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RESUMO

“COMPOSIGOES IMUNOGENICAS DE PCV2 E METODOS DE PRODUGAO DESSAS
COMPOSIGCOES”

E proporcionado um método melhorado para recuperacdo da
proteina expressa pela fase de leitura aberta (2) de circovirus
porcino tipo (2). O método envolve, em geral, as etapas de
transfeccao de virus recombinante contendo as sequéncias
codificantes da fase de leitura aberta (2) para células contidas
em meios de crescimento, fazendo com que o virus expresse a fase
de leitura aberta (2) e a recuperacdo da proteina expressa no
sobrenadante. Esta recuperacao deve realizar-se comecando,
aproximadamente, (5) dias apds a infeccdo das células, de modo a
permitir que gquantidades suficientes de proteina recombinante
sejam expressas e segregadas da célula para o0s meios de
crescimento. Esses métodos evitam processos de extraccgéao
dispendiosos e morosos, necessdrios para sSeparar € recuperar a

proteina recombinante a partir do interior das células.



DESCRICAO

“COMPOSIGOES IMUNOGENICAS DE PCV2 E METODOS DE PRODUGAO DESSAS
COMPOSIGCOES”

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Este pedido contém uma listagem de sequéncias em formato de

papel e em formato informatico.

Um aspecto da presente divulgacdo estd relacionado com a
recuperacdo de uma proteina expressa pela fase de leitura aberta
2 (ORF2) de circovirus porcino tipo 2 (PCV2). De um modo mais
particular, a proteina ¢é uma proteina recombinante expressa
por um virus transfectado, contendo sequéncias codificantes
recombinantes para a fase de leitura aberta 2 de circovirus
porcino tipo 2. De um modo ainda mais particular, é permitido ao
virus transfectado infectar células em meios de crescimento e a
proteina expressa pela fase de leitura aberta 2 é recuperada no
sobrenadante, em vez de ser a partir do interior das células. De
um modo ainda mais particular, o método envolve as etapas de
amplificacdo do gene da fase de leitura aberta 2 de circovirus
porcino tipo 2, clonagem desta porcdo amplificada num primeiro
vector, excisdo da porcao da fase de leitura aberta 2 deste
primeiro vector e a sua clonagem num vector de transferéncia,
co-transfeccdo do vector de transferéncia com um vector viral em
células em meios de crescimento, fazendo com que as células
fiquem infectadas pelo vector viral e, desse modo, expressem a

fase de leitura aberta 2 e recuperacdo da proteina recombinante



expressa codificada ©pela fase de leitura aberta 2 no

sobrenadante.

Noutro aspecto, a presente divulgacdo estd relacionada com
uma composicdo imunogénica eficaz para a induc¢do de uma resposta
imunitdria contra PCV2 e métodos para a producdo dessas
composicdes imunogénicas. De um modo mais particular, a presente
divulgacdo estd relacionada com uma composicdo imunoldgica
eficaz para proporcionar uma resposta imunitdria gque protege um
animal recebendo a composicdo e reduz ou atenua, a gravidade dos
sintomas c¢linicos associados a infecgcdo de PCV2. De um modo
ainda mais particular, a presente divulgacdo estd relacionada
com uma composicdo imunoldgica baseada em proteina que confere
proteccédo eficaz contra infeccdo por PCV2. De um modo ainda
mais particular, a presente divulgagdo estd relacionada com
uma composicdo imunoldégica compreendendo a ORF2 de PCV2, em que
a administracdo de ORF2 de PCV2 resulta em proteccdo contra
infeccdo por PCV2. De um modo muito particular, a presente
divulgacdo estd relacionada com uma composicdo imunoldgica
eficaz para conferir imunidade eficaz a um suino recebendo a
composicdo imunoldégica e em que a composicdo compreende a

proteina expressa pela ORF2 de PCV2.

Descricédo da Técnica Anterior

O circovirus porcino tipo 2 (PCV2) € um pequeno virus de

ADN (17 - 22 nm em diédmetro), icosaédrico, sem envelope, o qual
contém um genoma circular de cadeia simples. Kim et al.,
(J. Vet. Sci, 2002, 3(1): 19-23) caracteriza as proteinas

recombinantes de PCV2 isolado de campo expressas numa sistema de

baculovirus. Nawagitgul et al., (J. Gen. Virol, 2000, 81:



