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RESUMO
SEQUENCIAS DE CIRCOVIRUS ASSOCIADAS A DOENGA DO
EMAGRECIMENTO DO LEITAO (DEL)

A invencao refere-se a sequéncia gendmica e a codificacao
de sequéncias nucleotidicas para os polipéptidos de
circovirus DEL, tal como os referidos polipéptidos néao
estruturais e estruturais de circovirus e vectores que
incluem as referidas sequencias e células ou animais
transformados pelos referidos vectores. A invengao refere-—
se também a métodos para deteccao dos referidos 4acidos
nucleicos ou polipéptidos e kits para diagndstico de
infecao através de um circovirus DEL. A invengao refere-se
também a um método para seleccionar compostos capazes de
modular a infecao viral. Finalmente a invencao refere-se
farmaceuticamente, em particular a vacinas, composigdes
para prevengao e/ou tratar infecgdes virais causadas por
circovirus DEL e o uso do referido vector para prevencao

e/ou tratamento de doencas por terapia génica.



DESCRICAO
SEQUENCIAS DE CIRCOVIRUS ASSOCIADAS A DOENCA DO EMAGRECIMENTO
DO LEITAO (DEL)

A presente invencao inclui composicgdes de vacina para a
prevencdo e/ou tratamento de infecc¢do virai por circovirus. A
descricdo refere-se as sequéncias gendmicas e sequéncias de
nucledétidos que codifica os polipéptidos de circovirus DEL,
tais como polipéptidos estruturais e nao estruturais do
referido circovirus, bem como vectores incluindo as referidas
sequéncias e as células ou animais transformadas por estes
vectores. A descricdo também se refere a métodos de deteccao
destes 4&cidos nucleicos ou polipeptideos e kits para o
diagnéstico de infecédo pelo c¢ircovirus DEL. A descrigao
compreende também um método de seleccdo de compostos capazes
de modular a infecado wviral. A descricdao compreende a
utilizacao de vector de acordo com a 1invencao para a

prevencdo e/ou tratamento de doencas por terapia génica.

A doenca do emagrecimento do leitdo (DEL) ou ainda denominada
definhamento fatal do leitao (DFL) foi largamente descrita na
América do Norte (Harding, J.C., 1997), e 0s autores
apresentaram a existéncia de uma relacdo entre esta patologia
e a presenca de circovirus porcino (Daft, B. et al., 1996;
Clark, E.G., 1997; Harding, J.C., 1997; Harding, J.C. e
Clark, E.G., 1997; Nayar, G.P. et al., 1997). Um circovirus
porcino ja foi evidenciado em culturas celulares derivadas de
porco estabelecidas em 1linhas e 1infectadas cronicamente
(Tischer, I., 1986, 1988, 1995; Dulac, G.C., 1989; Edwards,
S., 1994; Allan, G.M., 1995 e McNeilly, F., 1996). Este
virus, aquando da infecdo experimental de leitdes, nao se

revelou patogénico para o porco (Tischer, I., 1986, Horner,
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G.W., 1991) e a sua sequéncia nucleotidica foi determinada e
caracterizada (Tischer, I., 1982; Meehan, B.M. et al., 1997;
Mankertz, A., 1997). O circovirus porcino, denominado virus
PCV, pertence ao género circovirus da familia circoviridae
(Murphy, F.A. et al., 1995) cujo viridao possui um ADN
circular de comprimento compreendido entre 1,7 e 2,3 kb, ADN
que compreende 3 grelhas de leitura aberta (ORF1 a ORF3), que
codifica para uma proteina de replicagdo REP implicada na
fase de ignicdao e de terminacgcao da replicagao circular
rolante (RCR) (Heyraud-Nitschke, F., et al., 1995; Harding,
M.R. et al., 1993; Hanson, S.F. et al., 1995; Fontes, E.P.B.
et al., 1994), qgue codifica para uma proteina da cdpside
(Boulton, L.H. et al., 1997; Hackland, A.F. et al., 1994;
Chu. P.W.G. et al., 1993) e que codifica para uma proteina
nao estrutural dita de disseminacao (Lazarowitz, S.G. et al.,

1989).

Os autores da presente invencgcao notaram que as manifestacdes
clinicas perceptiveis no porco e ligadas a 1infecdo pelo
circovirus DEL sao muito individualizadas. Estas
manifestacdes aparecem em geral em porcos de 8 a 12 semanas
de idade, desmamados desde 4 a 8 semanas. Os primeiros sinais
sao a hipotonia sem que se possa falar de prostracao.
Rapidamente (48 horas), os flancos encovam, a linha dorsal
desenha-se, 0s porcos “branqueiam”. Estes sinais sao
acompanhados em geral de hipertermia, de anorexia e
frequentemente de manifestacdes respiratdrias (tosse,
dispneia, polipneia). Podem igualmente aparecer diarreias
transitérias. A fase do estado de doencga dura cerca de um més
findo o qual as taxas de mortalidade variam de 5 a 20 %. A
estas mortalidades ¢é conveniente adicionar uma proporcgao

varidvel de animais cadavéricos (5-10 %) que ndo apresentam



futuro econdmico. Deve notar-se gque fora este estado critico
de final de pdés-definhamento, néo é visivel qualguer anomalia
nas criagdes. Em particular, a funcdao de reproducgao &

perfeitamente mantida.

No plano epidemioldgico, as primeiras manifestagdes desta
patologia aparecem no inicio de 1995 no Leste do departamento
de Cotes d’Armor em Franca, nao podendo ser avaliado com
precisdo o numero de criacgdes afectadas devido a auséncia de
um método de diagndéstico especifico em laboratério ou de
dispositivo de vigilédncia epidemioldgica da totalidade das
cabecas de gado. Baseando tanto nos factos clinicos como nos
resultados de exames necrdépsicos fornecidos pelos
veterindrios, pode-se estimar este numero em varias dezenas
(80-100). O caracter contagioso da doenca é fraco a moderado.
Sado relatados casos fora da zona inicial e na sua maioria séao
posteriores a transferéncia de animais provenientes de
criacdes que conhecem o problema. Em contrapartida, uma
particularidade da doenga ¢ a sua forte remanéncia. Assim, as
criagdes atingidas apds um ano sao ainda relevantes apesar da
aplicacao macica de terapéuticas. As criacgdes com expressao
clinicas sao recrutadas nas varias categorias de
especializacao (maternidade-engorda, pds-desmame—-engorda) e
sdo afectadas diferentes estruturas econdmicas. Por outro
lado, o0s problemas aparecem mesmo nas criacdes onde as regras

da zootecnia sao respeitadas.

Foram realizados numerosos exames necrdépsicos seja nas
criacgdes seja no laboratdrio. Os elementos da tabela de
lesbes sédo diversos. As lesbes macroscdpicas mais constantes
sao a pneumonia que se apresenta por vezes intersticial assim

como uma hipertrofia dos génglios linfaticos. As outras
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lesdes respeitam sobretudo as visceras tordcicas das gquails se
destacam especialmente a pericardite e a pleuresia. Mas sao
igualmente observadas artrites e uUlceras gastricas. As lesdes
reveladas no exame histoldégico situam-se essencialmente ao
nivel pulmonar (pneumonia intersticial), dos génglios
(deplecdo linfdide dos nddulos linfaticos, células gigantes)
e renal (glomerulonefrite, vascularite) . Os agentes
infecciosos foram objecto de aturadas investigagdes. A
intervencdo dos pestivirus e da doenca de Aujeszky pode ser
excluida. Os disturbios aparecem nos rebanhos SRRS (Sindrome
Reprodutiva e Respiratdéria dos Suinos) seropositivos, mas o
papel deste na génese dos disturbios nao pode ser
estabelecido (a maioria das criacdes da Bretanha sao SRRS

seropositivos).

A publicagdo por Meehan et al. (1998) descreve as varias
sequéncias de nucleotideos e de aminodcidos cujo ORFs sao

descritos, em particular o ORF2

o

- A sequéncia AF055391 compreende uma sequéncia de 92

idéntica a sequéncia de SEQ ID N° 15,

o

- A sequéncia AF055392 compreende uma sequéncia de 92

idéntica a segquéncia de SEQ ID N° 15,

o

- A sequéncia AF055393 compreende uma sequéncia de 99

idéntica a sequéncia de SEQ ID N° 15, e

o

- A sequéncia AF055394 compreende uma sequéncia de 98

idéntica a segquéncia de SEQ ID No. 15.

No entanto, esta publicacao nao divulga uma vacina dque

compreende essas sequéncias.



Os autores da ©presente invencao, com o objectivo de
identificar o agente etioldgico responsavel da DEL,
realizaram provas de “contacto” entre leitdes manifestamente

“doentes” e os porcos IOPE (Isentos de Organismos Patogénicos

Especificados) do CNEVA (Centre National d’Etudes
Vétérinaires et Alimentaires, Franca) . Estas provas
permitiram observar o desenvolvimento nos biotérios

protegidos das manifestacbdes compardaveis aquelas observadas
em criacéao. As manifestacgdes discretas tais como a
hipertermia moderada, a anorexia e a diarreia intermitente,
apareceram apds uma semana de contacto. Deve notar-se que o
virus SRRS apenas se difundiu apds as manifestacdes clinicas.
Por outro lado, inoculacgdes de o6rgaos de animais doentes
triturados em animais saos permitiu reproduzir manifestacdes
parecidas com aquelas observadas nas criacdes, no entanto com
uma incidéncia menos forte ligada as condicgdes favoraveis de

manutencao dos animais nas instalacdes experimentais.

Assim, os autores da presente invencao puderam evidenciar que
as manifestacdes patoldgicas se apresentam como uma entidade
bem definida que afecta o porco numa fase particular do seu

crescimento.

Esta patologia nunca foi descrita em Franca. No entanto,
informacbes dispersas especialmente Canadianas relatam factos

similares.

Os disturbios nado podem ser tratados pelas terapéuticas

existentes.

Os dados recolhidos tanto em criacao como em experimentacao

permitiram relevar os seguintes pontos:
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- a doenca DEL € transmissivel mas € pouco contagiosa,

- a sua origem etioldgica ¢é de natureza infecciosa e
provavelmente viral,

- a doenca DEL apresenta um cardcter persistente nas criacgdes

atingidas.

Seguem—-se consequéncias econdmicas consideraveis para as

criacodes.

Assim, uma necessidade importante a data refere-se a um
diagndéstico especifico e sensivel, de realizacdo pratica e
réapida, permitindo a despistagem precoce da infecdo. Um teste
fidvel, sensivel e pratico que permita a distincdo entre
estirpes de circovirus porcino (PCV) ¢é entao fortemente

desejado.

Por outro lado, permanece ainda desejado um tratamento
eficaz, e bem tolerado das infec¢des com circovirus DEL, nao
estando hoje disponivel qualquer vacina contra o circovirus

DEL.

Tratando-se do circovirus DEL, dever—-se—-& provavelmente
compreender o papel da defesa imunitadria na fisiologia e a

patologia da doenca para desenvolver vacinas satisfatérias.

Uma informacdo mais ampla relativamente a Dbiologia destas
estirpes, as suas interacgdes com 0s seus hospedeiros, os
fendmenos de inactividade associados e especialmente aqueles
de escape as defesas imunitdrias do hospedeiro, e finalmente
a sua implicacéao no desenvolvimento das patologias
associadas, permitira uma melhor compreensao destes

mecanismos. Tendo em conta as consideracdes precedentes e que
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ilustram em particular as limitacdes dos meios de luta contra
a infecédo pelo circovirus DEL, é entdao primordial hoje por um
lado desenvolver ferramentas moleculares, especialmente a
partir de um melhor conhecimento genético do circovirus DEL,
mas igualmente optimizar novos tratamentos preventivos e
terapéuticos, novos métodos de diagndéstico e novas
estratégias de vacina especificas, eficazes e toleradas. Tal

é precisamente o objecto da presente invencao.

A presente descrigdo refere-se as sequéncias nucleotidicas do
genoma de circovirus DEL de sequéncias SEQ ID N° 1, SEQ ID N°

2, SEQ ID N° 9, SEQ ID N° 10 ou um dos seus fragmentos.

As sequéncias nucleotidicas de sequéncias SEQ ID N° 1 e SEQ
ID N° 2 correspondem respectivamente a sequéncia gendmica da
cadeia de polaridade (+) e da cadeia de polaridade (-) do
circovirus DEL do tipo A (ou PCVA), sendo a sequéncia SEQ ID

N° 2 representada segundo a orientacao 5" — 37.

As sequéncias nucleotidicas de sequéncias SEQ ID N° 9 e SEQ
ID N° 10 correspondem respectivamente a sequéncia gendmica da
cadeia de polaridade (+) e da cadeia de polaridade (-) do
circovirus DEL do tipo B (ou PCVB), sendo a sequéncia SEQ ID

N° 10 representada segundo a orientacao 5’ - 3’'.

LA  presente descricdo refere-se também a sequéncias de
nucledtidos caracterizada pelo facto de elas serem escolhidas

a partir de:

a) uma sequéncia de nucledtidos especifica de um
fragmento de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 9, ID

SEQ N° 10 ou um seu fragmento;
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b) uma seguéncia de nucledétidos que sao homdélogas a uma
sequéncia de nucledtidos como definida em a);

c) uma sequéncia de nucledtidos complementar a uma
sequéncia de nucledétidos como definida em a) ou b), e

a sua sequéncia de nucledétidos correspondente do ARN;

d) uma sequéncia de nucledtidos capaz de hibridar sob
condigdes rigorosas com uma sequéncia tal que

definido em a), b) ou c);

e) uma sequéncia de nucledtidos compreendendo uma
sequéncia tal como definida em a), b), c) ou d); e

f) uma sequéncia de nucledétidos modificados por uma
sequéncia de nucledtidos tal como definido nas alineas

a)r b)r C)/ d) Oue).

Entende-se por sequéncia nucleotidica, polinucleotidica ou
dcido nucleico, segundo a presente invencdo, tanto um ADN de
cadeia dupla ou de cadeia simples em formas monoméricas e
diméricas (ditas em série) como produtos de transcricao dos

referidos ADNSs.

Deve ser entendido que a presente divulgacdo ndo se refere as
sequéncias de nucledtidos gendmicas tomadas no seu ambiente
natural, isto €, no seu estado natural. Estas sdao sequéncias
que foram isoladas, purificadas ou parcialmente purificada, a
partir de tais métodos de separagdao como por exemplo a
cromatografia de troca 1do, por exclusao com base no tamanho
molecular, ou por técnicas de afinidade, ou de fraccionamento
baseados sobre a solubilidade em diferentes solventes, ou a
partir de métodos de engenharia genética, tais como
amplificacdo, clonagem e subclonagem, as sequéncias de a

descricao pode ser realizada por vectores.



As sequéncias nucleotidicas SEQ ID N° 1 e SEQ ID N° 9 foram

obtidas por sequenciacdo do genoma pelo método de Sanger.

Por fragmento de sequéncia nucleotidica,entende-se designar
qualquer fragmento nucleotidico do circovirus DEL, do tipo A
ou B, de crescimento de pelo menos 8 nucledtidos, de
preferéncia pelo menos 12 nucledtidos, e ainda mais
preferentemente pelo menos 20 nucledétidos consecutivos da

sequéncia da gqual é retirado.

Por fragmento especifico de sequéncia nucleotidica, entende-
se designar qualquer fragmento nucleotidico do c¢ircovirus
DEL, do tipo A ou B, que apresenta, apds alinhamento e
comparacao com os fragmentos correspondentes de circovirus
porcinos conhecidos, pelo menos um nucledétido ou base de
natureza diferente. Por exemplo, os fragmentos nucleotidicos
especificos do circovirus DEL de tipo A podem facilmente ser
determinados reportando a figura 3 da presente invengdo na
qual sao evidenciados os nucledtidos ou as bases da sequéncia
SEQ ID N° 1 (circopordfp) que sao de natureza diferente, apds
alinhamento da referida sequéncia SEQ ID N° 1 com as duas
outras sequéncias de circovirus porcino conhecidas

(circopormeeh e circopormank).

Por sequéncia nucleotidica homéloga no sentido da presente
invencdo, entende-se uma sequéncia nucleotidica que apresenta
pelo menos uma percentagem de identidade com as bases de uma
sequéncia nucleotidica segundo a invencdo de pelo menos 80 %,
de preferéncia 90 % e 95 %, sendo esta percentagem puramente
estatistica e as diferencas entre as duas sequéncias

nucleotidicas podem ser repartidas ao acaso ao longo da

totalidade do seu comprimento.



Por seqguéncia nucleotidica homdéloga especifica no sentido da
presente 1invencao, entende-se uma sequéncia nucleotidica
homéloga que apresenta pelo menos uma sequéncia nucleotidica
de fragmento especifico, tal como definida anteriormente. As
referidas sequéncias homélogas “especificas” podem
compreender, por exemplo, as sequéncias correspondentes a
sequéncia gendmica ou as sequéncias dos seus fragmentos
representativos de variantes de circovirus DEL do tipo A ou
B. Estas sequéncias hombélogas especificas podem assim
corresponder a variagdes 1ligadas a mutagdes no seio das
estirpes de circovirus DEL do tipo A e B, e corresponder
especialmente a truncagens, substituicgdes, delecbes e/ou
adicdes de pelo menos um nucledtido. As referidas sequéncias
homdélogas podem igualmente corresponder a variacgdes ligadas a

degenerescéncia do cdédigo genético.

Na presente descricao, entende-se designar por circovirus
DEL, o0s circovirus associados a doenca do emagrecimento do
leitao (DEL) do tipo A (PCVA) ou do tipo B (PCVB), aqui de
seguida definidas pela sua sequéncia gendmica, assim como os
circovirus cujas sequéncias nucleotidicas sdo homdlogas as
sequéncias de circovirus DEL do tipo A ou B, tais como
especialmente os circovirus correspondentes a variantes do

tipo A ou do tipo B.

Por sequéncia nucleotidica complementar de uma sequéncia da
invencdo, entende-se qualquer ADN cujos nucledtidos séao
complementares aqueles da sequéncia da i1nvencdao, e cuja

orientacdo é inversa (sequéncia anti-paralela).

Entende-se por hibridacdo nas condigdes de restringéncia com

uma sequéncia nucleotidica segundo a invencao, uma hibridacao
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em condicdes de temperatura e de forca idnica escolhidas de
tal modo que elas permitem a manutencdao da hibridacao entre

dois fragmentos de ADN complementares.

A titulo ilustrativo, condigcdes de forte restringéncia da
etapa de hibridacdo para definir os fragmentos nucleotidicos

descritos abaixo, sao com vantagem as seguintes.

A hibridacdo é realizada a uma temperatura preferencial de
65°C na presenca de tampao SSC, 1 x SSC correspondente a 0,15
M de NaCl e 0,05 M de citrato de Na. As etapas de lavagem

podem, por exemplo, ser as seguintes:

- 2 x SSC, a temperatura ambiente seguida de 2 lavagens a 2 x
ssc, 0,5 % SDS a 65°C; 2 x 0,5 x 8sC, 0,5 % SDS; a 65°C

durante 10 minutos cada um.

As condigbes de restringéncia intermedidria, utilizando por
exemplo uma temperatura de 42°C na presenca de um tampao 2 X
SSC, ou de fraca restringéncia, por exemplo uma temperatura
de 37°C na presengca de um tampao 2 x SSC, requerem
respectivamente para a hibridagdo entre as duas sequéncias

uma complementaridade global menos importante.

As condicgdes restringentes de hibridacao descritas acima para
um polinucledtido de dimensdo de cerca de 350 bases seréao
adaptadas pelo perito na técnica para oligonucledtidos de
tamanho maior ou mais pequeno, segundo o0s ensinamentos de

Sambrook et al., 1989.

Descrevem-se aqui sequéncias nucleotidicas igualmente

utilizdveis como iniciador ou sonda em métodos que permitem
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obter as sequéncias homdélogas, sendo estes métodos tais como
a reacgao em cadeia da polimerase (PCR), a clonagem e a
sequenciacdo de 4acido nucleico bem conhecidos pelos peritos

na técnica.

Entre as referidas sequéncias de nucledtidos de acordo com a
descricao, os mais preferidos para utilizacao como iniciador
ou sonda em métodos para diagnosticar a presenca de

circovirus ou uma sua variante tal como definido abaixo.

Sequéncias de nucledtidos também preferidas de acordo com a
descricao séao capazes de modular, inibir ou induzir a
expressdo do gene de circovirus, e/ou capaz de modular o
ciclo de replicacgdo de circovirus para dentro da célula e/ou
0 organismo hospedeiro. Destina-se a denotar ciclo de
replicacdo, invasédo, proliferacdo de circovirus, e espalhar
as células hospedeiras células héspedes no organismo

hospedeiro.

Entre as referidas sequéncias de nucledtidos de acordo com a
descricao, as sequéncias da SEQ ID N° 3 & finalmente
preferidos aqueles qgue correspondem a quadros de leitura
aberta, chamada de sequéncias de ORF (ORF para "open reading
frame"), e que codifica polipéptidos, tais como, por exemplo
(ORF1), SEQ ID N° 4 (ORF2) e SEQ ID N° 5 (ORF3),
respectivamente, correspondendo a sequéncia de nucledtidos
entre as posicdes 47-985 em relacdo a posicdo determinada na
sequéncia de nucledétidos SEQ ID N° 1, as posigbes 1723-1022 e
658 para as posicdes 38 em relacdo a posicdo na sequéncia de
nucledétidos SEQ ID N° 2 (mostrado na orientacdo 37 - 5'), as
extremidades ser incluidos, ou SEQ ID N° 11 ( ORF'l), SEQ ID

NO: 12 (ORF'2) e SEQ 1ID N° 13 ORF'3) respectivamente
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correspondentes as sequéncias entre as posicdes 51-995 em
relacgcdo a posicdo determinada na sequéncia de nucledtidos SEQ
ID N° 9, das posicgdes 1734-1033 e 670-357 posigdes, sendo as
posicbdes determinadas em relacdo a posicdo de a sequéncia de
nucledétidos de SEQ ID N° 10 (mostrado na orientacao 3' - 5'),

sendo as extremidades incluidas.

Os fragmentos de sequéncia nucleotidica podem ser obtidos por
exemplo por amplificacgdo especifica, tal como o PCR, ou apds
digestdo por enzimas de restricao apropriados de sequéncias
nucleotidicas, sendo estes métodos descritos em particular na
obra de Sambrook et al., 1989. Estes referidos fragmentos
representativos podem igualmente ser obtidos por sintese
quimica quando a sua dimensdao nédo ¢ demasiado elevada e

segundo métodos bem conhecidos pelo perito na técnica.

Por sequéncia nucleotidica modificada, entende-se qualquer
sequéncia obtida por mutagénese segundo as técnicas bem
conhecidas pelo perito na técnica, e incluem modificagdes em
relacgcdo as sequéncias normais segundo a invengdo, por exemplo
mutacdes em sequéncias reguladoras e/ou promotoras da
expressao de polipéptido, especialmente que conduzam a uma
modificacdo da taxa de expressao do referido polipéptido ou a

uma modulacao do ciclo de replicacao.

