada com os dois

monoclonais de ORF1 de PCV-2 nas células transfectadas com o plasmideo
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pJP111, mas ndo naqueles transfectados com o plasmideo pJP109. Ne-
nhuma fluorescéncia foi detectada com os monoclonais PCV-2 nas células
CHO transfectadas com o plastideo pVR1012 sozinho ou em células CHO
nao-transfectadas. O mesmo resultado de expresséo foi obtido com um soro
policlonal especifico para o virus PCV-2. Neste caso, um conjugado de IgG
antiporco rotulado com fluoresceina foi usado para detectar a fluorescéncia
especifica. Nenhuma fluorescéncia foi detectada com este soro policlonal
nas células CHO transfectadas com o plasmideo pVR1012 sozinho ou nas
células CHO nao-transfectadas.

Exemplo 8: Vacinagao de porcos com DNA exposto

8.1. Leitbes de um dia de vida

Grupos de leitdes obtidos através de cesariana em DO do proto-
colo, s@o postos na unidade de isolamento. Esses leitdes sao vacinados na
idade de 2 dias através de via intramuscular com varias solugdes de vacina
de plasmideo. As solugdes de vacina sao preparadas através de diluigao das
solugdes de estoque na solugéo salina fisiolégica (NaCl a 0,9%).

Os leitdes sdo vacinados:
ou com plasmideo pdP109 sozinho
ou com as misturas dos plasmideos pJP109 e pJP111
ou com a mistura dos plasmideos pJP109 e pJP058
ou com a mistura dos plasmideos pJP109, pJP111 e pJP058.

As solugbes de vacina compreendem 500 pg de cada plasmi-
deo.

Volume: as solugdes de vacina s&o injetadas por via intramus-
cular no volume total de 2 ml. Na pratica, dada a idade dos leitdes na vaci-
nacdo (1-2 dias), 1 inje¢é@o de 1 ml é dada em cada lado do pescogo
(= 2x1 mi).

Duas injegbes de vacina sdo realizadas em intervalos de duas
semanas, isto que dizer nos dias D2 e D14 do protocolo.

Um desafio é realizado no D21 do protocolo através de adminis-
tragéo intranasal de uma suspensao viral de uma cepa de PCV-2 virulenta.

Os leitdes séo entdo monitorados por 3 semanas quanto a aparéncia os si-
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nais clinicos especificos da sindrome de enfraquecimento multissistémico
pds-desmame em leitbes. Os sinais que s&o monitorados s&o:

Temperatura retal: medicdo didria para os primeiros 14 dias,
entdo duas medigdes durante a terceira semana que segue o desafio.

Peso: medida de peso dos leitdes um pouco antes do desafio
entao uma vez por semana durante as 3 semanas que seguem o desafio.

Coleta das amostras sangtiineas para testar a viremia e os anti-
corpos; amostras de sangue tomadas em D2, D14, D21, D28, D35 e D42.

Autopsia: no D42, os porcos sobreviventes séo humanamente
mortos e sofrem autopsia para procurar por lesdes anatomicopatolégicas e
fazer preparagdes histolégicas do figado, dos nés linfaticos, do bago, dos
rins e do timo para procurar por lesdes nesses tecidos.

8.2. Leitoes de 5-7 semanas de vida

Leitdes de 5 a 7 semanas de vida, ndo tendo mais anticorpos
maternais especificos para o virus PCV-2 sdo vacinados por via intramus-
cular:
ou com o plasmideo pJP109 sozinho,
ou com a mistura dos plasmideos pJP109 e pJP111
ou com a mistura dos plasmideos pJP109 e pJP058
ou com a mistura dos plasmideos pJP109, pJP111 e pJP058
as doses das vacinas sdo as mesmas que aquelas indicadas no Exemplo
8.1 (500 pg por plasmideo). As solucdes de vacina sdo injetadas por via in-
tramuscular em um volume de 2 ml (uma administragéo simples de 2 ml, nos
musculos do pescoco).