2281-2287) referem que uma proteina estrutural principal de PCV2
& codificada pela ORF2. O PCV2 partilha, aproximadamente, 80% de
identidade de sequéncia com o circovirus porcino tipo 1 (PCV1).
Contudo, em contraste com o PCV1l, o qual ¢é, em geral, néo
virulento, os suinos infectados com PCV2 exibem uma sindrome,
geralmente referida como Sindrome de Deperdicdo Multissistémica
Pds-desmame (PMWS). A PMWS ¢é clinicamente caracterizada por
deperdicdo, palidez da pele, mau estado geral, perturbacéo
respiratéria, diarreia, idctero e ictericia. Em alguns suinos
afectados, serd evidente uma combinacdo de todos os sintomas,
enquanto outros suinos terdo apenas um ou dois destes sintomas.
Durante a necropsia, também surgem lesdes microscdpicas e
macroscédpicas em multiplos tecidos e Oérgdos, com os Orgéaos
linféides sendo o local mais comum para lesdes. Foil observada
uma forte correlacdo entre a quantidade de 4&cido nucleico ou
antigénio de PCV2 e a gravidade das lesobes linfdides
microscdpicas. As taxas de mortalidade para suinos infectados
com PCV2 podem aproximar-se de 80%. Além de PMWS, o PCV2 foi
associado a varias outras infecg¢des, incluindo pseudo-raiva,
sindrome reprodutiva e respiratdéria porcina (PRRS), doenca de
Glasser, meningite estreptocédcica, salmonelose, colibacilose

pés—desmame, hepatose dietética e broncopneumonia supurativa.

A proteina da fase de leitura aberta 2 (ORF2) de PCV2,
tendo um peso molecular aproximado de 30 kDa quando corrida em
gel de SDS-PAGE, foi utilizada, no passado, como um componente
antigénico em vacinas para PCV2. Blanchard et al., (Vaccine
21, 2003, 4565-4575) descrevem protocolos de vacinagao com
revacinacdo de 2 1injecgdes e Dbaseados em ADN, utilizando um
cultivo de 72 h na producdo de um lisado de proteina em bruto.
Os métodos tipicos de obtencdo de ORF2 para utilizacdo nessas

vacinas consistem, em geral, na amplificacdo de ADN de PCV2



codificando para ORF2, transfeccdo de um vector viral com o ADN
de ORF2, infeccdo de células com o vector viral contendo o ADN
de ORF2, permitindo que o virus expresse proteina de ORF2 dentro
da célula e a extraccdo da proteina de ORF2 da célula por meio
de lise celular. Estes processos demoram, em geral, até cerca de
quatro dias apds infeccdo das células pelo vector viral.
Contudo, estes processos tém uma desvantagem, na medida em que
0s processos de extraccdo sao simultaneamente dispendiosos e
morosos. Além disso, a quantidade de ORF2 recuperada das células
ndo ¢é muito elevada; consequentemente, um grande numero de
células necessita de ser infectado por um grande numero de
vectores virais, de modo a obterem-se quantidades suficientes da
proteina recombinante expressa para utilizacdo em vacinas e

semelhantes.

As abordagens actuais a imunizacdo de PCV2 incluem vacinas
baseadas em ADN, tal como as descritas na patente U.S.
N2 6703023. Contudo, essas vacinas foram ineficazes a conferirem
imunidade ©protectora contra infecgdo de PCVZ e aos sinais

clinicos gque lhe esté&o associados.

Consequentemente, o que é necessario na técnica é um método
de obtencdo de proteina de ORF2, o qual ndo requeira extraccéo
da proteina de ORF2 a partir do interior de células infectadas.
O que é ainda necessadrio sao métodos de obtencdo de proteina de
ORF2 recombinante em quantidades suficientes para preparacao
eficiente de composicdes vacinais. O gque é ainda mais necessario
sdao métodos para a obtencdo de proteina de ORF2, o0s dgquais néo
requeiram os métodos complicados e intensivos em mao-de-obra
requeridos pelos actuais protocolos de extraccdo de proteina de
ORF2. Finalmente, em relacdo a composicdes, o que € necessario

na técnica, € uma composicdo imunogénica que confira imunidade



protectora contra infecgcdo de PCV2 e atenue a gravidade ou

previna os sinais clinicos que lhe estdo associados.

SUMARIO DA INVENCAO

A  presente invencgdo supera o0s problemas inerentes na
técnica anterior e proporciona um avanc¢o distinto no estado da

técnica.