Por sequéncia nucleotidica modificada, entende-se igualmente
qualquer sequéncia nucleotidica que codifica para um

polipéptido modificado tal como aqui definido depois.

A  presente descricao tem como objeto as sequéncias
nucleotidicas de c¢ircovirus DEL, caracterizadas por serem

escolhidas entre as sequéncias SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ
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ID N° 5, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, SEQ ID N° 13 ou um dos

seus fragmentos.

A descricado refere-se também a sequéncias nucledtidicas
caracterizadas pelo facto de compreender uma sequéncia de

nucledétidos seleccionada a partir de:

a) uma sequéncia nucleotidica SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4,
SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, ID SEQ N° 13
ou um seu fragmento;

b) um sequéncia de nucledétidos de fragmento especifica
de uma sequéncia tal como definida em a);

c) uma sequéncia de nucledtidos homdlogas que tem pelo
menos 80% de identidade com uma sequéncia tal como
definida em a) ou b);

d) uma sequéncia de nucledtidos complementar ou uma
sequéncia de ARN correspondente a definida em a),

b) ou c); e

e) uma sequéncia de nucledtidos modificados por uma

sequéncia tal como definida em a), b), c) ou d).

No que respeita a homologia com as sequéncias nucleotidicas

SEQ ID N° 3,

SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, SEQ ID
N° 13 ou um dos seus fragmentos, preferem-se as sequéncias
homélogas, especialmente especificas, que apresentem uma
percentagem de identidade com uma das sequéncias SEQ ID N° 3,
SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, SEQ ID N° 11, SEQ ID N° 12, SEQ ID
N° 13 ou um dos seus fragmentos de pelo menos 80 %, de

preferéncia 90 % e 95 %. As referidas sequéncias homdélogas

especificas podem compreender, por exemplo, as sequéncias
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correspondentes as sequéncias ORF1, ORF2, ORF3, ORF’1, ORF’2
e ORF’3 de variante de circovirus DEL do tipo A o do tipo B.
Estas sequéncias homdélogas especificas podem do mesmo modo
corresponder a variagdes 1ligadas a mutagdes no seio das
estirpes de circovirus DEL do tipo A ou do tipo B e
corresponder especialmente a truncagens, substituicgdes,

delecdes e/ou adicgdes de pelo menos um nucledtido.

Entre as sequéncias de nucledétidos de acordo com a descricgao,
sdo especialmente preferidos a sequéncia SEQ ID N° 11, dque

tem homologia com mais de 80 % de identidade com a sequéncia

SEQ ID n°® 3 e SEQ ID No. 12.

De preferéncia, a descricdo refere-se as sequéncias de
nucledétidos de acordo com a descricgao, caracterizados pelo
facto de compreender uma sequéncia de nucledtidos

seleccionada entre as seguintes sequéncias:

a) 170 5'TGTGGCGA 3';

b) 450 5’ AGTTTCCT 3';

c) 1026 5’ TCATTTAGAGGGTCTTTCAG 37;
d) 1074 5’ GTCAACCT 3';

e) 1101 5’ GTGGTTGC 3';

£) 1123 5’ AGCCCAGG 3’;

g) 1 192 5’ TTGGCTGG 3';

h) 1218 5’ TCTAGCTCTGGT 3’;
i) 1501 5’ ATCTCAGCTCGT 3’;
j) 1536 5’ TGTCCTCCTICTT 3’;
k) 1563 5’ TCTCTAGA 3';

1) 1632 5’ TGTACCAA 3';

m) 5 1686’ TCCGTCTT 3’; e sua sequéncia complementar.
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A lista de sequéncias de nucledtidos a)-m) acima, o0s
nucledétidos sublinhados sdao mutantes em comparacao com 0S8
dois conhecidos, nao patogénico para as sequéncias de
circovirus suino. O numero que precede a sequéncia de
nucledétidos que representa a posicdo da referida primeira

sequéncia de nucledétidos com a sequéncia SEQ ID n°® 1.

A presente 1invencao refere-se a uma composicao de vacina,
caracterizado pelo facto de compreender um polipéptido
isolado codificado por uma sequéncia de nucledtidos possuindo
pelo menos 90 % de identidade com a sequéncia SEQ ID NO: 12 e

que corresponde a ORF '2 um circovirus DEL do tipo B.

A invencdo também diz respeito a uma composicdo de wvacina,
caracterizado pelo facto de compreender um polipéptido
isolado codificado por uma sequéncia de nucledtidos possuindo
pelo menos 95 % de identidade com a sequéncia SEQ ID N° 12,

que corresponde a ORF'2 um circovirus DEL do tipo B.

A invencdo também diz respeito a uma composicdo de wvacina,
caracterizado pelo facto de compreender uma sequéncia de
polipéptido isolado possuindo pelo menos 90 % de identidade
com a sequéncia SEQ ID NO: 15 e a correspondente ORF'2 um

circovirus DEL do tipo B.

A invencdo também se refere a uma composicdo de wvacina,
caracterizado pelo facto de compreender uma sequéncia de
polipéptido isolado possuindo pelo menos 95% de identidade
com a sequéncia SEQ ID NO: 15 e que corresponde a um ORF'2
circovirus do tipo B. A descricdo compreende os polipéptidos
codificados por uma sequéncia nucleotidica segundo a

invencdo, de preferéncia um polipéptido cujas sequéncia é
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representada por um fragmento, especialmente especifico, de
uma das 6 sequéncias de aminodcidos representados pela figura
2, podendo estas 6 sequéncias de aminodcidos correspondentes
aos polipéptidos ser codificados através de um dos 3 quadros
de leitura possiveis da sequéncia SEQ ID N° 1 ou da sequéncia
SEQ ID N° 2, ou um polipéptido cuja sequéncia € representada
por um fragmento de aminodcidos correspondente aos
polipéptidos podendo ser codificados segundo um dos 3 quadros
de leitura possiveis da sequéncia SEQ IB N° 9 ou de sequéncia

SEQ ID N° 10.

A invencao refere-se a polipéptidos caracterizados pelo facto
de conterem um polipéptido de sequéncia de aminodcidos SEQ ID

N° 15 SEQ.

A descricao refere-se a polipéptidos caracterizados por
compreenderem um polipéptido escolhido entre as sequéncias de
aminodcidos SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ ID N°
14, SEQ ID N° 15, SEQ ID N° 16 ou um dos seus fragmentos, ou

um fragmento do polipéptido de sequéncia SEQ ID N° 15.

Entre os polipéptidos de acordo com a descricao, incluindo o
polipeptideo preferido de segquéncia de aminodcidos de SEQ ID
No. 14 gue tem homologia com mais de 80% de identidade com a
sequéncia SEQ ID N° 6, e a sequéncia polipeptidica de SEQ ID
NO: 15.

A descricdo também se refere a polipéptidos caracterizados
pelo facto de conterem um polipéptido seleccionado a partir

de:
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a) um fragmento especifico de pelo menos 5 aminodcidos
de um polipeptideo da sequéncia de aminodcidos da
descricao;

b) um polipéptido hombélogo de um polipéptido tal como
definido em a);

c) um fragmento especifico biologicamente activo de um
polipéptido como definido em a) ou b); e

d) um polipéptido modificado tal como definido em uma

polipeptideo), b) ou c).

A invencao também diz respeito a uma composigcao de vacina
compreendendo uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo
pelo menos 90 % de identidade com a sequéncia SEQ ID NO: 15 e
que corresponde a ORF’2 de um circovirus DEL do tipo B
caracterizado por a referida sequéncia inclui a sequéncia SEQ

ID No. 17.

A invencao também diz respeito a uma composicao de vacina
compreendendo uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo
pelo menos 90 % de identidade com a sequéncia SEQ ID NO: 15 e
que corresponde a ORF’2 de um circovirus DEL do tipo B

caracterizado por a referida sequéncia inclui a sequéncia SEQ

ID N° 18.

A invencao também diz respeito a uma composigcao de vacina
compreendendo uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo
pelo menos 90 % de identidade com a sequéncia SEQ ID NO: 15 e
que corresponde a ORF’2 de um circovirus DEL do tipo B
caracterizado por a referida sequéncia inclui a sequéncia SEQ

ID N° 19.

18



A invencao também diz respeito a uma composicao de vacina
compreendendo uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo
pelo menos 90 % de identidade com a sequéncia SEQ ID NO: 15 e
que corresponde a ORF’2 de um circovirus DEL do tipo B
caracterizado por a referida sequéncia inclui a sequéncia SEQ

ID No. 20.

Descrevem—-se ainda aqui os polipéptidos de sequéncias de
aminodcidos SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 19 e SEQ ID
N°¢ 20, sendo estes polipéptidos especialmente capazes de
reconhecer de modo especifico o0s anticorpos produzidos
aquando da infecdo pelo circovirus DEL do tipo B. Estes
polipéptidos apresentam assim epitopos especificos do
circovirus DEL do tipo B e podem entdo em particular ser
utilizados no dominio diagndstico ou como agente imunogénico
para conferir uma proteccao no porco contra a infegcao pelo

circovirus DEL, especialmente do tipo B.

Na presente descricao, os termos polipéptido, péptido e

proteina sdo intermutdveis.

Deve ser entendido que a invencdo nado inclui polipéptidos sob
a forma natural, ou seja, gque nao sejam recolhidos no seu
ambiente natural mas que puderam ser isolados ou obtidos por
purificacao a partir de fontes naturais, ou entao obtidos por
recombinacao genética, ou ainda por sintese quimica e que
podem entdo incluir aminodcidos ndo naturails, como serd aqui

descrito seguidamente.

Por fragmento de polipéptido, entende-se designar um
polipéptido incluindo pelo menos 5 aminoacidos, de

preferéncia 10 aminocdcidos e 15 aminodcidos.
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Por fragmento especifico de polipéptido, entende-se designar
na presente descricao um fragmento de polipéptido codificado
por uma sequéncia nucleotidica de fragmento especifico de

acordo com a descricgao.

Por polipéptido hombélogo, entende-se designar os polipéptidos
que apresentam, em relacdo ao polipéptido natural, certas
modificacgdes como em particular uma delecao, adicao,
substituicdo de pelo menos um aminodcido, uma truncagem, um
alongamento, uma fusdo quimérica, e/ou uma mutacdo. Entre os
polipéptidos homdlogos, prefere-se aqueles cuja sequéncia de
aminodcidos apresenta pelo menos 80 %, de preferéncia 90 %,
de homologia com as sequéncias de aminoacidos dos

polipéptidos de acordo com a invengao.

Por polipéptido homdélogo especifico, entende-se designar os
polipéptidos homdlogos tais como definidos anteriormente e
apresentando um fragmento especifico de polipéptido de acordo

com a descricgao

No caso de uma substituicgdo, um ou varios aminodcidos
consecutivos ou nao consecutivos, sdao substituidos por
aminodcidos “equivalentes”. A expressao aminodcido
“equivalente” visa aqui designar qualquer aminodcido
susceptivel de ser substituido num dos aminodcidos da
estrutura de base sem no entanto modificar substancialmente
as actividades bioldgicas dos péptidos correspondentes e tais

quais serao definidas de seguida.

Estes aminodcidos equivalentes podem ser determinados seja

com base na sua homologia de estrutura com os aminodcidos que
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substituem, ou com base em resultados de ensaios comparativos
de actividade bioldgica entre os diferentes polipéptidos
susceptiveis de serem efectuados.

A titulo de exemplo, mencionam-se as possibilidades de
substituicdes susceptiveis de serem efectuadas sem que de tal
resulte uma modificacdo aprofundada da actividade bioldgica
dos polipéptidos modificados correspondentes, as
substituig¢cdes, por exemplo, da leucina pela valina ou
isoleucina, do 4acido aspartico pelo 4&acido glutdmico, da
glutamina pela asparagina, da ariginina pela 1lisina, etc.,
sendo naturalmente de se considerar as substituicdes inversas

nas mesmas condicdes.

Os polipéptidos hombélogos especificos correspondem igualmente
aos polipéptidos codificados pelas sequéncias nucleotidicas
especificas tais como definidas anteriormente e compreendendo
assim na presente definicdo os polipéptidos mutados ou
correspondentes a variantes, podendo existir no circovirus
DEL, e que correspondem especialmente a truncagens,
substituig¢des, delegdes e/ou adig¢des de pelo menos um residuo

de aminodcido.

Por fragmento especifico biologicamente activo de um
polipéptido, entende-se designar em particular um fragmento
especifico de polipéptido, tal como definido anteriormente,
que apresenta pelo menos uma das caracteristicas dos

polipéptidos, especialmente que seja:

- capaz de induzir uma reaccao de 1imunogenicidade dirigida
contra um circovirus DEL; e/ou
— capaz de ser reconhecido por um anticorpo especifico de um

polipéptido segundo a invencao; e/ou
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- capaz de se ligar a um polipéptido ou a uma sequéncia
nucleotidico de circovirus DEL; e/ou

- capaz de exercer uma actividade fisioldgica, mesmo parcial,
tal como por exemplo uma actividade de disseminacado ou
estrutural (céapside); e/ou

- capaz de modular, de induzir ou de 1nibir a expressao do
gene de circovirus DEL ou de uma das suas variantes, e/ou
capaz de modular o ciclo de replicacdo DEL na célula e/ou o

organismo hospedeiro.

Os fragmentos de polipéptido de acordo com a descricao podem
corresponder a fragmentos isolados ou purificados
naturalmente presentes num circovirus DEL ou corresponder a
fragmentos qgque podem ser obtidos por clivagem do referido
polipéptido por uma enzima proteolitica tal como a tripsina
ou a qguimotripsina ou a colagenase, ou Ppor um reagente
guimico, tal como o brometo de cinaogénio (CNBr) ou ainda
colocando o referido polipéptido num ambiente muito A&acido,
por exemplo a pH 2,5. Tais fragmentos polipeptidicos podem
ser 1gualmente ©preparados indiferentemente por sintese
gquimica, a partir de hospedeiros transformados por um vector
de expressao segundo a 1invengao contendo um acido nucleico
gue permita a expressao dos referidos fragmentos, colocados
sob o controlo dos elementos de regulacdo e/ou de expressao

apropriados.

Por “polipéptido modificado” de um polipéptido, entende-se
designar um polipéptido obtido por recombinacdo genética ou
por sintese quimica como sera descrito de seguida,
apresentando pelo menos uma modificacdo em relacdo a
sequéncia normal. Estas modificacgdes poderao especialmente

incidir em aminodcidos a origem de uma especificidade, da
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patogenicidade e/ou da viruléncia, ou a origem da conformacao
estrutural, e da capacidade de insercao membranar do
polipéptido segundo a invencdo. Poder-se-a assim criar
polipéptidos de actividade equivalente, aumentada ou
diminuida, e de especificidade equivalente, mais estreita, ou
mais larga. Entre os polipéptidos modificados, pode-se citar
os polipéptidos nos quais até 5 aminodcidos podem ser
modificados, truncados na extremidade N- ou C-terminal, ou

ainda deletados, ou entao ajustados.

Como ¢é indicado, as modificagdes do polipéptido terdao como

objectivo especialmente:

- tornad-lo capaz de modular, de inibir ou de induzir a
expressdo do gene do circovirus DEL e/ou capaz de modular o
ciclo de replicacdo de circovirus DEL na célula e/ou no
organismo hospedeiro,

- permitir a sua incorporacgao em composicdes de vacina,

- modificar a sua biodisponibilidade na qualidade de composto

para utilizacdo terapéutica.

Os métodos que permitem evidenciar as referidas modulagdes em
células eucaridticas ou procaridticas sa@o bem conhecidas pelo
perito na técnica. Naturalmente que as sequéncias
nucleotidicas que codificam para os referidos polipéptidos
modificados  poderao ser utilizadas para as referidas
modulacdes, por exemplo por intermédio de vectores segundo a
invencdo e aqui seguidamente descritos, de modo a, por

exemplo, prevenir ou tratar as patologias ligadas a infecéo.

Os polipéptidos modificados precedentes podem ser obtidos

utilizando a quimica combinatdéria, na qual é possivel fazer
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variar sistematicamente partes de polipéptido antes de as
testar em modelos, por exemplo culturas celulares ou
microrganismos, para seleccionar os compostos mais activos ou

que apresentam as propriedades procuradas.

A sintese quimica apresenta igualmente a vantagem de poder

utilizar:

- aminodcidos ndo naturais, ou

- ligagdes nao peptidicas.

Assim, de modo a melhorar a duracao da vida dos polipéptidos
segundo a invencao, podera ser interessante utilizar
aminodcidos ndo naturais, por exemplo sob a forma D, ou ainda
andalogos de aminodcidos, especialmente por exemplo formas

sulfurosas.

Finalmente, a estrutura dos polipéptidos segundo a invencao,
as suas formas homdélogas especificas ou modificadas, podera
ser integrada nas estruturas quimicas do tipo polipeptidico
ou outros. Assim, poderd ser interessante de prever nas
extremidades Net C-terminais compostos nao reconhecidos pelas

protéases.

Faz igualmente parte da descricao as sequéncias nucleotidicas

codificadas por um polipeptidico de acordo com a invencao.

A descricgcao refere-se também a sequéncias de nucledtidos
utilizadas como iniciador ou sonda, caracterizado em que as
referidas sequéncias sao seleccionados a partir das

sequéncias de nucledétidos de acordo com a descricéao.
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Entre os pares de sequéncias de nucledétidos qgue podem ser
usadas como um par de 1iniciadores de acordo com a descrigao,
prefere pares de 1iniciadores seleccionados de entre os

seguintes pares:

a) 5’ GTIG TGC TCG ACA TTG GIG TG 3, e

5’ TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 37';

b) 5" GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3', e

57 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 37;

c) 5’ CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3', e

5’ GIG TGC TCG ACA TTG GIG TG 37;

d) 5" CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3', e

57 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 37; e

e) 5’ CCT GIC TAC TGC TGT GAG TAC CTT GT 37, e
5’ GCA GTA GAC AGG TCA CTC CGT TGT CC 3'.

A clonagem e sequenciamento do circovirus DEL, tipo A e B,
foram identificados apds a andlise com as sequéncias de
nucleotideos de outros circovirus suino, que estavam entre as
sequéncias de fragmentos estes &cidos nucleicos, que séao
estritamente especificos para os circovirus DEL de tipo A,
tipo B e tipo A e B, e 0s que correspondem a uma sequéncia de
consenso de diferentes do tipo de circovirus circovirus

porcino A e/ou B.

Uma grande necessidade existe também ter sequéncias
nucleotidicas disponiveis para utilizacado como iniciador ou
sonda especifica para a totalidade do circovirus porcino e

outros conhecidos nao patogénico.

As referidas sequéncias de nucledtidos de consenso

especificas de todos o0s outros que circovirus do tipo A e B
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circovirus, sédo facilmente identificdveis a partir da Figura

3 e SEQ ID N° 9, e sao parte da descricéao.

Entre estas sequéncias de nucledtidos de consenso referidas,
caracterizado pelo facto de que é preferivel que faz parte do

par de iniciadores seguinte:

a) 5' - TGC TCG ACA TTG GTG GIG TG 3' e 5' TGG AAT GTT AAC
CTC TAC AA 37.

A descricao também inclui uma sequéncia de nucledtidos de
acordo com a descricao, caracterizado pelo facto que a
referida sequéncia ¢é uma sequéncia consenso especifico de
circovirus suino diferente circovirus DEL do tipo B e & um

dos iniciadores da seguinte par de iniciadores:

a) 5 ' GCG GCG GCC ATC GGT TGT AAC TT 3', e 5 ' GAT GGC CCG
GAA AGA CGG GTA TC 3.

Entende-se que a presente descricao também se refere a
polipéptidos circovirus especificos suino conhecida,
diferente de circovirus, codificado pela dita sequéncia de
consenso de nucledtidos que pode ser obtida por purificacao a
partir de polipéptidos naturais, por recombinagdo genética ou
por sintese quimica bem conhecido dos peritos na arte e tal
como descrito abaixo, em particular os processos. Do mesmo
modo, 0s anticorpos anticorpos mono-ou policlonais, marcados
ou nao rotulados, dirigidos contra os referidos polipéptidos
especificos codificados pela referida sequéncias de

nucleotideos de consenso também fazem parte da descricao.
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Tais sequéncias de nucleotideos de consenso, as referidas
correspondente disse anticorpos e polipeptideos dirigidos
contra os referidos polipéptidos, pode ser utilizada em
métodos ou estojos de detecgdo e/ou identificagdo como
descrito abaixo, em vez de ou em adicdo as sequéncias
nucleotidicas, polipéptidos ou anticorpos de acordo com a

descricdo, para os tipos especificos circovirus A e/ou B.

Estes protocolos foram melhorados para detectar formas
diferencialmente monoméricas circulares de formas
replicativas especificas ou virido ou de ADN em replicacgao
nas formas encontradas nas referidas construcgdes diméricas

moleculares em tandem.

A descricdo refere-se ainda a utilizacao de uma sequéncia de
nucledétidos de acordo com a descricao, como um iniciador ou
sonda, para a deteccdo e/ou amplificacdo de seguéncias de

dcidos nucleicos.

As sequéncias de nucleédétidos de acordo com a descricao pode,
assim, ser utilizada ©para amplificar as sequéncias de
nucledétido, nomeadamente pela técnica PCR (reacgdo (PCR em
cadeia da polimerase) (Erlich, 1989, 1Innis et al, 1990.;

Rolfs et al, 1991.; e White et al. 1997).

Os iniciadore oligodesoxiribonucledtidos ou oligo-
ribonucledétidos, de preferéncia tém um comprimento de, pelo
menos, 8 nucledtidos de preferéncia pelo menos 12
nucledtidos, e ainda mais preferencialmente pelo menos 20

nucledtidos.
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Outras técnicas para a amplificacdo do &cido nucleico alvo

pode ser vantajosamente utilizado como alternativas ao PCR.

As sequéncias de nucledétidos da descricadao, em particular os
iniciadores tal como descrito, podem também ser utilizado em
outros processos para a amplificacdo de um &cido nucleico

alvo, tais como:

— a técnica TAS (Transcription-based Amplification System),
descrita por Kwoh et al. en 1989;

— a técnica 3SR (Self-Sustained Sequence Replication),
descrita por Guatelli et al. en 1990;

- a técnica NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification), descrita par Kievitis et al. en 1991 ;

- a técnica SDA (Strand Displacement Amplification) ou
técnica d’amplification a déplacement de brin (Walker

et al., 1992);

— a técnica TMA (Transcription Mediated Amplification).

Os polinucleidos da divulgacao podem também ser utilizadas em
técnicas de amplificacdo ou modificacdo do adcido nucleico que

serve como sonda, tais como:

- a técnica LCR (Ligase Chain Reaction), descrita por
Landegren et al. en 1988 et perfectionnée par Barany et al.
en 1991, qui emploie une ligase thermostable;

— a técnica de RCR (Repair Chain Reaction), descrita por
Segev en 1992 ;

— a técnica CPR (Cycling Probe Reaction), descrita por Duck

et al. en 1990 ;
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— a técnica d’amplification a la Q-beta-réplicase, descrita
por Miele et al. en 1983 et perfectionnée notamment par Chu
et al. en 1986, Lizardi et al. en 1988, puis par Burg et al.,
ainsi que par Stone et al. en 1996.