Duas vacinagbes s&o realizadas em intervalos de 21 dias (D0 e
D21). Um desafio é feito 14 ap6s a ultima vacinacédo (D35) através de admi-
nistracdo intramuscular de uma suspensao viral de uma cepa de PCV-2 vi-
rulenta. Os porcos sdo entdo monitorados por 8 semanas quanto a ocorrén-
cia de sinais clinicos especificos da sindrome de enfraquecimento multis-
sistémico de pds-desmame em leitdes. O monitoramento clinico dos leitdes
apos o desafio é idéntico aquele descrito no Exemplo 8.1 exceto que a dura-

¢éo total de observagéo ¢ dessa vez de 8 semanas.
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Exemplo 9: Vacinagao de porcos com DNA formulado com DMRIE-DOPE

E possivel usar, no lugar das solugdes de DNA de plasmideo
exposto descritas no Exemplo 8, solugbes de DNA de plasmideo formuladas
com DMRIE-DOPE. Uma solugdo de DNA (contendo um ou mais plasmi-
deos de acordo com o0 Exemplo 6) a 1 mg/ml é preparada em NaCl a 0,9%.
Uma solugdo de DMRIE-DOPE a 0,75 mM é preparada tomando um liofiliza-
do de DMRIE-DOPE em um volume adequado de agua estéril destilada.

A formagdo dos complexos de DNA de plasmideo-lipideo ca-
tibnico é conseguida através de diluicdo, em partes iguais, da solugdo de
DMRIE-DOPE a 0,75 mM com solugdo de DNA a 1 mg/ml em NaCl a 0,9%.
A solugdo de DNA € introduzida gradualmente, com o auxilio de uma seringa
preparada com uma agutha de 26G, ao longo da parede do frasco contendo
a solugéo de lipideo catidnica de modo a evitar a formagao de espuma. Agi-
tacdo suave é realizada assim que as duas solugdes foram misturadas. Uma
composi¢do compreendendo 0,375 mM de DMRIE-DOPE e 500 pg/ml de
DNA é finalmente obtida.

E desejavel que todas as solugbes usadas estejam em tempe- .
ratura ambiente para todas as operagdes descritas acima. A formagao de
complexo de DNA/DMRIE-DOPE ¢ realizada em temperatura ambiente por
30 minutos antes a imunizagio dos porcos.

Os porcos sdo entdo vacinados de acordo com as condigdes
descritas nos Exemplos 8.1. e 8.2.

Exemplo 10: Vacinagao de leitdes e resultados do 12 experimento:

Grupos de 3 ou 4 leitdes, derivados de cesariana no dia 0, s@o
postos nos isoladores. Os leitdes sdo vacinados no dia 2 ou com pJP109
sozinho ou com mistura de plasmideos pJP109 e pJP111 e com uma solu-
¢ao fisioldgica para o grupo de controle. Cada plasmideo é diluido em uma
solucéo fisioldgica estéril (NaCl a 0,9%) a uma concentragao final de 250
pg/ul final. Um volume de 2 ml é injetado por via intramuscular em dois pon-
tos de 1 ml (1 ponto cada lado do pescogo). Uma segunda inje¢éo de vacina
ou placebo é administrada no dia 14. Vacinagdo com DNA é bem tolerada

por leitdes e nenhuma evidéncia quanto a reagdo adversa a vacinagéo nao é
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notada. Os leitdes sdo provocados no dia 21 através de administracao oro-
nasal de suspensao viral de PCV-2, 1 ml em cada narina. Apds desafio os
leitdes sdo pesados uma vez por semana. Temperaturas retais S0 registra-
das nos dias 17, 21, 22, 24, 27, 29, 31, 34, 37, 41, 44. Chumagos de algodao
fecal do dia 44 séo coletados de cada leitdo quanto a derrame de PCV-2. Os
virus sao detectados e quantificados através de PCR quantitativo. Necrop-
sias do dia 45 sao realizadas e as amostras de tecido sdo coletadas para
isolamento do virus.

. Sintomas Clinicos:

Nao ha nenhuma diferenga significante quanto aos ganhos de
peso do corpo médios ou as temperaturas do corpo médias entre 0s grupos.