A presente invencao proporciona:

[1]. Um método de recuperacdo de proteina recombinante
expressa por fase de leitura aberta 2 de PCVZ em sobrenadante,

em que o referido método inclui as etapas de:

i) infecg¢do das células em meios de crescimento com um
vector de baculovirus contendo a referida fase de

leitura aberta 2;

ii) fazer com que o referido vector de baculovirus
expresse a referida proteina de fase de leitura

aberta 2; e

iii) recuperacdo da referida proteina de fase de leitura

aberta 2 expressa no sobrenadante,

em que a referida recuperacdo ocorre, pelo menos, 5 dias apds a

infecgdo das células com o referido vector de baculovirus.



[2]. O método de [1], compreendendo as etapas de:

A) clonagem da referida fase de leitura aberta 2

recombinante de PCV2 num vector de transferéncia;

B) introducéao da porcgao do referido vector de
transferéncia contendo a referida fase de leitura

aberta 2 recombinante num baculovirus;

C) 1infecgcdo das células em meios com o referido

baculovirus;

D) fazer com que o referido baculovirus expresse a
proteina de fase de leitura aberta 2 da referida

fase de leitura aberta 2;

E) separagdo das células contendo o referido vector de

baculovirus do sobrenadante; e

F) recuperagdo da referida proteina de fase de leitura
aberta 2 expressa no referido sobrenadante, pelo
menos, cinco dias apds a infeccdo das células com o

referido baculovirus.

[3]. O método de [1] ou [2], em que a proteina de fase de
leitura aberta 2 expressa € segregada pelas células para o0s
meios de crescimento circundantes e em que a proteina de fase de
leitura aberta 2 é recuperada no sobrenadante, em vez de ser a

partir do interior das células.

[4]. O método de gualguer um de [1]-[3], em gue o

referido método inclui ainda a etapa de amplificar a referida



fase de leitura aberta 2 a partir de uma estirpe de PCV2 antes
de clonar a referida fase de leitura aberta no referido vector

de transferéncia.

[5]. O método de qualquer um de [1]-[4], em que a referida
fase de leitura aberta 2 recombinante compreende ainda uma
sequéncia seleccionada do grupo consistindo de uma sequéncia de

Kozak em 5', um sitio EcoRl em 3' e as suas combinacgdes.

[6]. O método de [5], em que a referida sequéncia de Kozak

em 5' compreende a SEQ ID N¢: 1.

[7]. O método de [5], em que o referido sitio EcoRl em 3'

compreende a SEQ ID N2: 2.

[8]. O método de qualquer um de [1] a [7], em que
a referida fase de leitura aberta de PCV2 compreende a

SEQ ID Ne: 4.

[9]. O método de qualquer um de [1] a [7], em que a
referida proteina recombinante de fase de leitura aberta 2

compreende a SEQ ID N¢: 6.

[10]. O método de gqualguer um de [1] a [8], em qgue os
referidos meios compreendem meios celulares de insecto isentos

de soro.

[11]. O método de qualgquer um de [2] a [10], compreendendo

ainda as etapas de:

i) antes da etapa A, clonagem da referida fase de

leitura aberta 2 amplificada num primeiro vector;



ii) excisdo da referida fase de leitura aberta 2 do

referido primeiro vector; e

iii) utilizacdo da referida fase de leitura aberta 2

excisada na etapa A.

[12]. O método de gualquer um de [1] a [11], em qgue as

referidas células compreendem células SF+.

[13]. O método de qualquer um de [1] a [12], em que a etapa
de recuperacdo compreende a separacdo do detritos celulares da
proteina de fase de leitura aberta 2 expressa em meios por meio
de uma etapa de separacao, em que a etapa de separacao inclui,

de um modo preferido, filtracéo.

[14]. Um método de preparagdo de uma composicdo para
provocar uma resposta imunitdria contra PCV2, o referido método

compreendendo as etapas de:

i) introdugdo de wuma construgdo num Dbaculovirus, a
referida construcdo compreendendo ADN recombinante

de fase de leitura aberta 2 de PCV2Z;

ii) infecg¢do das células com o referido baculovirus,
estando as referidas células em meios de

crescimento;

iii) fazer com que o referido virus expresse a proteina
recombinante da referida fase de leitura aberta 2 a

partir da referida fase de leitura aberta 2;



iv) recuperacdo da referida proteina de fase de leitura
aberta 2 expressa no sobrenadante, em que a
referida proteina de fase de leitura aberta 2 ¢é
recuperada, pelo menos, 5 dias apds a infeccdo das

referidas células com o referido baculovirus; e

V) combinacédo da referida proteina de fase de leitura
aberta 2 recuperada no sobrenadante com  um
adjuvante adequado ou outro veiculo ou excipiente

farmaceuticamente aceitéavel.