No caso em que o polinucledétido alvo pode ser detectado € um
ARN, por exemplo  ARNm, & possivel usar, antes da
implementacao de uma reacao de amplificacdo utilizando pelo
menos uma cartilha de acordo com descricdo ou a implementacéao
de um método de deteccao usando pelo menos uma sonda da
descricao, enzima do tipo transcriptase reversa, a fim de se
obter um ADNc a partir do ARN contido na amostra bioldgica. O
CADN obtido ird entdo servir como alvo para os iniciadores ou
a sonda ou utilizado no método amplificacdao ou deteccao, tal

de acordo com a descricao.

A sonda de detecgdo serd escolhida de modo que ele hibrida
com a sequéncia alvo ou fragmento amplificado gerado a partir
da sequéncia alvo. Tal sonda de deteccdo serd vantajoso ter
como sequéncia uma sequéncia, pelo menos, 12 nucledtidos, em
particular de pelo menos 20 nucledétidos, e de preferéncia

pelo menos 100 nucledtidos.

A descricgao também inclui sequéncias de nucledtidos
utilizadas como uma sonda ou 1niciador de acordo com a
descricao, caracterizado pelo facto de serem marcados com um

composto radioactivo ou com um composto nado radioactivo.

As sequéncias de nucledétidos que podem ser nao marcados
utilizados directamente como sondas ou iniciadores, no
entanto, as sequéncias sao geralmente marcado com um elemento
radioactivo (3?2p, 3°3, 3H, 125I) ou por uma molécula nao

radioactiva (biotina, acetilaminofluoreno, digoxigenina, b5-
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bromodesoxiuridina, fluoresceina) para se obter sondas

adequado para muitas aplicacdes.

Exemplos de etigquetagem nado radioactiva de sequéncias de
nucledétidos encontram-se descritos, por exemplo, na Patente
Francesa No. 78,10975 ou por Urdea et al. ou por Sanchez-

Pescador et al. 1988.

Neste caso, pode-se também utilizar qualguer um dos métodos

de marcacgaoc descritos em patentes FR-2422956 e FR 2518755,

A técnica de hibridacao pode ser realizada de diversas
maneiras (Matthews et al. 1988). O método mais geral consiste
em imobilizar o extracto de &cido nucleico de células sobre
um suporte (por exemplo, nitrocelulose, nylon, poliestireno)
e 1incubadas sob condig¢des definidas, o &cido nucleico alvo
imobilizado com a sonda. Depois a hibridacao, o excesso de
sonda ¢é removida e as moléculas hibridas formadas séao
detectadas por um método apropriado (Medicao da
radioactividade, da fluorescéncia ou da actividade enzimdtica

ligada a sonda).

A descricdo compreende também as sequéncias de nucledtidos de
acordo com a descricgao, caracterizado pelo facto de serem

imobilizadas sobre um suporte, covalente ou nao covalente.

De acordo com um outro modo vantajoso de execucao das
sequéncias de nucledtidos de acordo com a descricao, estes
Este ultimo pode ser utilizado imobilizada sobre um suporte
e, assim, servir para capturar, por hibridacdo especifica de
dcido alvo nucleico obtido a partir da amostra bioldgica a

ser testada. Se necessario, o suporte sdédlido € separado da
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amostra e o complexo formado entre a hibridacao da referida
sonda de captura e do &cido nucleico alvo € em seguida
detetada usando uma segunda sonda, chamada sonda de

revelacdo, marcado com um elemento facilmente detetavel.

LA presente invencdo refere-se também a uma composicado de
vacina compreendendo um vector para a expressao de um
polipéptido isolado codificado por  uma sequéncia de
nucledétidos possuindo pelo menos 90% de identidade com a
sequéncia SEQ ID N° 12, que corresponde a 'ORF'2 um

circovirus DEL do tipo B.

Um outro objectivo da presente descricdao é um vector de
clonagem e/ou expressao de uma sequéncia, caracterizada pelo
facto de conter uma sequéncia de nucledétidos de acordo com a

descricao.

Outro objectivo da presente descricdo € um vector de clonagem
e/ou expressdo de uma sequéncia, caracterizada pelo facto de
conter uma sequéncia de nucledtidos de acordo com a

descricao.

Os vectores segundo a descricgao, caracterizados por incluirem
0s elementos gque permitem a expressdo e/ou a secrecdo das
referidas sequéncias nucleotidicas numa determinada célula

hospedeira, sado igualmente parte da descricgao.

O vector deve entao incluir um promotor, sinais de iniciacéao
e de terminacao da traducao, assim como regides apropriadas
de regulacao da transcricgcao. Deve poder ser mantido de modo
estdvel na célula hospedeira e pode eventualmente possuir

sinais particulares gque especificam a secrecdo da proteina
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traduzida. Estes diferentes elementos sao escolhidos em
funcdo do hospedeiro celular utilizado. Para este efeito, as
sequéncias nucleotidicas segundo a 1invencao podem @ ser
inseridos em vectores com replicacao autdénoma no seio do
hospedeiro escolhido, ou de vectores integrativos do

hospedeiro escolhido.

Tais vectores sao preparados segundo os métodos correntemente
utilizados pelo perito na técnica, e o0s clones que resultam
poderao ser introduzidos num hospedeiro apropriado pelos
métodos convencionais, tais como por exemplo a lipofeccao, a

electroporacao, o choque térmico.

Estes vectores sédo por exemplo vectores de origem plasmidica

ou viral.

Os wvectores de acordo com a descricadao sao por exemplo

vectores de origem de plasmideo ou virais.

Um vector preferido para a expressao dos polipéptidos da

invencdo é o baculovirus.

Pode-se igualmente citar o vector pBS KS no qual € inserida a
sequéncia de ADN em série do circovirus DEL do tipo A (ou
DFP) e tal como depositado na CNCM a 3 de Julho de 1997, com

o numero 1-1891.

Estes vectores sado uUteis para transformar células hospedeiras

de modo a clonar ou expressar as sequéncias nucleotidicas da

descricao.
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A descricado compreende igualmente as células hospedeiras

transformadas por um vector de acordo com a descricgéao.

As células podem ser obtidas pela introducdao em células
hospedeiras de uma sequéncia nucleotidica inserida num vector
tal como definido acima, e depois colocando em cultura as
referidas células em condic¢des que permitem a replicacdo e/ou

a expressao da sequéncia nucleotidica transfectada.

O hospedeiro celular pode ser escolhido entre sistemas
procaridéticos ou eucaridticos, como por exemplo as células
bacterianas (Olins e Lee, 1993), mas igualmente as células de
levedura (Buckholz, 1993), mesmo células animais, em
particular as culturas de células de mamiferos (Edwards e
Aruffo, 1993), e especialmente as células de ovario de
hamster chinés (CHO), mas igualmente as células de insecto
nas quais se podem utilizar os procedimentos que empregam por

exemplo os baculovirus (Luckow, 1993).

Uma célula hospedeira para a expressao das proteinas ¢é

constituida pelas células de insectos sf9.

Pode-se citar ainda E. coli, tal como depositada na CNCM a 3

de Julho de 1997, sob o numero I-1891.

A descricao refere-se igualmente aos animais, compreendendo

uma das referidas células transformadas segundo a descricéao.

A obtencdo de animais transgénicos segundo a invencao que
sobre—expressam um ou varios genes de circovirus DEL ou parte
dos genes serd levada a cabo de forma preferida em ratos,

ratinhos ou coelhos segundo métodos bem conhecidos pelo
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perito na técnica tais como por transfeccgdes, virais ou néao
virais. Os animais transgénicos que sobre-expressam um ou
varios dos referidos genes poderao ser obtidos por
transfeccdo de cédpias multiplas dos referidos genes sob o©
controlo de um promotor que possua uma natureza ubiqua, ou
selectivo de um tipo de tecido. O0Os animais transgénicos
poderdao ser igualmente obtidos por recombinacdao homdéloga em
células estaminails embriondrias, transferéncia destas células
estaminais para embrides, seleccao de qgquimeras afectadas ao
nivel das linhagens reprodutoras, e crescimento das referidas

guimeras.

As células transformadas assim como os animais transgénicos
podem ser utilizados nos processos de preparacao do

polipéptido recombinante.

E hoje ©possivel produzir polipéptidos recombinantes em
qguantidades relativamente significativas por engenharia
genética utilizando células transformadas por vectores de
expressdo ou utilizando animais transgénicos segundo a

descricao.

Os procedimentos de preparacao de um polipéptido sob forma
recombinante, caracterizados por utilizarem um vector e/ou
uma célula transformada por um vector e/ou um animal
transgénico que inclui as referidas células transformadas de
acordo com a descricao, sao por sua vez incluidas na presente

descricao.

Entre os referidos ©procedimentos de ©preparacao de um
polipéptido sob a forma recombinante, podem citar-se em

particular os processos de preparacao que utilizam um vector
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e/ou uma célula transformada pelo referido vector e/ou um
animal transgénico gque 1inclui wuma das referidas células
transformadas, contendo uma sequéncia nucleotidica segundo a

invengao que codifica para um polipéptido de circovirus DEL.

Os polipéptidos recombinantes obtidos como indicado acima,
podem tanto se apresentar sob forma glicosilada como nao
glicosilada e podem apresentar ou ndo a estrutura terciaria

natural.

Uma variante preferida consiste em produzir um polipéptido
recombinante fundido a uma proteina “portadora” (proteina
quimérica) . A vantagem deste sistema ¢é permitir uma
estabilizacdo e uma diminuicdo da protedlise do produto
recombinante, um aumento da solubilidade no decurso da
renaturag¢do in vitro e/ou uma simplificagdo da purificacgéo
quando o par de fusao possui uma afinidade para um ligando

especifico.

Mais particularmente, descreve-se um  processo para a

preparacao de um polipéptido que inclui as etapas seguintes:

a) cultura das células transformadas em condigdes que
permitem a expressadao de um polipéptido recombinante de
sequéncia nucleotidica de acordo com a descricao;

b) sendo o caso, recuperacdao do referido polipéptido

recombinante.
Quando o processo de preparacao de um polipéptido envolve um

animal transgénico segundo a invencao, 0 polipéptido

recombinante é seguidamente extraido do referido animal.
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A descricdo também se refere a um polipeptideo obtido por um

método da descricadao, como descrito acima.

A descricdo também inclui um método para a preparacdao de um
polipéptido sintético, caracterizado pelo facto de que usa
uma sequéncia de aminodcidos dos polipeptideos de acordo com

a descricao.

A descricdao também se refere a um polipeptideo sintético

obtido por um método, tal como descrito.

Os polipéptidos de acordo com a descricdo podem também ser
preparados por técnicas convencionais no campo da sintese de
péptidos. Esta sintese pode ser realizada em solucgéo

homogénea ou em fase sdlida.

Por exemplo, pode-se recorrer a técnica de sinteses em

solucdo homogénea descrita por Houbenweyl em 1974.

Este método de sintese consiste em condensar sucessivamente
dois a dois os aminodcidos sucessivos na ordem requerida, ou
em condensar aminodcidos e fragmentos previamente formados e
contendo ja vidrios aminodcidos na ordem apropriada, ou ainda
vadrios fragmentos previamente assim preparados, sendo due
naturalmente se cuidard em proteger previamente todas as
fungdes reactivas nestes aminoadacidos ou fragmentos, a
excepgao das funcgdes amina de um e carboxilo de outro ou
vice-versa, dque devem normalmente intervir na formacao das
ligagdes peptidicas, especialmente apds activagao da funcgao
carboxilo, segundo os métodos bem conhecidos na sintese dos

péptidos.
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Segundo outra técnica preferida da descricao, recorreu-se
aquela descrita por Merrifield.

Para fabricar uma cadeia peptidica segundo o procedimento de
Merrifield, recorreu-se a uma resina polimérica muito porosa,
na qual se fixa o primeiro aminodcido C-terminal da cadeia.
Este aminodcido é fixado sobre uma resina por intermédio do
seu grupo carboxilico e a sua funcao amina € protegida. Fixa-
se assim, uns apdés o0s outros, os aminodcidos qgue Vvao
constituir a cadeia peptidica no grupo amina de cada vez
previamente desprotegido da porcdo da cadeia peptidica ja
formada, e que estd ligado a resina. Quando a totalidade da
cadeia peptidica desejada estd formada, eliminam-se 0S grupos
protectores dos diferentes aminodcidos que constituem a
cadeia peptidica e remove-se o péptido da resina com auxilio

de um &acido.

A descricao refere-se ainda a polipéptidos hibridos gque tém
pelo menos um polipéptido, tal como descrito, e uma sequéncia
de um polipéptido capaz de induzir uma resposta imune em

seres humanos ou animais.

De forma vantajosa, o determinante antigénico é tal que &

capaz de induzir uma resposta humoral e/ou celular.

Tal determinante pode compreender um polipéptido de acordo
com a descrigcao na forma glicosilada usada para se obter
composigdes imunogénicas susceptiveis de induzir a sintese de
anticorpos contra epitopos multiplos. Polipéptidos referidos
ou o0s seus fragmentos glicosiladas também fazem parte da

descricao.
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Estas moléculas hibridas podem consistir em parte de uma
molécula transportadora de polipéptido ou seus fragmentos,
como descrito, associado a uma parte imunogénica
possivelmente, em particular, um epitopo da toxina da
difteria, toxina do tétano, um antigénio de superficie o
virus da hepatite B (patente FR 79 21811), o antigénio de VP1
do wvirus da poliomielite ou gqualquer outra toxina ou

antigénio virai ou bacteriana.

Os processos para a sintese de moléculas hibridas compreendem
os métodos utilizados em engenharia genética para construir
sequéncias de nucledétidos que codificam as sequéncias
hibridas de polipeptideos. Ele pode, por exemplo, referir-se,
vantajosamente, com a técnica para a produgao de genes gue
codificam as proteinas de fusdo descritas por Minton, em

1984.

As referidas sequéncias nucleotidicas hibrido de codificagéo
para um polipéptido hibrido, bem como os polipéptidos
hibridos de acordo com a descricdo, caracterizado pelo facto
de ser polipéptidos recombinantes obtidos pela expressao das
referidas sequéncias de nucledtidos hibrido também fazem

parte da descricao.

A descricao compreende também os vectores caracterizados pelo
facto de conter uma das ditas sequéncias nucleotidicas
hibridas. As células hospedeiras transformadas com 0S
referidos vectores, o animal transgénico, compreendendo uma
das referidas transformadas e os métodos de preparacao de
polipeptideos recombinantes utilizando os referidos vectores,

das referidas células transformadas e/ou as referidas células
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de animais transgénicos sao, claro, também parte da

descricao.

Os polipéptidos de acordo com a descrigao, os anticorpos tal
como descrito abaixo e as sequéncias de nucledtidos descritas
como descrito pode ser vantajosamente utilizado em métodos
para a deteccdo e/ou identificacdo de <circovirus, ou
circovirus com excepcdo de uma amostra bioldgica (tecido ou
fluido bioldgico) que podem conter eles circovirus
suino. Estes métodos, de acordo com a especificidade dos
polipéptidos, anticorpos e sequéncias de nucledtidos de
acordo com a descricdo que 1ira ser utilizado, pode, em
particular, detectar e/ou identificar um circovirus ou um
mapa diferente de um circovirus suino ou circovirus DEL com

excepcao de circovirus do tipo B.

Os polipéptidos de acordo com a descricao pode ser
vantajosamente utilizada num método para a deteccdo e/ou
identificacdao do tipo de circovirus A, tipo B, tipo A ou B,
de outros que circovirus circovirus porcino DEL tipo B, ou
outros que circovirus tipo A ou B circovirus porcino, em uma
amostra bioldgica (tecido ou fluido bioldgico) que pode
conté-los, caracterizado pelo facto de compreender 0s passos

seguintes:

a) o contacto da referida amostra bioldgica com um
polipéptido ou um fragmento deste tal como descrito
(sob condicgcdes gque permitam uma reaccao imunoldgica
entre o) referido polipéptido e 0s anticorpos

possivelmente presentes na amostra bioldgica);
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b) a identificacao dos complexos possivelmente formada

antigeno-anticorpo.

Na presente descricdo, destina-se a denotar circovirus DEL,
salvo mencao especial é dada, um circovirus DEL de tipo A ou
B, e o circovirus porcino excepto DEL, salvo mencado especial
é dada, um circovirus suino gue nao seja um circovirus DEL do

tipo A e B.

De preferéncia, a amostra bioldgica ¢é constituido por um
fluido, por exemplo um soro de porco, sangue total ou

bidpsias.

Qualgquer procedimento convencional podem ser 1implementadas
para alcancar tal deteccao complexos antigeno-anticorpo

possivelmente formados.

Por exemplo, um método preferido pde em JOogo pProcessos
imunoenzimdticos de acordo com a técnica de ELISA, por
imunofluorescéncia, ou ldégica de radioimunoensaio (RIA) ou

equivalente.

Assim, a descricao refere-se também aos polipéptidos de
acordo com a descricgao, marcado com um marcador adequado, tal
como enzimas, fluorescente, radioactivo.

Tais métodos incluem, por exemplo, 0s seguintes passos:

- depdbdsito de quantidades determinadas de uma composicao

polipeptidica, tal como descrito nas cavidades de uma placa

microtitulacao
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— introducado nas referidas cavidades de diluicgdes crescentes
do soro, ou outra amostra bioldgica, tal como definida acima,
para ser analisada,

- incubacao da microplaca

- introducdao para os pogos da placa de microtitulacao de
anticorpos marcados dirigidos contra 1munoglobulinas de
porco, a rotulagem de estes anticorpos terem sido realizados
usando uma enzima seleccionado entre aqueles que sao capazes
de hidrolisar um substrato modificando a absorcao de radiacao
deste ultimo, pelo menos, num comprimento de onda
determinado, por exemplo, a 550 nm,

- detectar, por comparagdo com uma lampada de controlo, a

quantidade de substrato hidrolisada.

A descricdao também se refere a um kit ou conjunto para a
deteccdo e/ou identificacdo de circovirus DEL, circovirus
porcino excepto circovirus ou outros tipo de circovirus B,
caracterizado pelo facto de circovirus porcino que inclui os

seguintes elementos:

- um polipeptideo de acordo com a descrigao,
- eventualmente, o0s reagentes para constituir o meio adequado
para a reacao imuno ldgica ou especifica,

- eventualmente, o0s reagentes para a detecgcao de complexos
antigeno—-anticorpo produzido pela reacgdo imunoldgica entre o
ou polipéptidos da descricdo e os anticorpos possivelmente
presentes na amostra bioldgica, tais reagentes podem também
conter um marcador, ou ser capaz de ser reconhecida por sua
vez por um reagente marcado, mails particularmente no caso em

que o polipeptideo de descricdo ndo estd marcado,
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- se for o caso, uma referéncia amostra bioldgica (controlo
negativo) sem anticorpos reconhecidos por um polipeptideo de
acordo com a descricgao,

- se for caso disso, uma amostra bioldgica de referéncia
(testemunha positiva) contendo uma quantidade predeterminada
de anticorpos reconhecidos por um polipéptido de acordo com a

quantidade de descricao.

Os polipéptidos de acordo com a descricao utilizada para
preparar anticorpos monoclonais ou policlonais caracterizados
em qgue eles reconhecem especificamente os polipéptidos de
acordo com a 1invengao.O anticorpo monoclonal pode ser
vantajosamente preparado a partir de hibridomas de acordo com
a técnica descrita por Kohler e Milstein em 1975. Anticorpos
policlonais podem ser preparados, por exemplo, através da
imunizacdo de um animal, em particular um ratinho, com um
polipéptido de acordo invengdo ou um ADN, tal como descrito,
associado a um adjuvante da resposta imunitaria, e em
seguida, a purificacao dos anticorpos especificos contidos no
soro dos animais imunizados numa coluna de afinidade em que
foi previamente ligado ao antigénio de polipéptido
utilizado. Os anticorpos policlonais de acordo com a
descricao, também pode ser preparado por purificacao, numa
coluna de afinidade em que foil previamente 1imobilizada
polipéptido tal como descrito, os anticorpos contidos no soro

de um suino infectado por um circovirus DEL.

A descricao também se refere a anticorpos mono-ou policlonais
ou seus fragmentos, ou anticorpos quiméricos, caracterizado
pelo facto de que eles sao capazes de reconhecer

especificamente um polipéptido de acordo com a descricéao.
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Os anticorpos da especificacadao também pode ser marcada da
mesma maneira como descrito anteriormente para as sondas
nucleicos da descricao, como uma enzima de marcacgao,

fluorescente ou radioactivo.

A descrigdo proporciona ainda um método para a detecgdo e/ou
identificacdo de circovirus, porcino DEL circovirus excepto
circovirus, ou outro circovirus do tipo B, numa amostra

bioldgica, caracterizado por compreender as etapas de:

a) contactar a amostra bioldgica (tecido ou fluido
bioldgico) com uma mono-ou policlonais, como descrito (sob
condigdes que permitam uma reacgdo imunoldgica entre os
referidos anticorpos e os polipéptidos de circovirus DEL, de
circovirus porcino outro gue nao um circovirus DEL, de
circovirus porcino outro gque nado circovirus DEL do tipo B,

possivelmente presentes na amostra bioldgica);

b) a identificacdo do complexo antigénio-anticorpo pode ser

formado.

Também dentro do dmbito da descricdo, um kit ou conjunto para
a detecgdo e/ou identificagdo de <circovirus DEL, de
circovirus porcino outro que nao um circovirus DEL ou o
circovirus porcino outro gque nédo o circovirus DEL de tipo B,
caracterizado pelo facto de compreender 0Ss seguintes

elementos:

- Um anticorpo monoclonal ou policlonal de acordo com a
descricao, se apropriado colocado;
- Se for caso disso, um reagente para constituir o meio

adequado para realizar a reacgadao imunoldgica;
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- Se for caso disso, um reagente para a deteccao de complexos
antigeno—-anticorpo produzidos pela reaccao imunoldgica, este
reagente pode também conter um marcador, ou ser capaz de ser
reconhecida por sua vez, por um reagente marcado, mais
particularmente no caso em que dito anticorpo monoclonal ou
policlonal nédo é marcada;

- Quando apropriado, o0s reagentes para a realizacao da lise

das células da amostra de teste.

LA presente descricdo também se refere a um método para a
deteccdo e/ou identificacdo de DEL, de circovirus porcino
excepto circovirus DEL ou de circovirus porcino outros tipo
que nao circovirus DEL tipo B, numa amostra bioldgica,
caracterizado pelo facto de gue usa uma sequéncia de

nucledétidos como descrito.

Mais particularmente, a divulgacdao refere-se a um método para
a deteccdo e/ou identificacdo de circovirus DEL, circovirus
porcino excepto circovirus DEL ou outros tipo de circovirus
porcino excepto circovirus DEL do tipo B, em uma amostra
bioldgica, caracterizado pelo facto de compreender as

seguintes etapas:

a) se for caso disso, o 1isolamento do ADN a partir da
amostra bioldgica a ser analisada;

b) amplificacdo especifica da amostra de ADN com, pelo
menos, um iniciador, ou um par de iniciadores, de acordo
com a descricao;

c) identificacao dos produtos de amplificacao.