. Lesdes de Necropsia:

A Unica constatagao flagrante notada em porcos na terminagéo é

linfadenopatia bronquial. As lesdes sdo avaliadas de acordo com os critérios

que seguem.
0 = nenhum crescimento visivel dos nés linfaticos
1 = crescimento suave dos nds linfaticos, restritos aos nés
linfaticos brénquicos
2 = crescimento moderado dos nés linfaticos, restrito aos
nds linfaticos bronquicos
3 = crescimento grave dos nés linfaticos, estendido aos nés

linfaticos bronquicos submandibulares pré-escapsular e
inguinais.

std & uma abreviagdo para desvio padrao

N é para Umero de animais em cada grupo
Grupos Avaliagbes de Limfadenopatia
Média Padrao N
pJP100 1,2 1,3 4
pdP109 + pJP111 2,0 1,7 3
Controles 3,0 0,0 3

N = nuimero de leitdes em cada grupo
Uma reducdo das lesdes dos nds linfaticos é observada em 3 de

4 leitdes imunizados com pJP109 e 1 de 3 leitdes imunizados com mistura
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de plasmideos pJP109 e pJP111. Esta diferenca ndo é significante (p >
0,05) devido ao alto valor dos desvios padrao (std).

. Carga de virus em tecidos de nos linfaticos:

Novo isolamento de virus quantitativo é realizado nos homoge-
natos de tecido preparados a partir de nds linfaticos broénquicos e mesentéri-
COoS.

Os dados apresentados correspondem aos titulos de virus em

homogenatos de tecido apds transformagéo em logyo.

Titulos de PCV-2
Grupos NL brénquico NL Mesentérico

Médio Padrao Médio Padrado N
pJP109 0,9 08 09 08 4
pJP109 + pdP111 0,7 0,6 0,2 02 3
Controles 2,0 11 18 11 4

Nodos linfaticos branquicos parecem conter o virus mais infecci-
0s0. Uma redugéo da carga viral & observada nos nés linfaticos brénquicos e
mesentéricos de leitdes imunizados ou com pJP109 ou mistura de pJP109 +
pJP111. Esta redugéo é significante (p < 0,05) para a mistura de plasmideo.
. Excrecéo Viral: v

Chumagos de algoddo fecal pés-provocados sdo avaliados
quanto a derrame de PCV-2 através de PCR com base na amplificagéo de
ORF2 de PCV-. Cada ensaio é realizado em triplicata em 2 ml de amostra.
Controles nao-vacinados séo negativos quanto a PCV-2 antes do desafio e
positivos apés o desafio confirmar a validez do ensaio de PCR.

Os valores sdo expressos como logo (numero de moléculas de
DNA de PCV-2 em amostras de 2 pl).

Numero Logs, de moléculas de DNA de PCV-2

Grupos Média Padréo N
pJP109 3,3 0,3 4
pJP109 + pJP111 2,9 0,7 3
De controles 3,6 0,6 4
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As diferengas entre os grupos nao séo significantes (p > 0,05).
22 experimento:

Leitbes convencionais de 14 dias de vida (8 por grupo) séo imu-
nizados com 2 administragées de mistura de plasmideos pJP109 e pJP111
formuladas com DMRIE DOPE no dia 0 e dia 20. Para cada administragao, 2
ml s&o injetados através de via intramuscular no lado do pescogo atrds da
orelha. A composicao de vacina é de 250 ug para cada plasmideo/ ml de
solucdo fisioldgica (NaCl a 0,9%) e 0,375 mM de DMRIE DOPE.

Para grupo de controle, leitdes sao injetados com a solugéo fisi-
olégica.

No dia 32 os leitdes s@o provocados através de via oronasal,
introduzindo 5 ml de suspensdo viral de PCV-2 a 10°% de TCID50/ml de titulo
com uma seringa em cada narina.