[15]. O método de [14], em que a proteina recombinante de
fase de leitura aberta 2 expressa €& segregada pelas células para
os meios de crescimento circundantes e em que a proteina de fase
de leitura aberta 2 & recuperada no sobrenadante, em vez de ser

a partir do interior das células.

[16]. O método de [14] ou [15], em que o referido método
inclui ainda a etapa de obtencado da referida construcdo a partir

de um vector de transferéncia.

[17]. O método de qualquer um de [14]-[16], em que o
referido método inclui ainda a etapa de amplificacdo da referida
fase de leitura aberta 2 a partir de uma estirpe de PCV2 antes
da clonagem da referida fase de leitura aberta 2 no referido

vector de transferéncia.

[18]. O método de qualquer um de [14] a [17], em que a
referida fase de leitura aberta 2 recombinante compreende ainda
uma sequéncia seleccionada do grupo consistindo de uma sequéncia

de Kozak em 5', um sitio EcoRl em 3' e as suas combinacdes.



[19]. O método de [18], a referida sequéncia de Kozak em 5'

compreendendo a SEQ ID N2: 1.

[20]. O método de [18], o referido sitio EcoRl em 3'

compreendendo a SEQ ID N¢: 2.

[21]. O método de qualguer um de [14] a [20], a referida

fase de leitura aberta 2 de PCV2 compreendendo a SEQ ID N¢: 4.

[22]. O método de qualquer um de [14] a [21], a referida
proteina recombinante de fase de leitura aberta 2 compreendendo

a SEQ ID N¢°: 6.

[23]. O método de qualguer um de [14] a [22], os referidos

meios compreendendo meios celulares de insecto isentos de soro.

[24]. O método de qualquer um de [17] a [23], compreendendo

ainda as etapas de:

i) clonagem da referida fase de leitura aberta 2

amplificada num primeiro vector;

ii) excisdo da referida fase de leitura aberta 2 do

referido primeiro vector; e
iii) utilizacgcdo da referida fase de leitura aberta 2
excisada para clonagem no referido vector de

transferéncia.

[25]. O método de qualquer um de [14] a [24], em que as

referidas células compreendem células SF+.
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[26]. O método de qgualgquer um de [14] a [25], em gque a
referida etapa de recuperagcdo compreende ainda a etapa de
separacdo dos referidos meios das referidas células e detritos

celulares.

[27]. O método de [26], em que a referida etapa de
separacdo inclui a etapa de filtracdo das referidas células,
detritos celulares e meios de crescimento através de um filtro
possuindo poros variando em tamanho desde cerca de 0,45 pM a

cerca de 1,0 uM.

[28]. O método de gqualquer um de [14] a [27], em qgue ©
referido método inclui ainda a etapa de inactivacdo do referido
baculovirus por adicdo de etilenimina bindria (BEI) ciclizada e,
depois de completada a inactivacdo, ¢é adicionada uma solucgao
de tiossulfato de sdédio, antes da combinacdo com a referida
proteina de fase de leitura aberta 2 recuperada com um adjuvante

adequado.

[29]. Uma composicdo de matéria obtenivel pelo método de

qualquer um de [1]1-[28].

[30]. A utilizacado da composicao de [29] para a preparacao

de um medicamento para a prevencado de uma infeccao de PCV2.

[31]. Composicéao de [29] para utilizacéo como um
medicamento.
[32]. Composicdo de [29] para utilizacdo como uma vacina

para a prevencao de infeccdo de PCV2.
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[33]. Composicédo de [29] para utilizacdo num método de

prevencao de uma infecc¢cdo de PCV2.

[34]. Um método para producdo de um kit de diagndstico para
a detecgcdo de uma infecgdo de PCV2 numa amostra, o qual

compreende

i) produgédo de uma proteina recombinante de fase de
leitura aberta 2 como exposto em qgqualquer um de

[11-128];

ii) e embalagem da referida proteina recombinante de

fase de leitura aberta 2 num recipiente adequado.

[35]. O método de [34], compreendendo ainda a etapa de
inclusao de um manual de instrucdes com O recipiente que embala

a proteina recombinante de fase de leitura aberta 2.

[36]. Kit incluindo, pelo menos, um recipiente
compreendendo, pelo menos, uma dose da composicao de [29], em
que a referida composicdo é imunogénica e uma dose compreende,
pelo menos, 2 pg de proteina de fase de leitura aberta 2 de

PCV2.