Estes podem ser detectados, por exemplo, pela técnica de

hibridacdo molecular, utilizando uma sonda nucleico de acordo
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com a descricgao.Esta sonda val vantajosamente caracterizada

por um nao-radiocativo (sonda fria) ou elemento radioativo.

Para os fins desta descricao, deve ser entendida como
significando “ADN da amostra bioldgica" ou "ADN contido na
amostra bioldgica"™ ou ADN presente na amostra bioldgica em
questao, ou, possivelmente, cADN obtido apds a acgcao de uma
enzima do tipo transcriptase reversa do ARN presente na

referida amostra bioldgica.

Outro objectivo da presente descricdao € um método tal como
descrito, caracterizado pelo facto de compreender o0sS passos

seguintes:

a) contactar uma sonda de nucledtidos de acordo com a
descricao, com uma amostra bioldgica, o ADN contido na
amostra bioldégica tendo, se necessario, sido previamente
tornado acessivel para hibridacdo, em condig¢des que
permitam a hibridacdo de a sonda de ADN a partir da
amostra;

b) demonstracdo do hibrido formado entre a sonda de

nucledétido e o ADN da amostra bioldgica.

L presente descrigédo refere-se também a um método, tal como
descrito, caracterizado pelo facto de compreender 0SS Passos

seguintes:

a) contactar uma sonda de nucledtidos imobilizados sobre
um substrato, tal como descrito com uma amostra
orgédnica, o ADN da amostra ter, eventualmente, ter sido

previamente tornado acessivel para hibridacéao, sob
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condigdes que permitem a hibridacao da sonda com o ADN
da amostra;

b) contactar o  hibrido formado entre a sonda de
nucledétido imobilizada sobre um suporte e o ADN contido
na amostra bioldgica, se for o caso, apds a remocao do
ADN da amostra bioldgica nédo possuindo hibridado com a
sonda, com uma sonda de nucledtidos marcados de acordo
com a descricao;

c) identificacdo do novo hibrido formado na etapa b).

De acordo com uma forma de realizacao vantajosa do método de
deteccdo e/ou identificacdo anteriormente definido, este é
caracterizado pelo facto de pré-lavagem no passo a), o ADN da
amostra bioldgica € primeiro amplificado wutilizando pelo

menos um iniciador como descrito.

A descricao proporciona ainda um kit ou conjunto para a
deteccdo e/ou identificacgdo de circovirus DEL, de circovirus
porcino excepto circovirus DEL ou circovirus porcino excepto
circovirus DEL de tipo B, caracterizado pelo facto de incluir

0s seguintes elementos:

a) uma sonda de nucledtidos como descrito;

b) opcionalmente, 0S reagentes necessdrios para a
realizacdao de uma reacao de hibridacao;

c) opcionalmente, pelo menos um iniciador de acordo com
a descricdo e 0s reagentes necessdrios para uma reaccao

amplificacdo de ADN.

A invencao refere-se também a um kit ou conjunto para a
deteccdo e/ou identificacdo de circovirus DEL, de circovirus

porcino excepto circovirus DEL ou circovirus porcino excepto
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circovirus DEL de tipo B, caracterizado pelo facto de

compreender 0s seguintes elementos:

a) uma sonda nucleotidica, chamado sonda de captura,
conforme descrito;

b) uma sonda de oligonucleotideos, disse sonda
divulgacao conforme descrito;

c) opcionalmente, pelo menos um iniciador de acordo com
a descricdo e 0s reagentes necessdarios para uma reaccao

amplificacadao de ADN.

A descricao também se refere a um kit ou conjunto para a
deteccdo e/ou identificacdo de circovirus DEL, circovirus
porcino que ndo seja um circovirus DEL ou circovirus porcino
excepto circovirus DEL do tipo B, caracterizado por

compreender 0s seguintes elementos:

a) pelo menos um iniciador de acordo com a descricgao;

b) opcionalmente, 0s reagentes necessdarios para a
realizacao de uma reacao de amplificacao do ADN;

c) se for o caso, um componente que permite a
verificacao da sequéncia de fragmentos amplificados,
egpecificamente uma sonda oligonucleotidica de acordo

com a invencao.

A descricgado refere-se ainda a utilizacao de uma sequéncia de
nucledétidos de acordo com a descricao, de um polipéptido de
acordo com a descrigcao, de um anticorpo de acordo com a
descricdo, de uma célula de acordo com a descricao, e/ou
animais transformadas, tal como descrito, para a seleccao de
compostos orgdnicos ou inorganicos capazes de modular, inibir

ou induzir a expressdo do gene, e/ou modificar a replicacao

47



celular de circovirus DEL ou capaz de induzir ou inibir as

patologias associadas a infecdo por um circovirus DEL.

A descricado também inclui um método de selecgao de compostos
capazes de se ligar a um polipéptido ou um fragmento deste,
tal como descrito, capaz de se ligar a uma sequéncia de
nucledtidos como descrito, ou um anticorpo capaz de
reconhecer, como descrito, e/ou capaz de modular, inibir ou
induzir a expressao do gene, e/ou modificar a replicacéo
celular de circovirus DEL ou capaz de induzir ou inibir
estados patoldgicos associados com a infecao pelo circovirus
DEL, caracterizado pelo facto de compreender as seguintes

etapas:

a) o contacto do referido composto com o referido
polipeptideo, em que a referida sequéncia de
nucledtidos, com uma célula transformada tal como
descrito e/ou a administracdo do referido composto a um
animal transformada, tal como descrito;

b) determinar a capacidade do referido composto para se
ligar ao referido polipéptido ou sequéncia de
nucledétidos, ou modular, inibir ou induzir a expressao
do gene, ou de modular o crescimento ou a replicacgao de
circovirus DEL, ou indugdo ou inibicdo na referida
doencas animais transformadas relacionadas com infecao
por circovirus DEL (denominada actividade do referido

composto) .

Os compostos capazes de serem seleccionados podem ser
compostos orgédnicos, tais como polipéptidos ou hidratos de
carbono ou de outros compostos orgdnicos ou inorgédnicos Jja

conhecidos, ou novos compostos organicos produzidos
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utilizando técnicas de modelacdo molecular e obtidos por
sintese quimica ou bioquimica, sendo essas técnicas

conhecidas pelos peritos na técnica.

Os referidos compostos seleccionados podem ser utilizados
para modular a replicacao celular de circovirus DEL e, assim,
para controlar a infecdao por este virus. 0Os métodos para a
determinacdo referidas modulacgdes sao bem conhecido para os

peritos na técnica.

Esta variacao pode ser obtida por exemplo por um agente capaz
de se ligar a uma proteina e, portanto, de inibir ou
potenciar a sua actividade bioldgica, ou capaz de se ligar a
um envelope da proteina da superficie exterior do referido
virus e a penetragcdo do bloco do referido virus na célula
hospedeira ou de promover a accdo do sistema imunitdrio do
organismo infectado dirigida contra o referido virus. Esta
modulacao pode também ser conseguida por um agente capaz de
se ligar a uma sequéncia de nucledtidos de um virus de ADN e
o referido Dbloco de, por exemplo, a expressao de um
polipéptido cuja actividade Dbioldgica ou estrutural ¢é
necessario para a replicacdo e proliferacdo dos referidos
virus de células hospedeiras para as células hospedeiras dos

animais hospedeiros.

A descricao refere-se a compostos que podem ser seleccionados

através de um método de acordo com a descricao.
A descricao também se refere a uma composicdo farmacéutica

compreendendo um composto seleccionado a partir de o0s

seguintes compostos:
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a) uma sequéncia de nucledtidos de acordo com a descricgao;

b) um polipéptido de acordo com a descricao;

c) um vector, uma particula wviral ou uma célula transformada
de acordo com a descricao;

d) um anticorpo de acordo com a descricgao;

e) um composto capaz de ser seleccionada através de um método

de seleccao de acordo com a descricgao;

eventualmente em combinacdo com um veiculo farmaceuticamente
aceitavel e, se for caso disso, com um ou mais adjuvantes de

imunidade apropriados.

A invencao também diz respeito a uma composicao de vacina,
caracterizado pelo facto de compreender um composto

seleccionado a partir do grupo gque consiste em:

- Um polipeptideo isolado codificado por uma sequéncia de
nucledétidos possuindo pelo menos 90 % de identidade com a
sequéncia SEQ ID NO: 12, que corresponde a um ORF’2 de um
circovirus DEL de tipo B,

- Um polipeptideo isolado codificado por uma sequéncia de
nucledétidos possuindo pelo menos 95 % de identidade com a
sequéncia SEQ ID NO: 12, que corresponde a um ORF’2 de um
circovirus DEL de tipo B,

- Uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
90 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo um ORF'2 de um circovirus DEL do tipo B,

- Uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos

95

o

de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF'2 de um circovirus DEL do tipo B,
- Uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos

90 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
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correspondendo a ORF'2 para um tipo de <circovirus B,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia incluir a
sequéncia SEQ ID N° 17,

- Uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
90 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF'2 para um tipo de <circovirus B,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia incluir a
sequéncia SEQ ID N° 18,

- Uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos

90

oe

de identidade com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF'2 para um tipo de circovirus B,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia incluir a
sequéncia SEQ ID N° 19,

- Uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
90 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF'2 para um tipo de <circovirus B,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia incluir a

sequéncia SEQ ID N° 20,

e compreendendo ainda pelo menos um adjuvante, um
transportador farmaceuticamente aceitdvel, ou uma combinacao

dos mesmos.

A invencao também diz respeito a uma composicdo de wvacina,
caracterizada por compreender um composto selecionado a

partir dos compostos seguintes:

a) um polipéptido seleccionado a partir do grupo que

consiste em:

*» um poliptido isolado codificado por uma sequéncia de

Q.

nucledétidos possuindo pelo menos 90 % de identidade com a
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sequéncia SEQ ID NO: 12, que corresponde a um ORF’2 de um
circovirus DEL de tipo B,

* um poliptido isolado codificado por uma sequéncia de
nucledétidos possuindo pelo menos 95 % de identidade com a
sequéncia SEQ ID NO: 12, que corresponde a um ORF’2 de um
circovirus DEL de tipo B,

» uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
90 % de identidade com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo ORF’2 de um circovirus DEL do tipo B,

* uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
95 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF’2 de um circovirus DEL do tipo B,

* uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
90 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF'2 para um tipo de circovirus B, e que
compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 17

» uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
90 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF'2 para um tipo de circovirus B, e que
compreende a SEQ ID NO: 18

* uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos

90

oe

de identidade com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo a ORF'2 para um circovirus DEL de tipo B, e
que compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 19

* uma sequéncia de polipéptido isolado possuindo pelo menos
90 % de identidade <com a sequéncia SEQ ID N° 15 e
correspondendo ORF'2 a um tipo de circovirus B, e que

compreende a sequéncia SEQ ID N° 20, e

b) um vector para a expressao de um polipéptido isolado

codificado por uma sequéncia de nucledtidos possuindo pelo
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Q

menos 90 % de identidade com a sequéncia SEQ ID N° 12, gue

corresponde a um ORF'2 de circovirus DEL do tipo B.

Pelo composto relativo ao circovirus DEL do tipo A ou B quer
se dizer aqui, respectivamente, composto obtido a partir da

sequéncia do genoma de circovirus DEL do tipo A ou B.

A descricgao refere-se a uma composicao imunogénica,
caracterizado pelo facto de que compreende um composto

selecionado a partir dos compostos seguintes:

a) uma sequéncia de nucledtidos de acordo com a
descricao; e

b) uma célula de acordo com a descricao.

A descricao refere-se ainda uma composigcao de vacina de
acordo com a invencao, caracterizado pelo facto de
compreender uma mistura de dois compostos a) e b) acima, e em
que um dos ditos dois compostos é no circovirus do tipo A e o

outro na circovirus DEL de tipo B.

O composto nas circovirus DEL do tipo A ou B se quer dizer
aqui, respectivamente composto obtido a partir da sequéncia

do genoma de circovirus DEL do tipo A ou B.

A  descricdo € uma composicgdo imunogénica e/ou vacina,
caracterizado pelo facto de que compreende pelo menos um dos

seguintes compostos:

- Uma sequéncia de nucledétidos SEQ ID N° 11, ID SEQ N° 12, ou

um seu fragmento;
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- Uma sequéncia polipeptidica de SEQ ID NO: 14, um seu
fragmento ou um fragmento do polipéptido da sequéncia SEQ ID

No. 15,

- Um vector, ou uma particula viral que compreende uma
sequéncia de nucledétidos SEQ ID N ° 11, ou um seu fragmento

um fragmento da sequéncia SEQ ID n ° 12, ou

- Uma célula transformada capaz de expressar um polipeptideo

de SEQ ID NO: 14, ID SEQ N ° 15, ou um Fragmentos; ou

- Uma mistura de pelo menos dois dos referidos compostos.

A descricdo também inclui uma composicdo imunogénica e/ou
vacina de acordo com a descricao, caracterizado por a
referida mistura compreende, pelo menos, dois dos referidos
compostos como um produto de combinacdo para simulténea,
separada ou escalonada no tempo, Ppara a prevengao ou
tratamento de infecdo pelo circovirus DEL, especialmente do

tipo B.

Numa forma de realizacao preferida, a composicao da vacina da

descricao compreende misturar os seguintes compostos:

- Um plasmideo pcADN3 contendo uma sequéncia de Aacido
nucleico de SEQ ID N° 11;

- um plasmideo pPcADN3 contendo uma sequéncia de Aacido
nucleico de SEQ ID N° 12;

- Um plasmideo pcADN3 contendo um acido nucleico que codifica
a proteina GM-CSF;

- Um vector recombinante contendo uma sequéncia de 4&acido

nucleico de SEQ ID N° 11 de baculovirus;
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- Um vector recombinante contendo uma sequéncia de acido
nucleico de SEQ ID N° 12 de baculovirus; e
- Sempre que necessario, um adjuvante de imunidade adequada,

incluindo o adjuvante AIFTY,

A invencao também se refere a uma composicdao farmacéutica,
tal como descrito, para a prevengao ou tratamento de infecao

por um circovirus DEL.

A invencao também proporciona uma composicado de vacina de
acordo com a 1invencao para a prevengao ou tratamento de

infecgdo pelo circovirus DEL de tipo B.

A descricdo também se refere a uma composicdo farmacéutica,
tal como descrito, para a prevengao ou tratamento de infecao

pelo circovirus DEL do tipo B.

A invencdo também se refere a utilizacdo de uma composicédo
tal como descrito para a preparacao de um medicamento para a
prevengdo ou tratamento de infecgcdo por um circovirus, de

preferéncia pelo circovirus DEL do tipo B.

A descricdo também se refere a utilizacdo de uma composicédo
tal como descrito para a preparacao de um medicamento para a
prevengado ou o tratamento de uma infecg¢do pelo circovirus, de

preferéncia pelo circovirus do tipo DEL B.

Noutro aspeto, a revelagcao refere-se a um vector, uma
particula viral ou uma célula de acordo com a descricao, para
0 tratamento e/ou prevencao de uma doenga por terapia

genética.
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Finalmente, a descricao inclui o wuso de um vector, uma
particula viral ou uma célula, tal como descrito para a
preparacdo de um medicamento para o tratamento e/ou prevengao

de uma doenca pela terapia génica.

Os polipéptidos usados na descricgao das composicdes
imunogénicas ou de vacina da invencdo podem ser seleccionados
por técnicas conhecidas dos especialistas na arte, tais como
a capacidade de dito polipéptidos de estimular as células T,
0 que resulta por exemplo, em sua proliferacdo ou a secrecao
das interleucinas, e que conduz a producdo de anticorpos

contra os referidos polipéptidos.

Em porcos, tal como em ratinhos, nos quais uma dose de peso
compardvel a dose utilizada nos seres humanos administrados
composicao de vacina, a reagao do anticorpo foi testado
através da recolha de soro, seguido por um estudo da formacao
de um complexo entre o anticorpo presente no SsSoro e o0
antigénio da composicao de vacina, de acordo com as técnicas

habituais.

As composigdes e/ou vacina imunogénica de acordo com a
invencdo contém uma quantidade eficaz dos compostos da
descricao, ou seja, em uma quantidade suficiente do referido
composto para se obter o efeito desejado, tal como a
modulacadao da replicacdo celular de circovirus. Os peritos na
técnica irao determinar esta qguantidade, por exemplo,
dependendo da idade e do peso do individuo a ser tratado, o
progresso da doenca, o0s possiveis efeitos secunddrios e com ©
teste Avaliacao dos efeitos obtidos com uma populacgao de
amostra, estes ensaios sdo conhecidos nestas 4dreas de

aplicacao.
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De acordo com a invencgao as referidas composicdes de vacina
estarao de preferéncia em combinagdo com um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel e, se for caso disso, com um oOu

mais adjuvantes apropriados da imunidade.

Hoje, varios tipos de vacinas estdo disponiveis para proteger

animais ou humanos contra doencgas infeciosas: viver
microrganismos atenuados (M. bovis - BCG para tuberculose),
microrganismos inativados (Virus da gripe), extractos

acelulares (Bordetella pertussis para a tosse convulsa),
proteas recombinantes (antigeno de superficie da hepatite B),
polissacaridos (pneumococos).As vacinas preparadas a partir
de péptidos sintéticos ou de microrganismos geneticamente
modificados que expressam antigénios heterdlogos estdo a ser
testados. Ainda mailis recentemente, 0s ADNs plasmidicos
recombinantes que transportam genes que codificam antigénios
protectores foram propostos como uma estratégia de wvacina
alternativa. Este tipo de wvacinagcao € realizada com um
plasmideo particular, derivada de um plasmideo de E. coli,
que nao se replica in vivo e que codifica apenas a proteina
vacinal. Os animais foram imunizados injectando simplesmente o
ADN plasmidico nu no musculo. Esta técnica conduz a expressao
da proteina da vacina in situ e a uma resposta imune tipo
celular (CTL) e humoral (anticorpos). Esta dupla inducao da
resposta imunitdria é uma das principais vantagens da técnica

de vacinacao com ADN nu.

As composicgdes de vacinas que compreendem as sequéncias de
nucledétidos ou os vectores em que o referido sequéncias sao
inseridas, sao, em especial, descrita no pedido de patente
internacional No. WO 90/11092 e também no pedido de patente
internacional No. WO 95/11307.

57



A sequéncia de nucledétidos que constituem a composicdao de
vacina, conforme descrito pode ser alimentado para o
hospedeiro, depois de ter sido acoplado a compostos que
promovem a penetracdo deste polinucledétido dentro da célula
ou O seu transporte para o nucleo da célula. 0s conjugados
resultantes podem ser encapsulados em microparticulas
poliméricas, como descrito no pedido de patente internacional

No. WO 94/27238 (Medisorb Technologies International).

De acordo com uma outra forma de realizacao da composicao de
vacina da invencéao, a sequéncia de nucledétidos,
preferencialmente wum ADN, ¢é complexada com DEAE-dextrano
(Pagano et al., 1967) ou com proteinas nucleares (Kaneda et
al. 1989), com lipidos (Felgner et al. 1987) ou encapsulada
em lipossomas (Fraley et al. 1980) ou introduzido na forma de
um gel que facilita a sua transfeccdo dentro das células
(Midoux et al., 1993, Pastore et al, 1994). O polinucledétido
ou vector da invencado pode também ser suspenso numa solucgao

tampao ou estar associado com lipossomas.

De forma vantajosa, uma tal vacina val ser preparado de
acordo com a técnica descrita por Tacson et al. ou Huygen et
al. em 1996 ou de acordo com a técnica descrita por Davis et

al. no Pedido Internacional N ° WO 95/11307.

Uma tal vacina de acordo com a invencadao também pode ser
preparada na forma de uma composicdo contendo um vector tal
como descrito, sob o controlo de elementos reguladores que
permitem a sua expressao em humanos ou animais. Ele pode por
exemplo ser usado como vector in vivo do antigénio

polipéptido de interesse expressao, o plasmideo pPcADN3 ou o©
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PcDNAl/neo plasmideo, ambos comercializados pela Invitrogen
(R & D Systems, Abingdon, Reino Unido). Também se pode
utilizar o plasmideo V1Jns.tPA, descrito por Shiver et al.
1995. Tal vacina de acordo a invencao compreenderé
vantajosamente além de o vector recombinante, uma solugao

salina, por exemplo uma solugdo de cloreto de sddio.

O significado de suporte farmaceuticamente aceitdavel, um
composto ou combinacao de compostos que entram numa
composicao farmacéutica ou vacina nao provoca reagdes
secunddrias e permite, por exemplo, facilitar a administracéo
do composto ativo, o aumento a sua vida e/ou a eficacia dos
mesmos no corpo, aumentando a sua solubilidade em solucgao, ou
para melhorar a sua armazenagem. Estes transportadores
farmaceuticamente aceitdaveis sdo bem conhecidos e pode ser
adaptado por um perito na arte, dependendo da natureza e do

modo de administracao do composto ativo escolhido.

No que diz respeito a formulacdes de vacina, estas podem
incluir adjuvantes de imunidade apropriados que sao
conhecidos pelos especialistas na arte, tais como hidrdéxido
de aluminio, um representante da familia péptidos de
muramilo, tais como um dos derivados peptidicos de N-acetil-
muramil, um lisado bacteriano, ou adjuvante incompleto de

Freund.

Estes compostos podem ser administrados por via sistémica, em
particular por via intravenosa, intramuscular, intradérmica
ou subcutédnea, ou por via oral.Mais preferencialmente, a
composicdo de vacina que compreende polipéptidos de acordo

com a invencdo serda administrada por via intramuscular,
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através de dieta ou por nebulizacdo repetidamente, espacadas

ao longo do tempo.

Os modos de administracao, as doses e formas de dosagem pode
ser determinada de acordo com critérios geralmente tidos em
conta para determinar um tratamento adequadoc a um animal,
tais como a idade ou o peso, a gravidade da condicao,

tolerabilidade e os efeitos colaterais observados.

A presente invencgdo refere-se também a utilizagdo de
sequéncias de nucledétidos de circovirus DEL de acordo com a
invencao, para a construcgao de vectores retrovirais
autoréplicatifs e aplicacodes terapéuticas cellesci, em

particular no campo da terapia genética humana in wvivo.

A viabilidade da terapia genética em humanos estd bem
estabelecida e trata-se de muitas aplicacdes terapéuticas,
tais como as doencas genéticas, doencas infecciosas e
cancros. Muitos documentos da técnica anterior descrevem como
implementar uma terapia genética, em particular por meio de
vectores virais. Em geral, os vectores sao obtidos por
delecao de pelo menos uma parte dos genes virais, gue séao
substituidos pelos genes de interesse terapéutico. Tais
vectores podem ser propagados numa linha celular de
complementacao, dque fornece em trans as fungdes virais
deletadas para gerar uma particula de vector viral para a
replicacado defeituosa, mas que pode infectar wuma célula
hospedeira. Até a data, os vectores retrovirais sdo o0s mais
utilizados e no modo de infecdao é amplamente descrito na

literatura disponivel para os peritos na técnica.
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O principio da terapia génica ¢é a entrega de um gene
funcional, o referido gene de interesse, a ARN ou a proteina
correspondente produzir o efeito Dbioguimico desejado em
células ou tecido alvo. Por um lado, a insercao de genes que
permite que as moléculas complexas e instdveils prolongados,
tais como ARN ou proteinas que podem ser extremamente
dificeis ou impossiveis de obter ou administrar directamente
a expressao. Além disso, a 1insercao controlada do gene
desejado no interior das células—-alvo especificas podem
regular o produto de expressdao nos tecidos. Para isso, &
necessario ser capaz de inserir as células desejadas dentro
do gene terapéutico seleccionado e, por conseguinte, que o
método de insercdao capazes de visar especificamente as

células ou tecidos seleccionados.