Os leitdes sdo monitorados quanto a sintomas clinicos, prostra-
¢éo, vomito, dispnéia, tosse, anorexia e hipertemia (temperatura retal é re-
gistrada a cada dia durante 28 dias pés-desafio), crescimento mais lento (os
leitdes sdo pesados nos dias 32, 40, 53, 60). Os sintomas séo avaliados de
acordo com os critérios que seguem: Annex1 (A avaliagdo de um leitdo é
igual a soma das avaliagbes correspondendo a dias diferentes de observa-
¢ao).

Necropsia do dia 60 sdo realizadas e as lesoes sao avaliadas de
acordo com os critérios que seguem: Annex2 (A avaliagdo de um leitdo é
igual a soma das avaliagdes correspondendo a cada érgdo observado).

Amostras de tecido sdo coletadas, em particular nds linféticos.

Chumagos de algodao retal séo coletados nos dias 32, 39, 42,
46, 49, 53, 56, 60 para seguir a extragao viral.

. Sintomas Clinicos:

Uma redugao significante dos sintomas clinicos é observada no
grupo de leitdes imunizados comparado com os controles. No grupo de con-

trole 1 leitdo morreu com sintomas de PMWS e nenhum no grupo vacinado.
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Avaliagdes Clinicas
Média Padréo N

Vacinados 13,5 7,1 8
Controles 29,3 15,6 8

(p < 0,01 Kruskel-Wallis test)
Uma redugdo significante da duragdo da hipertemia pés-desafio

é observada no grupo de leitao imunizado (p < 0,05).

Duracéo (dias) de temperatura retal 2 40°C.

Média Padrao N
Vacinados 1,9 2,0 8
De controles 8,4 3,9 8

O ganho de peso diario pds-desafio ndo ¢ significantemente dife-
rente entre 0s grupos vacinado e de controle.
. Lesbes de Necropsia:

Uma reducdo significante das lesdes é observada nos leitdes
imunizados comparado aos de controle em particular quanto a linfodenopatia
(p <0,05).

Grupos Média Padrao N
Lesdes global

Vacinados 7,6 3,3 8
Controles 13,1 75 8
Avaliagdes de linfatico

Vacinados 3,1 2,7 8
Controles 5,7 2,9 8

. Carga de virus nos tecidos de nd linfatico:

A carga de virus em nés linfaticos mesentéricos e mediastinais é
determinada através de imunoquimica.

Os critérios que seguem s@o usados para as avaliagdes:

. 0 =falta de fluorescéncia

. 1 =alguns focos fluorescentes em algumas fatias de drgdos

. 2 = aproximadamente 1 local por carga

. 3 = 6rgao completamente fluorescente.

Uma reducdo significante da carga de virus é observada nos

grupos imunizados (p < 0,05).
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Grupos NL Mesentéricos Mediastinal LN N

Média Padrao Média Padrdo
Vacinados 0k 5 06 13 02 8
Controles 1 ,8 0,8 2,0 0,8 8

. Excregdo Viral
Os chumagos de algodao fecais sdo avaliados através de PCR

quanto a derrame de PCV-2. Os resultados sao avaliados de acordo com os
critérios que seguem:
0 = auséncia de PCV-2

1 = presenga de PCV-2
No grupo imunizado, 38% de leitdes versus 88% no grupo de

controle excretam PCV-2 nas fezes. A duracdo de excregdo viral é signifi-
cantemente reduzida no grupo de vacinagdo comparado com os de controle.

Duragéo média de excrecéo viral.

Grupos (Dias) Média Padrao N
Vacinado 1,2 2,1 8
Controles 11,4 6,3 8

Deve ser claramente entendido que a invengédo definida pelas
reivindicagdes apensas néo é limitada as modalidades especificas indicadas
no relatério acima, mas compreende as variantes que ndo se afastem nem
do espirito nem do escopo da presente invengao.