[37]. Kit compreendendo i) um recipiente contendo, pelo
menos, uma dose da composicdo de [29] e 1ii) um recipiente
contendo uma composicdo imunogénica compreendendo antigénio de

PRRS.

[38]. Kit de [37], em que o antigénio de PRRS é IngelVac
PRRS MLV.

12



Sado aqui divulgados também:

Especificamente, um aspecto da presente divulgacéao
proporciona métodos melhorados de produgdo e/ou recuperacdo de
proteina de ORF2 recombinante de PCV2, i) permitindo a infeccéo
de células susceptiveis em cultura com um vector viral
recombinante contendo sequéncias codificantes de ADN de ORF2 de
PCV2, em que a proteina de ORF2 ¢é expressa pelo vector viral
recombinante e ii) subsequentemente a recuperacdo da proteina de
ORF2 no sobrenadante. Fol inesperadamente verificado gque a ORF2
¢ libertada em grandes quantidades no sobrenadante, se a
infeccdo e subsequente incubacdo das células infectadas for
deixada progredir para além do tipico processo de recuperacdo de
ORF2 de PCV2 anterior, o qual extrai a ORF2Z de PCV2 a partir do
interior das células. Foi, além disso, surpreendentemente
verificado que a proteina de ORF2 de PCV é robusta contra a
degradacdo prototipica no exterior das células de producéo.
Ambas as constatagdes, em conjunto, permitem uma recuperacao de
elevadas quantidades de proteina de ORF2 de PCV2 a partir do
sobrenadante de culturas celulares infectadas com vectores
virais recombinantes contendo um ADN de ORF2 de PCV2 e
expressando a proteina de ORF2 de PCV2. Elevadas quantidades de
proteina de ORF2 de PCV2 significam mais de cerca de 20 upg/mL de
sobrenadante, de um modo preferido, mais de cerca de 25 pg/mL,
de um modo ainda mais preferido, mais de cerca de 30 pg/mL, de
um modo ainda mais preferido, mais de cerca de 40 pg/mL, de um
modo ainda mais preferido, mais de cerca de 50 pg/mL, de um modo
ainda mais preferido, mais de cerca de 60 pg/mL, de um modo
ainda mais preferido, mais de cerca de 80 npg/mL, de um modo
ainda mais preferido, mais de cerca de 100 pg/mL, de um modo

ainda mais preferido, do que cerca de 150 pg/mL, de um modo

13



muito preferido, do que cerca de 190 pg/mL. Essas taxas de
expressdo também podem ser alcancadas, por exemplo, pelos

métodos como descritos nos Exemplos 1 a 3.

As culturas celulares preferidas tém uma contagem celular

entre cerca de 0,3 - 2,0 x 10° células/mlL, de um modo mais
preferido, desde cerca de 0,35 - 1,9 x 10° células/mL, de um modo
ainda mais preferido, desde cerca de 0,4 - 1,8 x 10° células/mL,
de um modo ainda mais preferido, desde cerca de
0,45 - 1,7 x 10° células/mL e, de um modo muito preferido, desde
cerca de 0,5 - 1,5 x 10° células/mL. As células preferidas séo
determindveis pelos especialistas na técnica. As células

preferidas s&o as susceptiveis para infecc&o com um vector viral
recombinante apropriado, contendo um ADN de ORF2 de PCV2 e
expressando a proteina de ORF2 de PCV2. De um modo preferido, as
células sédo células de insecto e, de um modo mais preferido,
incluem as células de 1insecto comercializadas sob a marca
registada células de insecto Sf+ (Protein Sciences Corporation,

Meriden, CT).

Os meios de crescimento apropriados também serao
determindveis pelos especialistas na técnica, com o0s meios de
crescimento preferidos sendo os meios de células de insecto
isentas de soro, tal como Excell 420 (JRH Biosciences, 1Inc.,
Lenexa, KS) e semelhantes. Os vectores virais preferidos incluem
baculovirus, tal como BaculoGold (BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA), em particular, se as células de produgdo forem
células de insecto. Embora o sistema de expressao de baculovirus
seja preferido, € compreendido pelos especialistas na técnica
que, para O objectivo da presente divulgacao, nomeadamente a
expressdo de ORFZ de PCV2 para o sobrenadante de uma cultura