Entre os métodos de insercao de genes, como por exemplo a
micro-injeccdo, incluindo injeccdo de plasmideo de ADN nu
(Derse, D. et al. De 1995, e Zhao, TM et al. 1,9906),
electroporacao, a recombinagcdo homdéloga, a utilizacdao de
particulas virais, tais como o retrovirus, ¢é difundido. No
entanto, quando aplicado, in vivo, 0s sistemas de
transferéncia de genes tais exibem retroviral recombinante,
tanto baixa infectividade (insuficiente concentracao de
particulas virais) e uma falta de especificidade em relacao a

células alvo seleccionadas.

A forma de realizacdao de vectores virails especificos das
células qgue tém um tropismo especifico de tecido e a
transdugcdao com o gene de interesse pode ser convenientemente
levada a cabo por células alvo, por exemplo, ser conseguida
através da fusdao de um ligando especifico de células

hospedeiras porgdao alvo N-terminal de uma proteina de
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superficie do envelope do circovirus. Estes incluem por
exemplo a construcdo de particulas retrovirais contendo a
molécula de CD4 na superficie da caixa, de modo a atingir as
células humanas infectadas com o virus VIH (Young et al JAT.
Science 1990, 250, 1421-1423), as particulas virais que
tenham uma hormona peptidica com uma proteina de fusao de
envelope para infectar especificamente células que expressam
0 receptor correspondente (Kasahara, N. et al. Ciéncia 1994,
266, 1373-1376) ou, alternativamente, com as particulas
virais um fundido capaz de se ligar ao receptor do factor de
crescimento epidérmico (EGF) (Cosset, FL et al. J. of
Virology 1995, 69, 10, 6314-6322) polipeptideo. Em outra
abordagem, os fragmentos individuais de anticorpos contra os
antigénios de superficie de cadeia As células alvo sao
introduzidos através de fusao com a porcgao N-terminal da
proteina de revestimento (VALSESIA-WITTMAN, S. et ai, J. of
Virology 1996, 70, 3, 2059-2064;. TEARINA CHU, e TH ai. J. of
Virology 1997, 71, 1, 720-725).

Para os fins desta descricao, um gene de interesse em uso na
descricao pode ser obtido a partir de um organismo ou virus
eucaridtica ou procaridtica por qualquer técnica
convencional. Ele ¢é de preferéncia capaz de produzir um
produto de expressdao tendo um efeito terapéutico e pode ser
um  produto homdlogo para a célula hospedeira, ou,
alternativamente, heterdloga. No contexto da presente
descricao, um gene de interesse pode codificar um produto de
(1) intracelular, (ii) presente na superficie da membrana da
célula hospedeira ou (iii) segregado a partir da célula
hospedeira. Ele pode, pois, compreender elementos adicionais,

tais como, por exemplo, uma seqguéncia que codifica um sinal
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de secrecgao. Estes sinais sao conhecidos dos peritos na

técnica.

De acordo com os objectivos da presente invencao, um gene de
interesse pode codificar uma proteina isolada correspondente
a toda ou parte de uma proteina nativa como encontrada na
natureza. Ela também pode ser uma proteina qguimérica, por
exemplo, a partir dos polipéptidos de fusdo de varias origens
ou de um mutante com propriedades bioldgicas melhoradas e/ou
modificadas. Um tal mutante pode ser obtido por meio de
técnicas Dbiologia convencional, por substituicao, delecao

e/ou adicdo de um ou mais residuos de aminoacidos.

E particularmente preferida a wutilizacdo de um gene de
interesse terapéutico codifica um produto de expressao capaz
de inibir ou atrasar o estabelecimento e/ou o desenvolvimento
de uma doencga genética ou adgquirida. Um wvector tal como
descrito destina-se particularmente para a prevencao ou o
tratamento da fibrose c¢istica, da hemofilia A ou B, da
distrofia muscular de Duchenne ou Becker, o cancro, a SIDA, e
bactérias ou outras doengas infecciosas causadas por um
organismo patogénico: virus, bactérias, parasitas ou
prido. Os genes de interesse utilizados no presente descricgao

sdo os que codificam, por exemplo, as seguintes proteinas:

— Uma citoquina incluindo interleucina, interferao,
factor de necrose do tecido e um factor de crescimento
incluindo hematopoiética (G-CSF, GM-CSF),

- Um factor ou cofactor envolvida na coagulacgcao e
incluindo o Factor VIII, o factor von Willebrand, a

antitrombina III, proteina C, trombina e hirudina,
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— Uma enzima ou um inibidor de enzima, tais como
inibidores da protease viral,

— Um produto de um gene suicida tal como o HSV timidina
cinase (virus do herpes) expressdo do tipo 1, - Um
activador ou inibidor de canais idnicos,

- Uma proteina cuja auséncia, modificacao ou
desregulacao da expressao € responsavel por uma doenca
do gene, tais como a proteina CFTR, distrofina ou
minidistrofina, insulina, ADA (adenosina diaminose)
glucocerebrosidase e fenilhidroxilase,

- A proteina capaz de inibir a iniciacdo ou progressao
do cancro, tais como produtos de genes de expressao
supressor de tumor, como o pb3 e 0s genes Rb,

- Uma proteina capaz de estimular uma resposta
imunitdria ou um anticorpo, e

- Uma proteina capaz de inibir uma infecdo wvirai, ou o
seu desenvolvimento, tal como epitopos antigénicos do
virus ou variantes alteradas de proteinas virais capazes

de competir com as proteinas virais nativas relevantes.

A descricao diz respeito, portanto, 0s vectores
caracterizados pelo facto de compreender uma sequéncia de
nucledtidos como circovirus descrito, e em que eles

compreendem ainda um gene de interesse.

LA presente descricao também se refere a particulas virais
geradas a partir do referido vector de descricao. Refere-se
ainda a métodos para a producdao de particulas virais de
acordo com a descricgdo, caracterizadas pelo facto de empregar
um vector tal como descrito, incluindo as particulas virais

semelhantes (VLP, Virus-Like Particles).
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A descricao também se refere a transfectada com um vector tal

como descrito para as células de animais.

Também estdo incluidos na descricdo de células animais, em
particular mamiferos, as células infectadas com uma particula

virai de acordo com a descricao.

A presente invencao € também dirigida a uma composicao de
vacina compreendendo um  vector como reivindicado na
reivindicacdao 10, agente terapéutico ou profilédctico, em
combinagdo com um veiculo aceitdvel de um ponto de vista

farmacéutico.

A presente descrigcao refere-se também a um vector, uma
particula viral ou uma célula de acordo com a descricao, para
0 tratamento e/ou prevencdao de uma desordem genética ou de
uma doenca adquirida, tais como cancro ou uma doencga
infecciosa. A descricdao também se trata de uma composicao
farmacéutica compreendendo, como um vector ou uma célula de
acordo com a 1nvengao, para o agente terapéutico ou
profilatico, em combinacéao com aspetos de veiculos

farmaceuticamente aceitdveis.

Outras caracteristicas e vantagens da invencao aparecem nos

exemplos e nas figuras seguintes:

Legendas das figuras

Figura 1: Esquema experimental que permitiu conseguir-se o
isolamento e a identificacdao do circovirus associado ao DEL

do tipo A e B.
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Teste 1: reprodugao experimental do DEL por inoculacao de
6rgaos triturados de porcos de criagdes atingidas por DEL.
Teste 2: reproducao experimental do DEL.

Teste 3: reprodugao experimental do DEL.

Teste 4: auséncia de reproducgado experimental do DEL.

Figura 2: Organizacado do genoma do circovirus associado ao

DEL do tipo A (PCVA)

- cadeia de polaridade (+) (SEQ ID N°1);

cadeia de polaridade (-) (SEQ ID N°2, representada seguindo

a orientacgao 3’'-57);

sequéncias de aminodcidos das proteinas codificadas por

duas cadeias de ADN nas trés grelhas de leitura possiveis.

Figura 3: Alinhamento da sequéncia nucleotidica SEQ ID N° 1
do circovirus DEL do tipo A (PCVA) e dos circovirus estirpe

MEEHAN e estirpe MANKERTZ das linhas celulares porcinas.

Figura 4: Alinhamento da sequéncia de aminodcidos SEQ ID N° 6
do polipéptido codificado pela sequéncia nucleotidica SEQ ID
N°3 (ORFl) do circovirus DEL do tipo A (PCVA) e das
sequéncias nucleotidicas correspondentes dos circovirus
estirpe MEEHAN e estirpe MANKERTZ das 1linhas celulares

porcinas.

Figura 5: Alinhamento da sequéncia de aminodcidos SEQ ID N° 7
do polipéptido codificado pela sequéncia nucleotidica SEQ ID
N°4 (ORF2) do <circovirus DEL do tipo A (PCVA) e das
sequéncias nucleotidicas correspondentes dos circovirus
estirpe MEEHAN e estirpe MANKERTZ das 1linhas celulares

porcinas.
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Figura 6: Alinhamento da sequéncia de aminodcidos SEQ ID N° 8
do polipéptido codificado pela sequéncia nucleotidica SEQ ID
N°5 (ORF3) do circovirus DEL do tipo A (PCVA) e das
sequéncias nucleotidicas correspondentes dos circovirus
estirpe MEEHAN e estirpe MANKERTZ das linhas celulares

porcinas.

Figura 7 Andlise por “Western-Blot” das proteinas
recombinantes do circovirus DEL do tipo A (PCVA). As andlises
foram realizadas em extractos celulares de células Sf9
obtidas apds infecdo pelo baculovirus recombinante PCV ORF 1.
Figura 8: Organizacadao do genoma do circovirus associado ao

DEL de tipo B (PCVB)

- cadeia de polaridade (+) (SEQ ID N°9);

- cadeia de polaridade (-) (SEQ ID N°10, representada
seguindo a orientacao 3’-57);

- sequéncias de aminodcidos das proteinas codificadas por

duas cadeias de ADN nas trés grelhas de leitura possiveis.

Figura 9: Evolucdao do ganho médio quotidiano (GQM) de porcos
de criacao atingidos pela doenca do emagrecimento do leitao

(DEL ou DFL), colocados nas condig¢des experimentais.
Figura 10: GMQ comparado para os 3 lotes de porcos (Fl, F3 e
F4) calculado ao longo de um periodo de 28 dias, apds teste

de vacinacao.

Figura 11: Hipertermia superior a 41°C, expressa em

percentagem comparada para os 3 lotes de porcos (Fl1l, F3 e F4)
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calculada por semana ao longo de um periodo de 28 dias, apds

teste de wvacinacao.

Figura 12: Membranas dos “spots” de péptidos correspondentes
aos ORF2 revelados com auxilio de um soro de porco infectado,

proveniente de uma criacao convencional.

Os numeros de péptidos especificos do circovirus de tipo B
assim como dos seus homdélogos nao reactivos (tipo A) séao

indicados a negro.

Os péptidos imunogénicos nao especificos sdo indicados em
itdlico. Figura 13: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos
das proteinas codificadas pela ORF2 do circovirus DEL de tipo
A e pela ORF2 do circovirus DEL do tipo B. A posicao de 4
péptidos correspondente a epitopos especificos do circovirus
DEL do tipo B € indicada na sequéncia correspondente com um
traco grosso, o homélogo na sequéncia do circovirus DEL do

tipo é igualmente indicado com um trago simples.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Clonagem, sequenciacao e caracterizacao do

circovirus DEL do tipo A (PCVA)

1- Procedimentos experimentais

Reproducado experimental da infecdo e da sua sindrome (cf.

Figura 1).

Foi realizado um primeiro teste com porcos provenientes de

uma criacdo de muito bom porte mas atingida pela doencga do
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emagrecimento do leitdo (DEL) ou denominada igualmente DFL
(Definhamento Fatal do Leitao). Testes de contacto com porcos
IOPE (Isentos de organismos patogénicos especificados)
mostraram uma transferéncia de contaminante(s) traduzindo-se
por uma patologia complexa associando a hipertermia, o
desacelerar do crescimento, diarreia e conjuntivite. O virus
SRRS (sindrome reprodutiva e respiratdéria dos suinos, doenca
infecciosa devida a um arterivirus) foi rapidamente isolado a
partir dos porcos da criagcao e dos porcos contacto. O
conjunto dos sinais clinicos poderia ter sido atribuido a
presenca do virus SRRS. No entanto, dois porcos de criacéao
apresentaram sinais de DFL sem que o virus SRRS tenha sido
isolado. As andlises histoldégicas e fdérmulas sanguineas
mostraram no entanto que estes porcos estavam atingidos de um

processo infeccioso de origem viral.

Num segundo teste, porcos IOPE de 8 semanas foram inoculados
por via intratraqueal com 6rgaos triturados provenientes dos
dois porcos atingidos com DFL. Os porcos inoculados
apresentaram hipertermia 8 a 9 dias apds a infecado, e o seu
crescimento desacelerou. Outros porcos IOPE, colocados em
contacto, apresentaram sinais similares, atenuados 30 dias
ap6és a prova inicial. Nenhuma seroconversao relativamente a
uma estirpe europeia ou canadiana do virus SRRS foi registada

nestes animais.

Um terceiro teste permitiu reproduzir a sindrome a partir de

recolhas efectuadas nos porcos do segundo teste.

Conclusao
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A sindrome ¢é reproduzida nas condigdes experimentais. E
determinada por pelo menos um agente infeccioso transmissivel
por contacto directo. As constantes clinicas sao uma
hipertermia por vezes elevada (superior ou igual a 41,5°C)
que se desenvolve 8 a 10 dias apds a infecdao. Pode ser
observado um desacelerar do crescimento. As outras
manifestagdes sdo uma inversdo da férmula sanguinea (inverséao
em relacdo a razao linfécito/polinuclear de 70/30 a 30/70) e
lesbdes frequentes nos ganglios, especialmente aqueles que
drenam o aparelho respiratdrio (hipertrofia ganglionar, perda
de estrutura com necrose e infiltracao por células

mononucleares ou polinucleares gigantes).

2— Estudos em laboratdrio

Diversos suportes celulares incluindo células de rim de porco
primarias ou em linhagem, c¢élulas de testiculo de porco,
células de rim de macaco, linfdécitos de porco, macrdfagos
alveolares de porco, mondécitos do sangue em circulacao, foram
utilizados para evidenciar a eventual presenca de um virus.
Nao foi evidenciado qualquer efeito citopdtico nestas
células. Pelo contrario, a utilizacdo de um soro de porco
doente apds infecao experimental permitiu revelar um
antigénio intracelular nos mondcitos, nos macrédfagos e em
cerca de 10% das células de rim de porco (RP) infectadas com
os o6rgaos triturados. Esta revelacdo indirecta foi feita em
cinética a diferentes tempos de cultura. Daqui resulta que o
antigénio aparece inicialmente no nucleo das células
infectadas antes de se propagar no citoplasma. As passagens
sucessivas em cultura celular nao permitiram amplificar o

sinal.
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Em microscopia electrdénica aplicada a matéria triturada de
érgaos, visualizou-se particulas esféricas marcadas
especificamente pelo soro de porcos doentes, infectados nas
condicbes experimentais. A dimensdao destas particulas ¢é

estimada de 20 nm.

Apds duas passagens desta matéria triturada de 6rgaos em
linfécitos de porco e depois trés passagens em células de rim
ou de testiculo de porco, desenvolveu-se e foi amplificado um
efeito citopdtico. No microscépio electrdnico foi visualizado
um adenovirus qgue, nas condigdes experimentais, nao reproduz
o DFL (nota-se apenas um pico de hipertermia 24 a 48 horas

apds a infecao, e depois mais nada).

Puderam ser evidenciadas bandas de ADN em certas amostragens
de porcos 1infectados nas condigdes experimentais e que
apresentaram sinais da doenca (resultados nao representados).
Existe uma certa correspondéncia entre as amostragens que dao
um resultado positivo em cultura celular e aqueles que

apresentam uma banda de ADN.

Conclusao

Pelo menos dois tipos de virus foram evidenciados na matéria
triturada de ¢rgaos de porcos doentes de DFL. Um €& o
adenovirus, mas nao produz por si sé a doenca. O outro tipo
de wvirus € um circovirus e estd associado ao DFL. Este
circovirus, do qual foram isolados e sequenciados dois tipos,
aqui de seguida denominados circovirus DEL de tipo A (ou
PCVA) e circovirus DEL do tipo B (ou PCVB) apresentam
mutagcdes em relacdo as sequéncias conhecidas de circovirus

ndo patogénicos para O porco.
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3- Clonagem e sequenciacdao do ADN do circovirus DEL do tipo A

A extraccao da forma replicativa de ADN (RF), clivagem pelo
enzima Kpn I e amplificacdo por um par de iniciadores que
flanqueiam o local de restricao Kpn I. Sequenciacao das duas

cadeias pelo menos duas vezes pelo método de Sanger.

A sequéncia nucleica da cadeia de polaridade (+) do genoma do
circovirus DEL de tipo A (ou PCVA), estirpe DF'L, é
representada pela sequéncia SEQ ID N° 1 na lista das
sequéncias, sendo a sequéncia nucleica da cadeia de
polaridade (-) do genoma do circovirus DEL do tipo A (ou
PCVA) pela sequéncia nucleica 3’'-5’ da figura 3 ou pela
sequéncia SEQ ID N° 2 (representada seguindo a orientacéao

5/537) na lista de sequéncias.

As sequéncias de aminodcidos SEQ ID N° 6, SEQ ID N° 7 e SEQ
ID N° 8 da lista de sequéncias que representam,
respectivamente, as sequéncias das proteinas codificadas
pelas sequéncias nucleicas das 3 grelhas de leitura aberta
SEQ ID N° 3 (ORF1l), correspondente a proteina REP, SEQ ID N°
4 (ORF2) e SEQ ID N° 5 (ORF3), determinados a partir da
sequéncia SEQ ID N° 1 da cadeia de polaridade (+) ou da
sequéncia SEQ ID N° 2 da cadeia de polaridade (-) do genoma

do circovirus DEL do tipo A.

4— Comparacado das sequéncias nucleotidicas e de aminodcidos

do circovirus DEL do tipo A (ou associado & DEL) Obidos com

as sequéncias correspondentes de circovirus MEEHAN e MANKERTZ

de linhas celulares porcinas
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Utilizacdo do programa informatico de andlise de sequéncias

de ADN, ADNSIS.

Sequéncias dos oligonucledétidos utilizados como iniciadores

ou sondas nos processos de detecgcao e ou de identificacgao

1. deteccado especifica do circovirus DEL do tipo A:

iniciador PCV 5: 5’ GTG TGC TCG ACA TTG GIG TG 3';

iniciador PCV 10: 5’ TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 37;

2. detecgao especifica do circovirus das linhas celulares:

iniciador PCV 5: 5’ GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3';
iniciador MEEl: 5’ TGG AAT GTT AAC TAC ATC AA 3';

3. deteccao diferencial:

Os pares de iniciadores utilizados sao aqueles por exemplo

descritos nos paragrafos 1 e 2 acima;

4. deteccao das formas replicativas RF (replicative forms)

circulares monoméricas:

iniciador PCV 5: 5’ GTG TGC TCG ACA TTG GTIG TG 3';

iniciador PCV 6: 5’ CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3’;

5. deteccdo dos vectores contendo dimeros em série:

dimero Nar:

iniciador KS 620: 5’ CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3’;
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iniciador PCV 5: 5’/GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3’; dimero Kpn:
iniciador KS 620: 5’ CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 37’;
iniciador PCV 6: 5’ CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3';

6. deteccao diferencial:

0s pares de iniciadores sao aqueles por exemplo descritos nos

paradagrafos 4 e 5 acima.

Os processos utilizando os pares de iniciadores descritos nos
pardgrafos 4 e 5 sdo particularmente interessantes para
detectar de forma diferencial as formas monoméricas
circulares de formas replicativas especificas do viridao ou do
ADN em vreplicagdao e as formas diméricas encontradas nas

construcgdes moleculares ditas em série.

As construgbes em série do genoma viral (dimeros) tais como
as construcdes utilizadas para a preparacao do vector pBS KS+
Tandem PCV Kpn 1, depositado na CNCM com o numero I-1891, a 3
de Julho de 1997 (E. coli transformada pelo referido vector)
sdo muito interessantes para a sua utilizacdo nos métodos de
produgcdo em quantidade suficiente de um inoculo constituido
por ADN, destinado a producdo de virus e 1isto na auséncia de
protocolo satisfatdério de producdao de virus em sistema
celular. Os referidos métodos de producdo utilizam estas
construgdes em série do genoma viral permitirdo estudar por
mutacado os factores de viruléncia e por consequéncia poderéao
ser utilizados para o fabrico de uma coleccao de virus com as
mutacdes indicadas na construcao dos vectores que
apresentarao o tropismo e a viruléncia apropriados. Estes
vectores de estrutura auto-replicativa apresentam

propriedades procuradas em transferéncia de genes,
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especialmente para as suas aplicacgbdes em terapia génica, e em

vacinologia.

Andlise por “Western-Blot” das proteinas recombinantes do

circovirus DEL do tipo A

Os resultados foram obtidos utilizando um antisoro especifico
do circovirus DEL produzido aquando do ensaio 1 (cf. figura

1).
Tipo de produtos analisados

As andlises foram realizadas em extractos celulares de
células Sf9 obtidas apobs infecao pelo baculovirus

recombinante PCV ORF 1.

A cultura das células Sf9 foi realizada numa caixa de Petri
de 25 cm? segundo os métodos de cultura convencionais para
estas células. Apds centrifugacao, os sedimentos celulares
sdo retomados por 300 pL de tampac PBS (tampao fosfato

salino) .
Electroforese (SDS-PAGE)

A electroforese ¢é realizada dos extractos celulares de
células Sf9 obtidos anteriormente em 5 amostras (cf. tabela 1
abaixo) nas seguintes condicdes:
% gel de poliacrilamida: 8 %; Condicdes: desnaturantes
135 minutos

Voltagem: 80 V; Duracao:

Tabela 1: Natureza das amostras submetidas a electroforese
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N° pocgos 1 2 3 4 5
Depdsitos PM Raoul Raoul Raoul Raoul
Rainbow 24 h 48 h 72 h 96 h

pL amostra 10 15 15 15 15

pL Laemli 4X 0 5 5 5 5

Legendas da tabela 1:

Laemli 4X: tampao de carga

PM Rainbow: marcadores de peso molecular (35, 52, 77, 107,
160 e 250 kDa) Raoul 24 h, 48 h, 72 h e 96 h: produtos de

expressao do ORF1l do circovirus DEL do tipo A.