ANEXO 1 : Avaliagao para sinais clinicos

Sinais Avaliagoes

Prostragédo 0O, ndo; 1 sim; 2 ndo podem levantar

Vomito 0, ndo; 1 sim

Dispnéia Moderada alta

Tosse 0, ndo; 1 sim

Anorexia 0, nao; 1 sim

Hipertermia 0, ndo; >240°C >41°C

Crescimento 0, néo; 1 DWG da semana x < DWG da semana x m! e >

100 gramas por dia 2 DWG da semana < 100 gramas por dia

Morte Avaliagéo do dia um pouco antes da morte

Para um dia de avaliacao é a soma da avaliagao de cada sinal




ANEXO 2 : Avaliagao para lesdes macroscopicas

25

Pele
(cor)

Normal
Branca
Amarela

Corpuléncia

Normal
Fina
Muito fina
coquético

Muco

Normal
Branco
Amarelo

Conjuntivo subcutaneo

Normal
Brilhante
Amarelo

Ganglios (g9)

Normal

Grande e/ou congestionado

> | grande e/ou congestionado
> | Muito grande

Fluidos toraxico

Normal
Brilhante
Visivel

Coragao

Normal
Lesao

Pulmées

Normal
Lesdo <4
Lesdo>4<6
Lesdo > 6

Pleura

Normal
Lesédo

Ascite

Normal
Brilhante
Visivel

Peritdneo

Normal
Lesao

Estémago

Normal
Lesao
Ulcera

Intestino delgado

Normal
Lesao

Intestino grosso

Normal
Lesao

Placas Peyers

Normal

Visivel em 1 parte do intestino
Visivel em 2 parte do intestino
Muito importante

Figado

Normal
Lesao

L OWN 2RO OO 2 Ot ON =2 O O|WN A OIN2O0WON—=-ON—2ON—=O|WON 2O O
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26

Rim Normal 0
Leséo 1
Placa Normal 0
leséo 1
Listagem de seqiiéncias
<110> MERIAL
<120> vacina de DNA-PCV
<130> vacina de DNA-PCV
<140> Ndmero do pedido de patente
<141> data de depdsito do pedido de patente
<160> 10
<170> PatentIN Ver 2.1
<210> 1
<211> 35
<212> DNA
<213> Seqiiéncia artificial
<220>
<223> Descrigdo de Sequéncia Artificial:
| oligonucleotideo
<400> 1
catcatcatg tcgacatgac gtatccaagg aggeg 35
<210> 2
<211> 36
<212> DNA
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Descricao de Sequéncia Artificial:
oligonucleotideo
<400> 2
tactactaca gatctitagg gtttaagtgg ggggtc 36
<210> 3
211> 35
<223> DNA
<213> Seqiiéncia artificial



10

15

20

25

30

<220>
<223>

<400>

<210>
211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>

27

Descricdo de Sequéncia Artificial:
oligonucleotideo

3

catcatcatg tcgacatgce cagcaagaag aatgg
4

36

DNA

Sequeéncia Artificial:

Descrigao de Seqliéncia Artificial:
oligonucleotideo

4

tactactaca gatcctcagt aatttatttc atatgg
5

35

DNA

Seqliéncia artificial

Descrigéo de Seqliéncia Artificial:
oligonucleotideo

5

catcatcatg tcgacatgac gtggccaagg aggeg
6

40

DNA

Seqliéncia artificial

Descricdo de Sequiéncia Arificial:
oligonucleotideo

6

tactactaca gatctitatt tatttagagg gtctittagg
7

35

36

35

40
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>

<210>
211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<2211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

28

38
DNA

Sequéncia artificial

Descricdo de Seqiiéncia Artificial:
oligonucleotideo

7

catcatcatg tcgacgec aagaacgaaa agegg
8

tactactaca gatcttcagt aatttatttt atatgg
9

33

DNA

Sequiéncia artificial

Descricdo de Seqiiéncia Atificial:
oligonucleotideo
9

tatgcggeceg ccaccatgtg getgcagaac ctg
10

34

DNA

Sequiéncia artificial

Descrigéo de Seqiiéncia Artificial:
oligonucleotideo
10

tatgcggeceg ctacgtatca cttccgggcet ggtt

35

36

33

34
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REIVINDICAGOES

1. Preparacgdaoc imunogénica ou vacina caracterizada por
compreender, por um lado, um plasmidec codificande e
expressando um gene selecicnade do grupo consistindo em
ORF] de PCV-2, ORFZ de PCV-Z, CORFl de PCV-1 & QRFZ de PCV-
l, e, por outro lado, um elementc capaz de aumentar a
resposta imune direcionada contra o produte de expressdc do
gene;

em gue dito elemente capaz de aumento da resposta
imune compreende como adjuvante um lipidec catidnico da
férmula

CH,

+ .
R,-0-CH,-CH-CH,-N —R;- X

|

OR, CH,

em que E; & um radical alifitico linear saturadoe ou
insaturado tendo de a partir de 12 a 18 atomos de carbono,
R: & um outro radical alifdtico compreendendo de a partir
de 2 a 3 Atomos de carbono, & X € um grupo hidroxila ou
amino.

2. Preparagiao ou wvacina imunogénica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pele fatoe de gue o lipideo

catidénico & DMRIE.
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3. Preparagdo ou vacina imunogénica, de acordo com a

O

reivindicagao 2, caracterizada pelo fato de que o DMRIE
acoplado a um lipideo neutro.

4. Preparacdo ou vacina imunogénica, de acordo com a

O

reivindicag¢do 3, caracterizada pelo fato de que o DMRIE
acoplado a DOPE.

5. Preparacgdo ou vacina imunogénica, de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizada pelo fato de que o elemento
capaz de aumento da resposta imune compreende um carbdmero
como adjuvante.

6. Preparacdo ou vacina imunogénica, de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizada pelo fato de que o elemento
capaz de aumento da resposta imune compreende citocinas de
porco.

7. Preparacdo ou vacina imunogénica, de acordo com a
reivindicag¢do 6, caracterizada pelo fato de que a citocina
de porco e GM-CSF.

8. Preparacgdo ou vacina imunogénica, de acordo com a
reivindicagdao 6 ou 7, caracterizada pelo fato de que ela
compreende um plasmideo codificando e expressando a
citocina de porco.

9. Preparacdo ou vacina imunogénica, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizada pelo fato de que o elemento

capaz de aumento da resposta imune compreende uma citocina
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de porco e um composto selecionado do grupo compreendendo
DMRIE, DMRIE/DOPE e carbdmero, como adjuvante.

10. Preparacdo ou vacina imunogénica, de acordo com
qualgquer uma das reivindicag¢des 1 a 9, caracterizada pelo
fato de que ela compreende um plasmideo codificando e
expressando um imundégeno de porco associado a sindrome

PMWS.
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FIG 1

Plasmideo pJP109‘

Promotor hCMV/IE
Resisténcia a canamicina

pJP108
(S567pp)  Ineen A
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FIG2

Plasmideo pJP111

Promotor hCMV/IE
Resisténcia a canamicina

pdP111
(5810.pb)

Intron A
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FIG 3

Plasmideo pJP120

Promotor hCMV/IE
Resisténcia a canamicina

pJP120
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FIG 4

Plasmideo pJP121

Promotor hCMV/IE
Resisténcia & canamicina

pdP121
(3804 pp)  Introm A
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FIG S

Plasmideo pJP058

Promotor hCMV/IE
Resisténcia a canamicina
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RESUMO
Patente de Invengao: "VACINA DE DNA-PCV".

A invengéo refere-se a preparagdes ou vacinas imunogénicas
compreendendo, por um lado, um plasmideo codificando e expressando um
gene de PCV, em particular selecionado do grupo consistindo em ORF1 de
PCV-2, ORF2 de PCV-2, ORF1 de PCV-1, e ORF2 de PCV-1, ¢, por outro
lado, um elemento capaz de aumentar a resposta imune direcionada contra
o produto de expresséo do gene, que pode ser um carbdmero, uma citocina
de porco, por exemplo, GM-CSF ou um lipideo catiénico da férmula (I), onde
R1 é um radical alifatico linear saturado ou insaturado tendo de a partir de 12
a 18 atomos de carbono, Ry é um outro radical alifatico compreendendo de 2
a 3 atomos de carbono e X é um grupo hidroxila ou amino. O lipideo cati6ni-

co pode ser DMRIE, possivelmente acoplado a DOPE.



	Bibliographic Data
	Description
	Claims
	Drawings
	Abstract