“Western-blot”

Apds electroforese, as bandas obtidas nos diferentes pogos
sao transferidas numa membrana de nitrocelulose durante 1 h a

100 V num tampadao TGM (Tris-glicina-metanol).

O Western-blot é realizado nas seguintes condig¢des:

1) Saturacgao por uma solucao contendo 5 % de leite desnatado;
0,05 % de Tween 20 num tampado TBS 1X (Tris buffer saline)

durante 30 minutos.

2) 1° anticorpo:

10 mL de anticorpo anti-circovirus DEL do tipo A séao
adicionados diluidos a 1/100, e depois o meio reaccional é
incubado uma noite a 4°C. Sao efectuadas trés lavagens de 10

min em TBS 1X.

3) 2° anticorpo:

76




10 mL de anticorpo Pl64 de coelho anti-imunoglobulinas de
porco, acoplados a peroxidase (Dakopath) sdo adicionados
diluidos a 1/100, depois o meio reaccional € incubado 3 horas
a 37°C. S&ao efectuadas trés lavagens 10 min em TBS 1X.

4) Revelacao

Utiliza-se para a revelacgao substrato 4-cloro-l-nafotol, na

presenca de agua oxigenada.

Resultados

Os resultados sao representados na figura 7.

Cinética de aparecimento dos anticorpos especificos para a

proteina recombinante REP do c¢ircovirus DEL do tipo A

expressa em baculovirus apos infecdo dos porcos pelo

circovirus DEL do tipo A (ensaio 4, cf. figura 1)

Apds infecao dos porcos, € recolhida uma amostra de soro de
cada um dos porcos infectados em diferentes periodos
expressos na tabela pela data de recolha (aqui efectuada no

mesmo ano) e depois é analisada por “Western-blot”.

A revelacao dos anticorpos especificos é realizada do modo

descrito anteriormente.

Os resultados obtidos sao representados pela tabela 2 abaixo.

Tabela 2: Cinética de aparecimento dos anticorpos especificos

Amostra Porco | 10/06| 16/06| 23/06| 01/07| 08/07| 15/07| 21/07

A3 1 Neg.
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Controlo 2 Neg.
B2 1 Neg. Neg. Neg. + + ++ +++
Infec. 2 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
RP+ 3 Neg. Neg. Neg. Neg. + + +

4 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. ++

Legendas da tabela 2:

A3 Controlo: animais controlo nao infectados;

B2 Infec. RP+: animais infectados com células de rim de porco (RP)
contendo o circovirus;

Neg.: negativo;

+, ++, +++: escala de intensidade da reacgdo positiva;

10/06, 16/06, 23/06, 01/07, 08/07, 15/07, 21/07: datas expressas
em dia/més as quais foram efectuadas as diferentes recolhas de

SOro.

EXEMPLO  2: Clonagem, sequenciagcao e caracterizacao do

circovirus DEL tipo B (PCVB)

As técnicas utilizadas para a clonagem, a sequenciacao e a
caracterizacado do circovirus DEL do tipo B (PCVB) sao aquelas
utilizadas no exemplo 1 acima para o circovirus DEL tipo A

(PCVA) .

A sequéncia nucleica da cadeia de polaridade (+) do genoma do
circovirus DEL de tipo B (ou PCVB), ¢é representada pela
sequéncia SEQ ID N° 9 na lista das sequéncias, sendo a
sequéncia nucleica da cadeia de polaridade (-) do genoma do
circovirus DEL do tipo B (ou PCVB) pela sequéncia nucleica
37557 da figura 8 ou ©pela sequéncia SEQ ID N° 10
(representada seguindo a orientacao 5’-3’) na lista de

sequéncias.
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As sequéncias de aminodcidos SEQ ID N° 14, SEQ ID N° 15 e SEQ
ID Ne° 16 da lista de sequéncias que representam,
respectivamente, as sequéncias das proteinas codificadas
pelas sequéncias nucleicas das 3 grelhas de leitura aberta
SEQ ID N° 11 (ORF’1l), correspondente a proteina REP, SEQ ID
N° 12 (ORF’2) e SEQ ID N° 13 (ORF'’3), determinados a partir
da sequéncia SEQ ID N° 9 da cadeia de polaridade (+) ou da
sequéncia SEQ ID N° 10 da cadeia de polaridade (-) do genoma

do circovirus DEL do tipo B.

EXEMPLO 3: Andlise comparativa das sequéncias nucleotidicas
(ORF1, ORF2 e gendmica) e das sequéncias de aminodcidos
codificadas pela ORFl e a ORF2 dos circovirus DEL do tipo A
(PCVA) e de tipo B (PCVB)

Os resultados expressos em % de homologia sao representados

nas tabelas 3 e 4 seguintes.

Tabela 3: Andlise comparada das sequéncias de aminodcidos

Q.

% homologia | ORF1 | ORF2

PCVA/PCVB 80,4 (56,2

Tabela 4: Andlise comparada das sequéncias de nucleotidicas

Q.

% homologia | Gendmica | ORF1 | ORF2 | O resto

PCVA/PCVB 70, 4 80,4 |60,1 66,1

EXEMPLO 4: Observacao da doenca e reproducao da doenca nas

condigcdes experimentais

a) Ensaio N° 1: Observacao da doenca
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O objectivo é tomar animais de criacdo no inicio da doenca e
coloca-los em condicdes experimentals para seguir a evolucéao
da patologia e descrever as manifestacdes clinicas. Este
primeiro ensaio foi efectuado em 3 porcos de criacao com 10
semanas de idade dos quais 2 ja& estavam doentes (atingidos
por definhamento), e em 3 outros porcos com 13 semanas de
idade, nao apresentando quaisquer sinais de doencga. A
observacdo clinica prolongou-se ao longo de um periodo de 37
dias. Dois porcos de 10 semanas rapidamente definharam (porco
1 e 2, figura 9) e tiveram de ser sacrificados 5 e 6 dias
apdés a sua chegada. Apenas um apresentou hipertermia em 5
dias e diarreia. Dois outros porcos apresentaram dispneia e
tosse dos quais um entre outros apresentou hipertermia,
superior a 41°C, os primeiros dois dias da sua estadia. Um
outro porco teve um crescimento desacelerado na segunda
semana (porco 6, figura 9), sem qualguer outro sinal clinico
se tenha revelado. ©No plano das lesbes, 5 porcos em 6
apresentaram lesdes macroscoédpicas de pneumonia em fase de
hepatizacéao cinzenta, apresentando o) sexto lesdes

cicatrizadas no pulmao.

b) Ensaio N° 2: Reproducgdo da doenca a partir de indculos

preparados em porcos de criacao.

Os dois porcos doentes no ensaio 1 serviram para preparar
indéculos que foram testados no ensaio 2 em porcos isentos de
organismos patogénicos especificos (IOPE, SPF na versao
anglo-saxdnica). Os porcos IOPE tinham uma idade de 9 semanas
no momento da inoculacgao. Os resultados clinicos e lesionais

sao apresentados na tabela 5.
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Neste ensaio nao ocorreu definhamento, gquanto muito uma
desaceleracdo do crescimento a segunda, terceira ou quarta
semana apds infecdo. Estes dados ilustram que certas
condigdes de criacgao favorecem provavelmente a expressao da

doenca.

c) Ensaios N° 3 a N° 7 Reprodugao dos ensaios

experimentais

A multiplicacao dos ensaios experimentais em porcos teve
como objectivo dominar e melhor caracterizar o modelo
experimental. O conjunto dos resultados € apresentado na

tabela 5.

Nas condigdes experimentais, a DEL caracteriza-se assim por
uma incubacao longa, de 8 a 14 dias, com hipertermias
francas durante 2 a 8 dias, uma diminuicao do consumo
alimentar e uma desaceleracdo do crescimento ponderal a
segunda, terceira ou quarta semana pds-infecao. A tabela
lesional associada a esta expressdo c¢linica dinclui no

essencial, hipertrofias dos gédnglios e lesdes de pneumonia.

Conclusao

A optimizacado deste modelo experimenta permite evidenciar
de modo indiscutivel o papel etioldgico directo do
circovirus DEL na doenca. Além disso, este modelo é a
ferramenta indispensavel para a compreensdao dos mecanismos

patogénicos e o estudo de futuros candidatos a vacinas.

EXEMPLO 5: Evidenciacao da eficacia protectora de

composicao de vacina preparada a partir de fragmentos

nucleicos de sequéncia de circovirus DEL
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1) Animais utilizados para o estudo

Leitdes que apresentem a doenca DEL, reproduzida nas
condig¢des experimentais descritas no paragrafo c¢) do
Exemplo 4, foram utilizados num protocolo de avaliacao da
eficdcia de composicdo para vacina compreendendo fragmentos

nucleicos de sequéncia de circovirus DEL.

2) Composicao de vacina testada e protocolo de vacinacgao

a) Compostos utilizados para o estudo

Os plasmideos foram obtidos a partir do plasmideo pcADN3 de

INVITROGENE

- Plasmideos pcADN3 ORF-

Estes plasmideos sé&o plasmideos gque nao contém qualguer
insercdo de Aacido nucleico de <circovirus DEL e séo

utilizados a titulo de plasmideo controlo negativo.

- Plasmideo pcADN3ORF1+ e plasmideo pcADN3ORF2+

Os plasmideos pPcADN3ORF1+ e pcADN3ORF2+ sdo plasmideos que
contém uma insercdo de 4&cido nucleico da sequéncia do
circovirus DEL do TIPO B, respectivamente uma insercao
compreendendo o fragmento de A&acido nucleico SEQ ID N° 11
(ORF’1l) que codifica para a proteina Rep de sequéncia SEQ
ID N° 14 e uma insercdo que inclui o fragmento de 4acido
nucleico SEQ ID N° 12 (ORF’2) que codifica para a proteina
de sequéncia SEQ ID N° 15, correspondente provavelmente a
proteina de <cdpside, construgdes nucleicas estas que
incluem o coddo ATG de iniciacadao da sequéncia que codifica

para a proteina correspondente.
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— Plasmideo GMCSF+

0O GM-CSF (granuldécito/macrdéfago-factor estimulador de
coldénia) é uma citoquina que intervém no desenvolvimento,
na maturacao e na activacao dos macréfagos, dos
granulécitos e das células dendriticas apresentadoras de
antigénio. Estima-se que o contributo genérico do GM-CSF na
vacinacao ¢é uma activacao celular com especialmente o
recrutamento e a diferenciacdo de células apresentadoras de

antigénio.

Este plasmideo pcADN3-GMCSF+ contém uma insercgdo de &acido
nucleico que codifica para o factor estimulador de coldnias

granuldcitos/macréfago, a proteina GM-CSF.

O gene que codifica para esta proteina GM-CSF foi clonado e
sequenciado por Inumaru et al. (Immunol. Cell Biol., 1995,
73 (5), 474-476). O plasmideo pcADN3-G;CSF+ foi obtido
junto do Dr. B. Charley do INRA de Jouy-en-Josas (78,

Franca) .

— Baculovirus recombinantes

Os baculovirus ditos ORF- sdo virus que nao contém insercao
compreendendo um fragmento de 4acido nucleico capaz de

expressar uma proteina do circovirus DEL.

Os baculovirus ditos ORF1l+ (BAC ORF1l+) ou ORF2+ (BAC ORF2+)
sdao baculovirus recombinantes contendo respectivamente uma
insercdo contendo um fragmento de Aacido nucleico SEQ ID N°
11 (ORF’1l) e uma insercdo contendo o fragmento de &cido

nucleico SEQ ID N° 12 (ORF’2).

- Adjuvante
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0O adjuvante fornecido pela Sociedade Seppic, filiar de AIR
LIQUIDE ¢é o adjuvante correspondente a referéncia AIF

SEPPIC.

b) Protocolo de wvacinacgao

Leitdes desmamados com 3 semanas de idade sao repartidos em

quatro lotes A, B, C e D contendo cada um 8 leitdes.

Os lotes A, B e C, com 3 semanas de idade, recebem cada um
uma primeira injeccao (injeccao Ml) de 1 mL contendo 200
microgramas de plasmideos (ADN nu) em PBS, pH: 7,2, por via
intramuscular para cada um dos plasmideos mencionados de
seguida para cada lote, e depois, a idade de 5 semanas uma
segunda injeccao (injecgcao M2) contendo estes mesmos
plasmideos. Uma terceira injeccgao é praticada
simultaneamente do outro lado do pescogo. Esta terceira
injeccdo compreende 1 mL de wuma solucdo contém 5.10°
células infectadas por baculovirus recombinantes e 1 mL de

adjuvante AIF SEPPIC.

Lote A (F1l) (Lote controlo):

- primeira injeccgéao

Plasmideo pcADN3ORF1l-, plasmideo pcADN3ORF2- e plasmideo
GMCSF +.

- segunda e terceira injeccdes (simulténeas)

Plasmideo pcADN3ORF1l-, plasmideo pcADN3ORF2- e plasmideo
GMCSF+; Células transformadas por baculovirus nao contendo
insercdo de &cido nucleico que codifica para uma proteina

de circovirus DEL; Adjuvante AIF SEPPIC.

Lote B (F2) (lote controlo):

- primeira injeccgéao
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Plasmideo pcADN3ORF1l-, plasmideo pcADN3ORF2- e plasmideo
GMCSF+.

- segunda e terceira injecc¢des (simulténeas)

Plasmideo pcADN3ORF1l-, plasmideo pcADN3ORF2- e plasmideo
GMCSF+; Células transformadas por baculovirus nédo contendo
insercdo de &cido nucleico que codifica para uma proteina

de circovirus DEL; Adjuvante AIF SEPPIC.

Lote C (F3):

- primeira injeccao

Plasmideo pcADN3ORF1l+, plasmideo pcADN3ORF2+ e plasmideo
GMCSF +;

- segunda e terceira injecgdes (simulténeas)

Plasmideo pcADN3ORF1l+, plasmideo pcADN3ORF2+ e plasmideo
GMCSF+;

Células transformadas por baculovirus recombinantes BAC
ORF1+ e BAC ORF2+ capaz de expressar respectivamente a
proteina Rep de sequéncia SEQ ID N° 14 e a proteina de

sequéncia SEQ ID N° 15 do circovirus DEL de TIPO B.

Lote D (F4) (lote controlo): nenhuma injeccgao.

Os lotes de leitdes B, C e D sao infectados (testados) com

a idade de 6 semanas enquanto o lote A nao € testado.

3) Monitorizacao dos lotes

- contagem tosse-espirros: 15 minutos/lote/dia;

— consisténcias das matérias fecais: todos os dias;

- registos  habituais: amostragem de sangue semanal,
pesagens;

- pesagens da alimentacao recusada: 3 vezes por semana;

— cdlculo do ganho médio quotidiano em peso (gmg) .
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Os ganhos médios quotidianos foram calculados para cada um
dos lotes ao longo de um periodo de 28 dias apds o teste
(cf. figura 10), um calculo intermedidario do gmg foi
igualmente efectuado para cada um dos lotes no primeiro e
no segundo periodo de 14 dias. Os resultados obtidos sao

aqui apresentados de seguida na tabela 6.

Tabela 6: Ganhos médios quotidianos

F1l F2 F3 F4a

j0-j14 411 g| 450 g| 511 g| 461 g
j14-j28 623 g| 362 g| 601 g| 443 g
j0-728 554 g 406 g| 556 g 452 g

- Medigdo da hipertermia

A medicao de hipertermia, superior a 41°C (cf. figura 11) e
superior a 40,2°C, foi efectuada para cada um dos lotes ao
longo de um periodo total de 28 dias apds o teste. Os
resultados obtidos, correspondentes a razdo expressa em
percentagem entre 0 numero de amostragens térmicas
superiores a 41°C (ou superiores a 40,2°C) e entre o numero
total de amostragens térmicas efectuadas no conjunto dos
porcos por cada periodo de uma semana, sao aqui
apresentados de seguida nas tabelas 7 e 8, respectivamente
para as medicdes de hipertermia superior a 41°C e superior

a 40, 2°cC.

Tabela 7: Hipertermias > 41°C

Fl F2 F3 Fa
Sl 4,1 0, 0, 0,
S2 10,7 16, 0, 8,9
S3 4,7 27, 0, 45,
S4 0, 0, 0, 7,5
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Tabela 8: Hipertermias > 40,2°C

Fl F2 F3 F4

S1 29,1 110,41 | 29,1 20,8

S2 28,5 39,2 10,7 37,5
S3 14,3 68,7 25,0 81,2

sS4 3,3 17,5 20,0 55

4) Conclusao

Os registos efectuados mostram claramente que o0s animais
que receberam as trés injecg¢des de uma composicao de vacina
compreendendo fragmentos de &cido nucleico de circovirus
DEL segundo a invencao e/ou capazes de expressar proteinas
recombinantes de circovirus DEL, em particular do tipo B,
nao apresentaram hipertermia (cf. figura 10). Estes animais
nao conheceram entre outros uma diminuicao no @ seu
crescimento, sendo os gmg compardveis aqueles dos animais
controlo nao infectados (cf. figura 9). Nao apresentaram

qualgquer sinal clinico particular.

Estes resultados evidenciam a proteccao eficaz dos leitdes
contra a infegdo por um circovirus DEL da invengao, agente
primdrio responsédvel pela DEL ou DFL, conferida por uma
composicao de vacina preparada a partir do fragmento de
dcido nucleico da sequéncia nucleica de circovirus DEL
segundo a invencgdo, em particular do tipo B, e/ou a partir
de proteinas recombinantes codificadas por estes fragmentos

de &4dcidos nucleicos.

Estes resultados mostram em particular gque as proteinas
codificadas pelas ORF1 e ORF2 de circovirus DEL segundo a
invengdo sao proteinas imunogénicas gque induzem uma

resposta protectora eficaz para a prevencao da infecao por
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um circovirus DEL de uma composicado vacinal de acordo com a

invencéao.

EXEMPLO 6: Diagndstico seroldgico de circovirus DEL por
imunodosagem utilizando proteinas recombinantes ou péptidos

de sintese de circovirus DEL

A—- Diagndstico Seroldgico por proteinas recombinantes

A identificacdo e a sequenciacdo de circovirus porcino DEL
permitem produzir, por técnicas de recombinacdo genética
bem conhecidas pelo perito na técnica, proteinas

recombinantes de circovirus DEL.

Através destas técnicas, foram expressas proteinas
recombinantes codificadas em particular pela ORF’2 do
circovirus DEL, tipo B, por células de insecto Sf9

transformadas e depois isoladas.

Estas proteinas recombinantes codificadas pela ORF’2 sao
extraidas, apds cultura das células sf9 transformadas, por
lise celular térmica gragas a 3 ciclos de
congelacdo/descongelacao -70°C/+37°C. Foram igualmente

lisadas células Sf9 sds ou Sf9 controlo ndo transformadas.

Estas duas fraccbdes antigénicas provenientes de células Sf9
controlo nao transformadas e de células Sf9 que expressam a

Q.

ORF’2 sao precipitadas a 4°C por uma solugao a 60 % mais ou
menos 5 % de sulfato de aménio saturado. Uma dosagem de
proteinas totais é realizada com auxilio do kit Biorad. 500
ng de proteinas Sf9 controlo e de proteinas Sf9 que
expressam a ORF’2 semi-purificadas, em solugao num tampao

bicarbonato 0,05 M pH 9,6 sao adsorvidas passivamente no
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fundo de 3 <cupulas diferentes de uma microplaca Nunc

Maxisorp por incubacdo uma noite a +4°C.

A reactividade de soros de porcos em relagao a cada uma
destas fracgdes antigénicas ¢é avaliada através de uma
reaccao ELISA indirecta <cujo protocolo experimental é

detalhado abaixo:

- Etapa de saturacgao: 200 uL/cupula de PBS1X/Leite semi-
desnatado 3%, incubacdo 1 h 30 a 37°C.

- Lavagem: 200 uL/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05 %, 3
lavagens rapidas.

- Etapa de incubacdo dos soros: 100 uL/cipula de soro
diluido a 1/100 em PBS1X/Leite semi-desnatado, 1%/Tween 20:
0,05 %, incubacao 1 h a 37°C.

- Lavagem: 200 pL/ctupula de PBS1X/Tween 20: 0,05 %, 2
lavagens rapidas seguidas de 2 lavagens de 5 min.

- Etapa de incubagdo do conjugado: 50 puL/cupula de
conjugado coelho anti-porco diluido a 1/1000 em PBS1X/Leite
semi-desnatado, 1%/Tween 20: 0,05 %, incubacdo 1 h a 37°C.
- Lavagem: 200 pL/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05 %, 2
lavagens rdapidas seguidas de 2 lavagens de 5 min.

- Etapa de revelacdo: 100 uL/cupula de substrato OPD/Tampdo
Citrato/H202, incubacdo 15 min a 37°C.

- Paragem da Reacc¢do: 50 uL/cupula H»SOz 1N.

- Leitura no espectrofotdédmetro a 490 nm.

Resultados

Os resultados obtidos sao apresentados aqui abaixo na

tabela 9.

Tabela 9:

Antigénios Reactividade  Soro | Reactividade  Soro
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de Porco nao | de Porco inoculado
inoculado pelo | pelo Circovirus
Circovirus

Sf9 controlo | 0,076 0,080

purificado

Sf9 que expressa|0,071 1,035

ORF’2 purificado

Os resultados sdo expressos em densidade déptica medida com
um espectrofotdémetro a 490 nm aguando da andlise por ELISA
da reactividade dos soros de porco inoculado ou nao pelo
circovirus DEL de tipo B segundo o protocolo indicado

abaixo.

B - Diagnéstico Seroldgico por Péptido de Sintese

A cartografia epitdépica das proteinas codificadas por
exemplo pelas sequéncias ORF1 e ORF2 dos dois tipos de
circovirus DEL (tipos A e B) permitiu entre outros
identificar o0os epitopos circovirais imunogénicos nas
proteinas codificadas pelas sequéncias nucleicas ORF’1 e
ORF’2 assim como os epitopos especificos da proteina
codificada pela sequéncia nucleica ORF’2 do circovirus DEL
tipo B. Quatro epitopos especificos do circovirus DEL tipo
B e um epitopo comum aos dois tipos de circovirus DEL
situados nas proteina codificada pela segquéncia nucleica
ORF’2 foram sintetizados sob a forma de péptido. Os
péptidos equivalente no circovirus de tipo A foram
igualmente sintetizados. Todos estes péptidos foram
avaliados como antigénios de diagndéstico no gquadro da

realizacao de um teste seroldgico.

Resultados

93




Os resultados obtidos sao representados na tabela 10

seguinte.
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EXEMPLO 7 Caracterizacdao dos epitopos especificos do

circovirus DEL do tipo B

Sao escolhidas para este estudo as proteinas codificadas pela
ORF2 dos circovirus porcinos do tipo A e B. Para cada uma das
ORF2 (tipos A e B), foram sintetizados 56 péptidos de 15
aminodcidos que se sobrepdem a cada 4 aminodcidos, recobrindo

deste modo a totalidade da proteina (cf. tabela 11 abaixo).

Tabela 11: Sequéncia de aminocdcidos dos 56 péptidos de 15
aminodcidos sintetizados a partir da sequéncia nucleica ORF’2
(tipo B) e ORF2 (tipo A) de circovirus DEL com o respetivo

numero de “spot” correspondente (cf. figura 12)

ORF’'2 tipo B ORF2 tipo A
“Spot” n° Sequéncia “Spot” n° Sequéncia
104 MTYPRRRYRRRRHRP 160 MTWPRRRYRRRRTRP
105 RRRYRRRRHRPRSHL 161 RRRYRRRRTRPRSHL
106 RRRRHRPRSHLGQIL 162 RRRRTRPRSHLGNIL
107 HRPRSHLGQILRRRP 163 TRPRSHLGNILRRRP
108 SHLGQILRRRPWLVH 164 SHLGNILRRRPYLVH
109 QILRRRPWLVHPRHR 165 NILRRRPYLVHPAFR
110 RRPWLVHPRHRYRWR 166 RRPYLVHPAFRNRYR
111 LVHPRHRYRWRREKNG 167 LVHPAFRNRYRWRRK
112 RHRYRWRRKNGIFNT 168 AFRNRYRWRRKTGIF
113 RWRRKNGIFNTRLSR 169 RYRWRRKTGIFNSRL
114 KNGIFNTRLSRTFGY 170 RRKTGIFNSRLSREF
115 FNTRLSRTFGYTVKR 171 GIFNSRLSREFVLTI
116 LSRTFGYTVKRTTVR 172 SRLSREFVLTIRGGH
117 FGYTVKRTTVRTPSW 173 REFVLTIRGGHSQPS
118 VKRTTVRTPSWAVDM 174 LTIRGGHSQPSWNVN
119 TVRTPSWAVDMMREN 175 GGHSQPSWNVNELRF
120 PSWAVDMMRENINDF 176 QPSWNVNELRFNIGQ
121 VDMMRFNINDFLPPG 177 NVNELRENIGQFLPP
122 RENINDFLPPGGGSN 178 LREFNIGQFLPPSGGT
123 NDFLPPGGGSNPRSV 179 IGQFLPPSGGTNPLP




124 PPGGGSNPRSVPFEY 180 LPPSGGTNPLPLPFQ
125 GSNPRSVPFEYYRIR 181 GGTINPLPLPFQYYRT
126 RSVPFEYYRIRKVKV 182 PLPLPFQYYRIRKAK
127 FEYYRIRKVKVEFWP 183 PFQYYRIRKAKYEFY
128 RIRKVKVEFWPCSPTI 184 YRIRKAKYEFYPRDP
129 VKVEFWPCSPITQGD 185 KAKYEFYPRDPITSN
130 FWPCSPITQGDRGVG 186 EFYPRDPITSNQRGV
131 SPITQGDRGVGSSAV 187 RDPITSNQRGVGSTV
132 QGDRGVGSSAVILDD 188 TSNQRGVGSTVVILD
133 GVGSSAVILDDNEVT 189 RGVGSTVVILDANEV
134 SAVILDDNEVTEKATA 190 STVVILDANFVTPST
(continuacao)
ORF’'2 tipo B ORF2 tipo A
“Spot” n° Sequéncia “Spot” n° Sequéncia
135 LDDNFVTKATALTYD 191 ILDANFVTPSTNLAY
136 FVTKATALTYDPYVN 192 NEVTPSTNLAYDPYT
137 ATALTYDPYVNYSSR 193 PSTNLAYDPYINYSS
138 TYDPYVNYSSRHTIT 194 LAYDPYINYSSRHTI
139 YVNYSSRHTITQPFES 195 PYTINYSSRHTIRQPF
140 SSRHTITQPFSYHSR 196 YSSRHTIRQPFTYHS
141 TITQPFSYHSRYFTP 197 HTTIRQPFTYHSRYFT
142 PFSYHSRYFTPKPVL 198 QPFTYHSRYFTPKPE
143 HSRYFTPKPVLDEFTI 199 YHSRYFTPKPELDQT
144 FTPKPVLDFTIDYFQ 200 YFTPKPELDQTIDWFE
145 PVLDEFTIDYFQPNNK 201 KPELDQTIDWFQPNN
146 FTIDYFQPNNKRNQL 202 DQTIDWFQPNNKRNQ
147 YEFQPNNKRNQLWLRL 203 DWFQPNNKRNQLWLH
148 NNKRNQLWLRLQTAG 204 PNNKRNQLWLHLNTH
149 NQLWLRLQTAGNVDH 205 RNQLWLHLNTHTNVE
150 LRLOTAGNVDHVGLG 206 WLHLNTHTNVEHTGL
151 TAGNVDHVGLGTAFE 207 NTHTNVEHTGLGYAL
152 VDHVGLGTAFENSIY 208 NVEHTGLGYALQNAT
153 GLGTAFENSIYDQEY 209 TGLGYALQNATTAQN
154 AFENSIYDQEYNIRV 210 YALQNATTAQNYVVR
155 SIYDQEYNIRVTMYV 211 NATTAQNYVVRLTIY




156 QEYNIRVTMYVQFRE 212 AQNYVVRLTIYVQFR
157 IRVIMYVQFREFNFEFK 213 VVRLTIYVQFREFIL
158 MYVQFREFNFKDPPL 214 TIYVQFREFILKDPL
159 VOFREFNFKDPPLNP 215 YVQFREFILKDPLNE

Estes péptidos foram sintetizados segundo o método “spot” que
consiste numa sintese simultdnea de um grande numero de
péptidos num suporte sdélido de celulose, constituindo cada
local de sintese de um péptido um *“spot” (Synt: em, NIMES).
Este método dimplica uma orientacdo dos péptidos na placa,
sendo estes fixados de modo covalente pela extremidade
carboxi-terminal. Um “spot” representa cerca de 50 nmole de

péptido.

A  referéncia dos “spots” e das sequéncias peptidicas

correspondentes &€ dada na tabela 11.

Estas membranas foram utilizadas para testes de
imunorreactividade em relacgéao a soro de porcos IOPE
infectados ou nao experimentalmente pela estirpe circoviral
DEL tipo B assim como em relagcdo a soros de Pporcos
infectados, provenientes de criagdes convencionais (criacgdes
convencionais 1 ou 2). Este estudo permitiu evidenciar
péptidos imunorreactivos especificos do circovirus de tipo B
correspondente aos “spots” N° 121, N° 132, N° 133 e N° 152
(respectivamente sequéncias de aminodcidos SEQ ID N° 17, SEQ
ID N° 18, SEQ ID N° 19 e SEQ ID N° 20). E apresentada uma
ilustracao na figura 12 onde as membranas sao reveladas com
um soro de porco infectado, proveniente de uma criacéao
convencional. Foram igualmente evidenciados péptidos
imunorreactivos nado especificos do tipo entre o0s quais se

retém o péptido N° 146 que é fortemente imunogénico.

Uma comparagao entre as sequéncias peptidicas dos circovirus

do tipo A e B (figura 13) indica uma divergéncia que vai de



20 a 60 % para os péptidos imunorreactivos especificos do
tipo B, e uma divergéncia mais fraca (13 %) entre os péptidos

nao especificos.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> WYETH
<120> SEQUENCIAS DE CIRCOVIRUS ASSOCIADAS A DOENCA DO
EMAGRECIMENTO DO LEITAO (DEL)

<130> D17221

<150> FR 97 15396
<151> 1997-12-05

<160> 42

<170> PatentIn Vers. 2.0
<210> 1

<211> 1759

<212> ADN

<213> Circovirus DEL tipo A

<220>
<223> Cadeia polaridade + (5'-37)

<400> 1



RCCRFGOPTRL
ARFTYFECTY
gaasasacasa
aggtLtggaa
gacttttaac
aaccgassag
AguTLLYPeay
gaoggggtet
cagaoiggot
tytacasgte
tgageotagy
agaagaagre
astgtgtgac
cegeagiatt
ocogagotgha
agaacastoe
ttRcocatat
tttattoatt
ttaccacata
cgacattggt
accaateaat
agggetgoot
Lygaggggat
tagaggtyat
GGA3aQULaY
atotcagoto
atteroctaga
Tgaaqgoygeq
gFYogRgteey
agtgegerge

<210> 2
<211> 1759
<212> ADN

<213>

<220>

<400> 2

Ltogygoegey
caacoooata
atacgygage
gagggtagaa
aaggtgaagt
sagastaaay
AICCIFIITQ
teggtgacky
gaackttuga
ataglgoeyos
gagacctact
gttgtetrgy
ocggtatasat
ttyattacca
gaagcteotet
acggagaytac
adaztaaatt
tagagggtot
atthitoggot
gtgggtatte
tgtikggteoh
tatggtgtag
tacasagity
JUIILoioly
YIYLAPIIQY
gltaacatia
aagguoga
gigtaccasaa
tetrobgoog
tgtagtatt

Cadeia polaridade -

qoagascte
agsggtaggt
ttocaagete
cbeootoacet

ggtattbtay

aatactoguag
APCFLAGOGR
tageogagea
aagtgagogy
cgeocggitsy
gga&agontag
atgattitta
tgsctgtags
goaateagyn
ateggaggsat
CTYRAJFCCY
actgagboty
Lteaggatas
gtygtegeat
azatguageg
agetoetggtt
cgggagagt
gratooaags
Sggtaaaate
ttQaigocgs
caagatgyet
ttyaagatan
tatggtotee
tascgeoioo

Circovirus DEL tipo A

(57

ocotgietact
gtttaontgta
gaagatgeag
LEggRagage
tagaaataag
Lggotggtta
gactaaagydy
CeLelaggas
tactactityg
attigaagsa
tytigitate
attototygaa
Litggagoys

acagoragtt-

toggggtaaa
agttaatata
taacaaragt
catanitage
CLYageaasd
gegagLytoe
cogtotiieg
tecggagyat
ttggooasgt

-37)

ghgasaatyge
agtaatectt
tavtbtgtin
gogaatitig
cacatoegaga
cagatachia
gotgbgagea
acgtatgtga
dagogtygatt
cagigagees
tggtgggatyg
cotigggatg
gotactgtic
tggtactoct
caattttgys
gtggacccas
acatoghast
tigtacatasa
atagcecagy
tottbtatis
gtacctggayg
goggtoatag
GUACCORECE
ctrtetaata
gaggaactyy
teQtothaty

cgoecatory
gttitosaags
catcctataa

CHAGTIATAR
CCIAFIAIIH
gtggcgagga
ctaagaagoa
FRYCHRAAQY
togagtgtoy
cocthitaogs
gasatttceg
gysagatcagoe
gtaatittge
gatatcatgyg
atotastgay
chitttivage
CRIttytyt
agactgotyy
oolgtgooct
ggtttitatd
atagtoaacy
cotgtgigeot
triguoiogs
toytagat as

gocaagttygy

oot igat
cogtagtaty
cogatgitga
grgagtacas
taacggtLtes
tggotgagyy
RWYLQRBAQE
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gatactacay
cgcagasgac
LLggtacace
tceogeooett
aatgttaacg
[ T el el
agagacoesa
aacittgtaa
tECaccataa
gacoaaacad
aaflacccaca
goegaaaatt
FJacoototas
arttattyta
ragetongty
FAGAGOTLCY
ggtasatcasa
tggatacogy
o2aaacaacs
gtaggtytos
gogeactatg
caasagtioea
aghoacoaas
cocetggtee
trvattotos
ctbtcaceotty
totacoctet
shoooglatt
atggagtiqe
gotgoogasy

<210> 3
939
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>

<223> ORF1

<400>

Lagogeactt
Fgaccogoeee
cegoortoag
clagagaatt
agotgagatt
tagotitocs
Loacctotaa
cocooTtenan
ggrageeetl
trgattgylt
coaatgtegs
atgtgataag
FTH3at 38y
tatgouaass
gatigrttoye
acagotgyga
atactgegas
teacscagte
actiotiong
LLAGYCEOEG
acgightacag
FoCaAJCoogS
gacocogtet
cgogEagrie
tggregutic
trasaagtot
togaasoott
tLtgtttttet
gagoogobtt
tgogetggt

CLiLteagtyy
cogoageeat
agacogttac
tgtacteace
caacatogoe
atactacegt
teasagaggh
taactitggos
tasotaccae
ccageoaaat
grnacacagge
grrgactaty
ataaazaces

GYYLACAYAY

cagoagLott
cagoagttyga
CCaa’asAgY

rcagtagate

catgatatoec
calsattany
chgbeticea
ggasstttet
craaaagaal
sacsctogat
ctricguttd
gothkettage
cotegooaca
cetontogya
Lotbgotiqy

Circovirus DEL tipo A

tataggatga
cliggeadcg
agatgyogae
araagaggag
sagttocton
atLagasagy
gtogggteea
tatgagcoect
Eccaggtasl
astasaagas
etgggotatsy
Latgracdat
ttacgatgty
tgggtocact
Leasaattgo
ggagtaccat
aacagtaces
atoccasgg
atoogatoad
FECCCACLYY
atcangotge
cacxtacgre
agtoacagea
sagtatghyy
ohagatigtggy
assattogos
aacaaagtas
aggattatia
cavtbtoact

[sis g ke iriotad. .14
Loetecggayg
gagagangyg
gaeagLoegea
COCOCLCagy
ciaaatatga
crgtrgttag
atattaacta
toasooUsas
accageigtyg
egchocasaa
toagagasatt
ataacaaazaa
gortoaaste
aasgragtaa
[ausiasgeieit it
cotttagtat
AACCARGOoAL
ttattietac
ctottocaan
tguatetice
Inaggsaact
gtagacaagt
cettctittac
Cagogggtan
aagecoctaga
LCaAAASGYY
agggrgaaca
gacgoialey

gaggegtiac
aagacuatat
tatgttoaat
goeatortgg
YL ATCIAC
attttacooe
cEEgYIEHOT
ctectocege
accagageha
gricrattta
TgCaaccads
tatectygasa
agactcaygts
gacottogay
ot oRyata
cetgatiget
ctacagicas
aaaaateato
taggettoca
3BTCHYFTYF
cgeleactty
goteggrtad
CYoLgogott
tqeagtaten
cassabagea
ggtgaggagt
agattggaag
coracchatt
aggtgotgen

34
120
180
240
360
331
420
480G
540
200
&6
120
T8Y
840
SG0
368
1028
1080
1140
1200
1280
1336
1380
1940
1804
1580
1620
1888
1740
1759



atgorsagea
cothosgagy
Jttrgtggeq
tttgotaaga
qagaasagoga
wttatogagt
agraccettt
gitgagaaatt
gatiggaaga
gTcegtaatt
gatggatate
gatgatetac
ghhectirty

toecteaacty
tagasgacty
coacretytg

<210> 4

<211> 702

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400>

atgacghgge
aacatostee
CHCCQARAGA
goaggacact
ctoonoooet
aaggolaaat
tocachgityg
ceotatatta
tantisacoe
AGARATTIGO
tstgegeton
caaticagag

<210> 5

<211> 621
<212> ADN

<213>

APHAIBGEEY
aggagazaaa
aggaagytit
agoagascttt
asggascoga
gtgmagetee
tggagacgyy
teogoggget
cagotgtaca
tgotgagee
atggageags
tgagactghy
tggooogosg

ctghoocage
CLggagacs
cocttttooe

ORF2

caagmgagyecy
GYATHIGICT
cgagtatott
cgoagecatc
CAGYLGYTAC
atgaatitta
ttatothgya
actactegte
COARACCARGH
tgtggetoca
azaatbgoaac
aarttatoect

CoOgoIacen
caaaabacgg
ggaagamqgt
taacaagyty
cragoagaat
goggsaccayg
gtobtiggeg
goetgaacth
cgtcatagtyg
LRAGYYATACE
agtigttgtt
tgacdggtat
tattitgatt

tghagaaget
BESSHCFHRQ
atatasaats

Circovirus DEL tipo A

Ltaccgcaga
atatttggta
caattooege
trggaatgtt
casccoecta
CoCCagagac
tgoraanttt
oTPoCacacs
GULAGACCARA
tttasatacc
cacagoteia
gasagacoct

Circovirus DEL tipo A

catasgagygt
gagoettocaa
agaacteocte
aagtggtatt
aaagaatact
gggaagegea
actgtagoog
ttygaaagiga
ggcooaooog
tactggaage
ttggatgatt
ccattgasty
accageaato

ctotategga
gtaseegasyg

JGRCYFALTT
cageeegeet
ctrootagay
acgagetgs
geeotacett
cocateacch
gtaacoooet
ataaggeage
acaattgatt
cacagcaabyg
aattatgtyy
otaaatgaat

goatgticac
totoechtis
aootoCagyy
LLagtgoooy
gragtasaga
gogsocrgic
agoagtitog
FUYUGRAGIT
gttgtgggaa
cragtagasa
ttiatgglty
tagagactas
aggogoaonad

ggattartac
googatttga

georeogeay
tiagasacoy
aztttgtact
gattoaacst
tecaatacta
chaatcaaay
coascaacty
CoRRtancta
gotheccagon
tegageacas
taagatbgac
aa

Sottaataat
tgatkakitt
gttigogsat
ctgocacatbs
aggecacata
Tavtgotgty
tgtaacgtat
goagcagogt
gagoeagtyy
Laagigyutqy
gttaccitgy
aggggytact
goaatggtan

tttgeaattt
agoagtggac

cratothyggs
ttacagatgy
caonataags
cgotoagtis
cogtattaga
agabgt bogugy
ggtotatgald
pgactecaygy
aAfAatastaas
aggoctggga
tatttatgta

&0

120
180
249
300
3869
428
480
540
500
GEG
120
780

849
500
23%

&0

12¢
18
249
309
368
429
§89Q
544
00
68
702



<220>

<223> ORF3

<400> 5

atgatatoca
saastrasgsy
tgtettocaa
gadabtiteto
caazagygta
dcachogata
teoogeties
cttottagea
ctogocacas
choQboggas
ettgot gy

<210> o6
312
PRT

<211>
<212>
<213>

<400>

Met Pro JSev

Yhy

P

Ley Asn

Tie Ser

teoeaccact
goccachgae
teacgabget
acatacgtta
choacageay
agratgrggn
tegatgegas
asattegoas
acagaataat
goattattaa
attttoacty

20

35

tatttectact
tektoonaca
gratetioos
CHOFAIRCES
tagacaggte
crhetttact
agogggeace
acoocLggag
Cazagagayd
GUTLSRACAT
a

Circovirus DEL tipo A

Lws Lys Ser Sly Preo

>

Asp Pro Ssr Glu Glu

Lew Phe Asp Tyr Phe

aggottocay
RCCYYHCIIY
geteactite
otoggotaca
gotgogotte
goagtav ol
azgatacoac
grgaggagty
gatiggaago
ceacnbotta

25

46

Gin Pro
g

Glu Lys

Val Cys

taggtgteoe
gocactatyga
SABAGLLOBG
gtoacoaaag
ceobggttoe
ttadtotgot
ttgascttgt
craccotett
Loocgtatit
tygggttgeg

His lyeg &

dzn lys T

Gly Glu G

31

taggetoage
cgtgtanage
Coaguesgey
scoogrets
goggagotoc
ggteagttoe
taasagtoty
CoRRACOLLC
tgtetttote
ggeogettit

Trp Val

15

Is Axg Giw
30

ia

45

Gly Leu

6l

13§
188
240
300
360
§20
488
549§
sS40
621

Lesu

Glu



[
0

Glo Gly Avg Thy Pro His Leuy Gin Gly Phe Ala Asn Phe Ala
50 35 &4

Lys
Gin Thr Phe Asn lys Val Lys Trp Tvy Phe Glv Ala Arg Cys His Ils
&5 70 ' 5 86

Glu Lyvs &la Lys Gly Thr Asp Gln Glo Rszn Lys Glu Tyr Cyz Jer Lys
B3 94 25

Glu Gly His Ile Leu Ile Slu Cys Gly Als Pro Arg &sn Sln 8ly Lvs
100 195 119

Arg Ser Asp Lau Sar Thy Als Val Ser Thr Lsu Leus Glu Thy Sly Ser
115 12¢ 1258

w4

Isu Wal Thy Val aAla Glu Gl Phe Pro Wal Thr Tyr Val Arg &sn Phe
138 138 140

Arg Gly Lau Ala Glu ey Lew Lys Val Sgx Gly lys Met Glo &Gln Arg
145 15¢ 185 1ed

Aap Trp Lys Thy Ala ¥al His val Ile val Gly Pro Fro Gly Cyz Gly
145 17¢ 175

Lys Ser 6ln ¥Top ala Arg Asn Phe Ala Glu Pro Arg 3sp Thr Tyr Trp
18¢ 188 190

Lys Pro Ser Arg Asn Lys Trp Trp Asp G8ly Tyr His GSly Glu Glu Val
195 200 2058

Val val Leu Asp Asp Phe Tyr 8ly Trp Lesu Pro Trp Asp Asp Lew Leu
210 215 : 220

Leu Tys Asp Avg Tyvr Pro Leu Thr val u Thy Lyzs Glv Gly Thr
335 £49

bt
tt

g o

£ %1

(522151
[N

Val PFro Fhe Leu Ala Arg Sev Ile Leu Ile Thr Ssr asm Sln Ala Pro
245 250 255

Gin Glu Trp Tyr Ser Ser Thr Als Val Pro Adla Val Glu 8ls Lau Tyy
260 265 27¢

Arg Arg Tle Thr Thy Leu Sln Phe Trp Lys Yhr Als Gly Glu Gl Ssx
275 280 285

Thy Glu ¥al Pro Glo Gly Arg Bhe Glo ala vVal Aasp Pro Pro Ovs Ala
80 PASES 3080

Law Phe Pro Tyr Lws Tle Asin Tyr
K1) 21ig

<210> 7
<211> 233
<212> PRT



<213> Circovirus DEL tipo A

<400> 7

Met Thr Trp Fro Arg Arg Acg Tyr Arxg Axg drg Arxg Thy Arg Pro Arg
1 > ’ 14 15

Sey Hisz law Gly &sn Ile Leu Arg Arg 2rg Pro Tyr lew Val His Pro
20 25 30

Ala Phe Arg Asn Arg Tyr Arg Trp Arg ARrg Lvs Thr 6ly Ils Phe Asn
35 40 43

Ser Aryg Leu Sar Arg Glu Phe Wal Leu Thr Ils Arg Gly Gly His Ssr
50 55 60

Gin Fro Ssr Trp Asn Val Asn Glu Leuw Arg Phe &sn Ile Gly Gln Phe
B3 TG T3 BO

Leu PFro Pro 3er Gly Gly Thr Asn Pro Len Pro Len Pro Phe Glo Tyr
85 20 u%

Tyr Avg Ile a&rg Lvs Alz Lys Tyr Glu Phe Tyy Pro Arg Asp Fro Ile
160 165 11d

Thr Ser Asn Gln Arg Gly ¥al Gly Ser Thr Val val Ile Leu Asp Ala
115 120 , 125

Asn Phe Val Thr Pro Ser Thr 3sp Leu Ala Tyr Asp Pro Tyr Ile Aan
138 135 140

¥ Sy Ser Arg His Thy Ile Arg Gln Pro Fhe Thr Tyr His Ser Arg
5 154 155 160

Tyvr Phe Thr Pro Ly® Pro Glu Leu Asp Gln Thr Ile Asp Trp Phe Gln
185 170 175

Fra Asn Asn Lys Arg &sn Gln Leu Trp Lew #His Leuw &sn Thr His The
180 185 138

Rsn Val Glu His Thr Gly Lew &ly Tyr &la Leu &ln Asn Ala Thr Thr

185 2068 245
Ala Gln &sw Tyr VWal Vel Arg Lew Thr Ils Tyr val Gin Phe Brg Glu
210 215 228
Phe Ils Ley Lys Asp Pro Leuw Asn Glo
285 230



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Bra

Arg

Ley

ila

65

Glin

Pror

Fhe

Gly

Tls
145

Leg

Phs

Lea

Arg

8
206
PRI

Circovirus

Iis Tla

Ser
20

Arg Leu

#la His

35

Tyr

Pro Ala Hisz

59

Tye Arg

Gly

Ser
108

Arg Sax

fle
118

Fhe Leg

Thr
130

Lys lle

Arg Bro

Bla IThr

¥al Phe Leu

180
Lew

Met Gly

LHS

Thr |

DEL tipo A

Pro Pro Leu

5

Lys Ile

dsp Val

Phe Gln lys

53

TG

Ser Sar

Thy Lew Asp

Leu val Gly

ger
40

Phe

Arg

Lys

Ser

12¢

Leuw His

135

Sl
156G

Leu Val

Lyvs Ile lis

165

leu Leu

Arg Ala

L

Bug

.
s

/rg

Bl

200

Fro Leu &la Leu

25

Cys

er

> Lau Leuw Gly Tyr

Gln

Ty
145

s
X

Ils

1835

Loy

r Thr Arg Leu

Fro

19

Leu Fro Ile

Gln Pro Ala

Ser
Val

af
Val

Arg

Lys

5la

.Phﬁ

Aap Tep lys

2 Lys Gly Glu

&

His Gln Arg

7]
t..)

2la Len

&la Fhe Fhe

Leu

=
[

S&r Leyw Leu

14¢

Ley Fhe

Trp Hix Fhe
205

Fra

1eu

Val Gly Wal

15

Thy Thr
30

Gly
Hi

Leu Lsn

Ile Ser His

Leu
80

Pro Arg

Leu
93

Pro Val

Thr Ala val

g
Ala

wal Ala

Leu Ser Lys

Thr Phe

168

Fra Tyy
1758

Fra Pro



<210> 9
<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<400> 9

ATCAGoYTET
agaagastag
Lttoogaaga
ttqtiggoga
rtgtgaagea
agaaagogaa
tgatgyaghny
gtacotigt
toagasstte
attggaagac
ctgotaattt
atggttaceos
atgateract
tacototitt
cotoaacigs
ggaagastige
Latgocctga
tttiattatt
atacatggtt
gaggostacyg
gttgtroggt
ggagtggtay
ataggtyagy

magteooety
tattotgray
gbcattaata
cEtgacagt
ooageggtas
ALYYCRGLGY
aaacyaaaga

<210> 10
<211>
<212> ADN

<213>

1767

Cadeia polaridade +

LLogooagog
aGBIGLGgA
ggagogtaag
gaagggtaat
goagactiitt
aggascagat
tggagetoct
ggagageggy
alutrfedefeletedand
taatgtacac
tgoagagooy
tggtgasgaa
gagactgtgt
goccogragt
tgtoogagot
tacagaacas
atttceatat
cattaaggyt
acanggatat
tagtctacat
tggaagtaat
gagaagoget
gotgtggoect

tpageckqggg
tattcaaagy
ttgaatoica
P I el ale E¥-Te 1]
coatgucqoy
gageggtygta
a2gegogotgt

1767

Circovirus DEL tipo B

guaguacoia
CECCRITTCC
aAsALACYTY
gaggaaggad
aatazssgbys
cageagaata
agatcteagy
agtorggtga
gotgasottit
gteaboghgg
gaganoscat
gogattghia
gategatare
sttckgatta
gragasgols
tocacqyagg
gasatasatt
taagkygggog
tgtattootsy
ttceagoagt
caatagtgsa
qogttatggt
tigttadasa

tyatoguggs
FUacsgageyg
tcatgtacas
LgtggdTagay
Suiggacyag
ttctechtoyg
aagtatt

Circovirus DEL tipo B

(57

-37)

gacageacst
atasaaggLg

atotiooasat.

gaacatdtea
agtggtatit
aagaatacry
gacaacgyag
cogttgoaga
tgasaghgag
ggooanotyg
actggasace
ttgstgactt
cattgactgt
coageastea
titatcggay
leptivlvele etes-]
actgagtett
gtetttasas
gtogtatata
ttgtagtete
atctaggaca
atggcgggay
gtratcatet

goagggeeay
ggggttigac
cgeeoagyag
gogggtgtly
CCEgYIEcyy
grascgooto

CHEFCRGCABS
ggtgticact
acoootattt
DOt CORTUTS
gggtgeeego
cagtaaagas
tgasoigtet
Feageaceet
cgggaaaatg
gugLogtassa
agctagaaac
rtatggotgy
AGIgI0L A
gacooogtty
gatiaciton
gtiogteags
ttdtatoact
ttaaatteroe
srgtEttcga
agocacagot
gattigygay
gaytagrtta
azaataacag

aattraacct
coooctochy
ggogttotga
aagatqoeat
CgReggagaa
crtggatacyg

atgoeoagos
ctgaatastc
gattatttta
ttogetaatt
tgecanatag
gaogagitac
actgotygtgs
grazeghtiyg
sagasagogiy
ageaaatyggy
aagtggtagy
stgeeohygy
ggtggaacty
gqaatggtact
ttggtattet
cttteooooe
togtaatqgt
tgasttgtac
aogeaghyoo
ggtitotitr
taasgtacey
catagoggte
cactggague

taacetttot
gYFYAIGEAR]
cEgrgygttog
tEtrootict
LoiQuecaag
tgatatorga

&l
120
180
2440
300
380
420
£80
5440
&40
S8
720
720
840
I
360
1Q2¢
148%
11440
12090
1280
1329
13840

14490
1509
1560
1828
1880
1749
177



<220>

<223> Cadeia polaridade +

<400> 10

agtacttaca
agaagasgac
[« plladad-Tud alut ale
teecgoacet
gacatgatga
totgtgooot
coQateseos
gtascaaagy
ataacoeags
actattgaty
gebogysaaty
Jaatacaata
Seacttaans
ttatttcata
cogtyygateyg
ctictacage
toagsatact
atogatcacs
EEW T g e
tggtiieegy
wastgacgty
grroagoeag

C@g&ﬁtﬁﬂﬂ
agatotagyg
ctgotgate
chRtathaaa
chicotoatt
grattrtett
gttgaggion
ghyctipnege

ol G

<210> 11

<211> 945
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 11

ORF1

gogoartict
acogoeeady
geeaccgtita
toggatatac
gatifoaatat
titgaatacts
aggutaanan
ceacageect
coptetoota
ackigraace
tagaccangt
toogigtaac
Cttaatgaat
rggaaayLca
ttotgtagea
Lgggacagoa
QOGUOua s
cagioteagt
LEosccstgy
gtotgoaaas
tacattagte
COCOUIIRas

gotetooaac
agobogecae
fgbtocttte
fgroergoeLee
acocotookog
gogeiogtot
gertettaga
tgoogaagty

ctegtttica
cagecatett
COGCTQgagi
rgteaagega
taatgactit
cagaatasaga
gggaglggyc
cacetatgac
(e Tt folatetel
aaacastaaa
aggoctogye
catgtatgta
gataaasace
QEacatoogy
ffoticcaar
gttgaggagt
aaagghacag
agatoatooe
tagccatooe
ttageagneg
ttooaatecas
Etfetgacas

aaggtactes
begatoagts
gothtchoga
ttoanasast
oraacaatas
teggaaggat
ttetrettge
sgetggt

Circovirus DEL tipo B

(57

-37)

gatatgsaogt
FECCagahas
aggaaaanty
accanagtca
ohtcconsag
asggtiaagy
tecagigoty
cootatgtaa
Lactitacag
Ageaaccage
actgogtteg
caabtteagag
attacgaagt
JUUsaagygt
ataccaagga
aceatiecas
ttocacontt
AYGYYTC A&
accapttgty
attigutitt
gotictgeat
acgttacagy

cagraghagsa
aghigoeotta
tgtyggocaqoy
Lagogaascs
aataatogaa
tatvcagagt
tgggeatgtt

atcoasggag
tecgolgneyg
geatotteaa
gaaggoceto
gaggggggte
ttgaattotg
ctattttaga
actaeteooLe
coaacohat
tgtggotgag
aaaacagiat
aatttaatit
gataaaaaay
Jgacgaactyy
agtaatooty
sgggtetga
agtototasa
goecataansg
totaggtggt
ATTRLACCCA
tttecoogeote
grgetgotet

caggtoscte
tttactgeag
pasalabsYagatad: |
ctggagagtaa
raggugatatt
JAARATCCAT
gorgetqagyg

gogttacoga
cemtygete
sacocgonte
ctgggcggty
BAICCOOOHET
gaocotgetee
tgatasettte
cogocatans
cotagatite
aotacaaact
atacgacoag
LASaganon
actcagtaat
coetohtoct
cgatasagay
tLgotggtsa
gtoaatggat
tostosatas
thoecagtaty
gutggooota
actttcasaa
geATITLOA

QgLtgtaset
tattotitat
taocaottoa
gotgriogte
Uasgaroes
crtbtarggy
bgstyecgsg

&0
130
180
244
300
3840
429
484
549
&340
569
T2d
780
8449
00
SN
1920
108D
1149
209
1260
1339

1380
14490
13009
1568
1829
1880
1748
1767



atgoocagoa
ctgaataate
gaLLAtLLta
thoegetaatt

tgocacateyg
gocaacttac
actgetghga
gtaaegqbtryg
cagaagogty
agoaastggs
sagtogglygay
etgorctggs
g9t gglachg
gaatggtast
ttggtatttt
stitooooee

12
702

<210>
<211>

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 12

atgacghaty
cagatsctee
aBAREGHCA
scagtcagasa
CeLOCagIRG
gtiaaygtig
agtgeoEgtea
ratgtaaact
ttracooeea
aaccagotgl
gogticgaaa
ttoagagaat

<210> 13
315

ADN

<211>
<212>
<213>

agaagastygyg
cticogaaga
cEgrrggooa
trgtgaagas

agaaageyasa
tgatggagly
gtacet gttt
teagaaattt
AvtgQaagac
ctgotaatiy
atggttacea
atgatotactk
taccutLttt
oetesactyge
ggasgaatge
catgoootga

ORF2

CRAGGAGYRY
[eleelarsimintad ol e
TCELCRRCED
cgooetocty
SGOIggtiaas
asatteiggoo
trttagatgs
Elstatuded el afaly]
gagctghoct
ggctgagact
acaghtatata
ttasattttaa

sagaagogga
COagogeaEg
ggagggtaat
goagactttt

aggeacagatl
Lggagoiaet
gyagageogg
cogegaqety
Ltasgrgtacac
tgeagacesy
tggtgaagaa
gagactgtgt
ggeoegeagt
tgtoccaget
LaTaEgaanad
atticgatat

Circovirus DEL tipo B

Tracorasys
ctggotegts
cogeetetoe
IFTYFLIYSC
geccogotet
ctgohocony
taactttgta
cogtacsata
agattieact
acaaactgot
CHACCAGTAM
agecoesca

Circovirus DEL tipo B

coooganooe
aasatacggy
gaggaaggac
aatasagtga

cagragaata
sgatctoagy
agtoctggtge
grtgascett
gteattgtyg
FEAIooHcat
gtggthgtta
gatogatate
attotgatia
gtagasgete
Locacggagy
gaaatasatt

agaagacacs
CHECSQUDGES
cgoscoteoyg
atgatyagat
gigoootitg
satcaconagy
ICAIAGYCOS
aoosagoaat
attgattact
gyasatgtag
tacaatatoe
Sttasaccett

ataaaaggtg ggtgticact

atcitcoaat
gazcacctoa
agtggbaty

aagsatactyg
cogttguaga
tgaaagtygayg
ggecasetqy
actggeaace
ttgatgactt
cattgactgy
coageaatos
tttatoggay
ARGIFPPCT
actga

gLoocotgoay
accghtacoy
gatatacigt
togatatias
agtactacag
grgavagygy
cageeotoan
totectacoa
tocaatcads
accangtagy
ghgtaaceat
as

ateccoctattt
CoLooageeg
gagLgrecge

cagtaaagaa
tgacekgtot
geagoacast
cgggaaaaty
grtytggtaaa
atctagasac
ttatggetoy
agagact aaa
gasoeghtig
gattacttee
gttegtoace

cratattgge
chiygagsagy
zasgcgaacy
tgagtttott
aataagalaag
agtgugehon
mtatgacoos
ctecoggtac
CABCAIAIGE
cobteggoact
ghatgtacas

&0

128
180
240

ann
350
420
480
340
&40
860
728
789
240
SO0
45

&0

129
189¢
24¢
30¢
369
429
380
530
e00
660
702



<220>

<223> ORF3

<400> 13

abggobaacoa
aaaattagea
agtettecaa
gasattiotyg
caacaagata
acactocate

<210> 14

<211> 314
<212> PRT
<213>

<400> 14

Mei

Trp

F RSN
50

. Lys

3er

Phe

e

35
Glu
Lovg

Ile

2 Lvs

toocaccat
goocatitge
toacgoattos
acaaangita
Choacagrag
agtaa

5

2¢

Frg Tle

Glu Gly

Glu Lyvs
85

Glu Gly
169

Lys Lvs Asn

Thy Lau Asn

Gln Thr P

tgttbotagg
LtLttaccasa
grattiLoee
eaggot gty
tagacaggtc

Circovirus DEL tipo B

Gly

Ran

Sar leu

Aryg

Pro

Bh&

tgghttocsg
cacagghgya
gotcacttte
cLoLgoaatg
actoogitgh

Sar Gly

18

Sar Glu

25

Asp

49

Thr F
5%

Arg

Asn

b=
wd ¥
e 7

Lys

Aser Leu

Lag Meb

His

Yal Lws

Thr Asp

50

Glu
108

tabgbggttt
coeoacsatbga
aaaagticag
gtoacoagac
cootgagato

Gin

Glu

Phe Il&

Pro

Arg

Val

cogyghetge
ogtgtacatt
COAQOLY O
togogotate
taggagotog

His Lys

Lys

Glu

45

Gin Gly

&0

Trp
75

Tyr |
Gln Gim

Cys Gly

Phe

Asn

Ala

&sn

Ala

Glu

23

Axg

890

k20
184
240
o0
315

Arg

Ile

LER RN

Fhe

Axg

84

Tye

Bsr



Thr

ra o
B
g

ar
$rea
2

Sin

Ala

Giun

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly

Gly
130

Lys

Folivs

Tyr ¥

Slu

f10

Leu

Teey T

Gin
290

Pro i

15

Gln
115
Sar
Phs
arg
Gly
193%
Val
Leu
Thy

Fro

233
PRT

Arg

Lew

Arg

Lvs
184

Lysg

Val

Leu
260

* Arg A

Thy

Sey

val

Gly

Val

Lew

Pro

Leyg A

150

Lvs

Ile 3

Cyg
230
Tzp
Il
Glu

Twre
310

Thr

Leo

Tvr

Thr

Gly

295

Glu

Bsn

Ala 2

Asn
200

Arg

Ala

Ser
280

Gly

ile

Circovirus DEL tipo B

15

¥al

tod O
o B

1+

Leu

Gln

&80

- ¥ |

Gl

His
178

ASh

- Frog

Ser
250

Thy

val |

Phe

Tyr

Lys
155
Val

Phs

Try

~ Gi}‘v

Leu
235%
Ilg

Ala

Yal

2 Pro

14¢

val

ile

Trg
220
Thy

Lou

Val

Thr
300

Wal

s RS

Gy

25

Lew

Val

Gly

Giw

Tia Thr

Ly
ZB3

Lan

Sgy

Lan

Phe

Lys

Pra
175

¥ Glu

- His

- Trp

Thy

Sexr ;

25%

Val

Pro

£33

Val

bt

160

Pro

Thy

Gly

A

S
PP
< i3

&lu

Thr



Mt

Ser

Ay

igo

Ser 3

145

Fhe

The

His

His

Zey

50

Pra

Ile &

Gly

Wal

138

Thy P

Tyr

L

Avg ¥

35

Ary

Trp

Gly

Asp ?

11%

Thr

> Arg

Val Asp His
149

Gila Glu Tyx
2190

Azn Phe Ly

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

16
104
PRT

o]
s

The

Ala

Bry
18O

Ary

Phs

Val

31y

Wal |

Thr

PFro
185

Val Gly

Asn Ile

Arg

Ile

Ils
E50
Val

Gin

Lesd

Arg

Fro
230

Arg

Lan 2

Arg

Tyr

55

Met

Asm

Val

Gly

REla

135

Thr

L SIN

Leu

Gly

Val

215

Leu

Thr

Glu

Ser §

126

Lang

Gln

g Arg

25

CLys

Wal

Phe

145

Thy

¥ro

» Bhe

L

185

Arg
18

Ary

Lys

| Phe

Ser
90

Tep

~ Ala

Ty 2

Phg

Thr 3

173

Reg

Gly

Arg

Py

Val

Arg

Trp L

Tie

Thr

Tle

Pra

Il L

Fre
149

TYr

Asp

Thy Ala Fhe Glu asn

200

Thy Met Tyr ¥al Gln

Az Pro

Circovirus DEL tipo B

16

23

His Arg

Hig Ser

Tyr Phe

Thyr ala
B30

His

Thr

Tyr
85

fle

Asp

Azn

Slu F

Rry

Fro

aArg

The

Leu

g0

Tyr

The

Asn

Ty

Tyr

180

Bro

Asn



Met

Fhe

TeEp

Phe

Lys
63

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val

Avyg

Pro

Pro

590

Axg

17
15

Thr

Wal

His &

a5

ala

Tye 3

By

Ser

PRT

22
A
pos ]

Thx

Ser
1440

Fro

& Lys

ESp

Pha

Wal

His

B3

Thr

Fro

Iie

Val

Gln

Leu
¢

b

Leu

ey

e
14
4

His

Val

Sexy B

Iie 8

40

Fha

Cys

¢ Ary

Gin

Circovirus DEL tipo B

Sey

Sar

Asn

Gln

Ayg
id

Phe

> Low

Gin

Gly

Vai
SQ

Py

Bhe

Fhe

Ala
&0

Gin

Fro

BPrg

Thr

Thr

Giy

The

Leu

¥al

Thr

30

Ty

Iis

L]
&
5]

Cys Gly
15

Fro Arg

Leuw Bi

[

Ssar Asp

&la Leu
g0

> Lew Arg

95

Asp Met Met Arg Phe Asn lle dson Asp Phe Lew PFro Pro Gly

18
15

PRT

Circovirus DEL tipo B

18

19

13



Gla Gly asp arg Gly val Gly Ser Ssr Ala Val Ile Leu Asp Asp
1 5 10 13

<210> 19
<211> 15
<212> PRT

<213> Circovirus DEL tipo B

<400> 19

Gly Val Sly Ser S=r ala val Ils Leu Asp Asp Asn Phs vVal Thr
1 5 10 is

<210> 20
<211> 15
<212> PRT

<213> Circovirus DEL tipo B

<400> 20

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr ala Phe Glu Asn Sexr Ils Tyr
1 5 10 i3

<210> 21
<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 21
tgtggcga 38

<210> 22



<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 22
agtttcct 8

<210> 23
<211> 20
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 23
tcatttagag ggtctttcag

<210> 24
<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 24

Gtcaacct 8

<210> 25
<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 25

gtggttgc 8

<210> 26

20



<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 26
Agcccagg 8

<210> 27
<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 27

Ttggctygg
<210> 28

<211> 12
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 28
tctagctctg gt

<210> 29
<211> 12
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 29

atctcagctc gt

<210> 30
<211> 12

12

12



<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 30
tgtcctecte tt

<210> 31
<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 31

tctctaga 8

<210> 32
<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 32

tgtaccaa 8

<210> 33
<211> 8
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 33

Tccgtcett

<210> 34
<211> 20

12



<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 34
gtgtgctcga cattggtgtg

<210> 35
<211> 20
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 35
tggaatgtta acgagctgag

<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 36

ctcgcagcca tcttggaatg

<210> 37
<211> 20
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 37

cgcgcgtaat acgactcact

<210> 38
<211> 26
<212> ADN

<213> Circovirus

20

20

20

20



<400> 38

cctgtctact gctgtgagta ccttgt

<210> 39
<211> 26
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 39
gcagtagaca ggtcactccg ttgtcc

<210> 40
<211> 20
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 40

tggaatgtta actacctcaa

<210> 41
<211> 23
<212> ADN

<213> Circovirus

<400> 41
ggcggcgcca tctgtaacgg ttt

<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Circovirus
<400> 42

gatggcgccg aaagacgggt atc

26

26

20

23

23



REIVINDICAGOES

1. Composicgao de wvacina compreendendo um polipéptido
isolado codificado por uma sequéncia de nucledtidos possuindo

pelo menos 90 % e identidade com a sequéncia SEQ ID N° 12,

que corresponde a ORF’2 de um circovirus DEL do tipo B.

2. Composigcao de wvacina de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia nucledtidica
Q.

ter pelo menos 95 % de identidade com a sequéncia SEQ ID n°

12.

3. Composicgao de vacina compreendendo um polipéptido
isolado de uma sequéncia possuindo pelo menos 90 &% de
identidade com a sequéncia SEQ ID NO: 15, que corresponde a

um ORT'2 de um circovirus DEL do tipo B.

4, Composigcado de vacina de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo facto de a sequéncia do referido
Q.

polipéptido ter pelo menos 95 % de identidade com a sequéncia

SEQ ID n® 15.

5. Uma composicao de vacina de acordo com a reivindicacgao
3, caracterizado por a referida sequéncia incluir a sequéncia

SEQ ID No. 17.

6. Composicao de vacina de acordo com a reivindicacgao 3,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia incluir a

sequéncia SEQ ID No. 18.

7. Uma composicao de vacina de acordo com a reivindicacao 3
caracterizado em que a referida sequéncia incluir a sequéncia

SEQ ID No. 19.



8. Composicao de vacina de acordo com a reivindicacgao 3,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia incluir a

sequéncia SEQ ID N°. 20.

9. Composicao de wvacina de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 1 a 8, compreendendo ainda pelo menos um
adjuvante, veiculo farmaceuticamente aceitavel, ou uma

combinacao dos mesmos.

10. Composicac de wvacina compreendendo um vector para a
expressao de um polipéptido isolado codificado por uma
sequéncia nucledétidos possuindo pelo menos 90 % de identidade
com a seqgquéncia SEQ ID N° 12, que corresponde a um ORF'2

circovirus DEL do tipo B.
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