celular, irdo funcionar outros sistemas de expressadao. Esses
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outros sistemas de expressao podem requerer a utilizacdo de uma
sequéncia sinal, de modo a causar a expressdao de ORF2 para os
meios. Foi surpreendentemente verificado gque, quando a ORF2 &
produzida por um sistema de expressdo de baculovirus, ndo requer
qualgquer sequéncia sinal ou modificacdo adicional para causar a
expressdo de ORF2 para os meios. Acredita-se que esta proteina
pode formar, independentemente, particulas semelhantes a virus
(Journal of General Virology Vol. 81, p. 2281-2287 (2000) e ser
segregada para o sobrenadante de cultura. Quando utilizado para
a infeccédo das células susceptiveis, o vector viral recombinante

contendo as sequéncias de ADN de ORF2 de PCV2 tem uma

multiplicidade de 1infecg¢do (MOI) preferida compreendida entre

cerca de 0,03 - 1,5, de um modo mais preferido, desde cerca de
0,05 - 1,3, de um modo ainda mais preferido, desde cerca de
0,09 - 1,1 e, de um modo muito preferido, desde cerca de
0,1 - 1,0. De um modo preferido, as MOI mencionadas acima

referem-se a um mL de fluido de cultura de celular. De um modo
preferido, o método aqui descrito compreende a infeccdo de
0,35 - 1,9 x 10° células/mL, de um modo ainda mais preferido, de
cerca de 0,4 - 1,8 x 10° células/mL, de um modo ainda mais
preferido, de cerca de 0,45 - 1,7 x 10° células/mL e, de um modo
muito preferido, de cerca de 0,5 - 1,5 x 10° células/mL, com um
vector viral recombinante contendo um ADN de ORF2 de PCV2 e

expressando a proteina de ORF de PCV2 tendo uma MOT

(multiplicidade de infeccgéao) compreendida entre cerca de
0,03 - 1,5, de um  modo mais preferido, de cerca desde
0,05 - 1,3, de um modo ainda mais preferido, desde cerca de
0,09 - 1,1 e, de um modo muito preferido, desde cerca de
0,1 - 1,0.

As células infectadas sédo, depois, incubadas ao longo de um

periodo de até dez dias, de um modo mais preferido, desde cerca
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de dois dias a cerca de dez dias, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca de quatro dias a cerca de nove dias e, de
um modo muito preferido, desde cerca de cinco dias a cerca de
oito dias. As condigbes de incubacao preferidas incluem uma
temperatura entre cerca de 22 - 32 °C, de um modo mais
preferido, desde cerca de 24 - 30 °C, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca de 25 - 29 °C, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca de 26 - 28 °C e, de um modo muito
preferido, cerca de 27 °C. De um modo preferido, apds
inoculacéao, as células Sf+ sdo observadas para alteracdes
caracteristicas induzidas por baculovirus. Essa observacido pode
incluir a monitorizacdo de tendéncias de densidade celular e a
diminuicdo em viabilidade durante o periodo de pds-infeccéo.
Verificou-se que o pico do titulo viral ¢é observado 3-5 dias
apds infeccdo e o pico de libertacdo de ORF2 das células para o
sobrenadante ¢ obtido entre os dias 5 e 8 e/ou quando a

viabilidade celular diminui para menos de 10%.

Deste modo, um aspecto da presente divulgacao proporciona
um método melhorado de producdo e/ou recuperacdo de proteina de
ORF2 recombinante de PCV2, de um modo preferido, nas quantidades
descritas acima, i) permitindo a infecgcdo de um numero de
células susceptiveis (ver acima) em cultura com um vector viral
recombinante, com uma MOI como definida acima, ii) a expresséo
da proteina de ORF2 de PCV2 pelo vector viral recombinante
e iii) subsequentemente a recuperacdo da ORF2 de PCV2 no
sobrenadante de <células obtidas entre os dias 5 e 8 apds
infecgdo e/ou diminuicdo de viabilidade celular para menos de
10%. De um modo preferido, o vector viral recombinante ¢é um
baculovirus recombinante contendo sequéncias codificantes de ADN
de ORF2 de PCV2 e as células sdao células Sf+. Além disso,

prefere-se que, durante o periodo de pds-infeccdo, a cultura

16



seja periodicamente examinada para evidéncia macroscdpica e
microscdépica de contaminacdo ou para alteracdes atipicas na
morfologia celular. Qualquer cultura exibindo qualquer
contaminacdao deve ser descartada. De um modo preferido, a
proteina recombinante de ORF2 expressa é segregada pelas células
para o0s meios de <crescimento <circundantes gue mantém a
viabilidade celular. A ORF'2 é, depois, recuperada no
sobrenadante circundando as células, em vez de ser a partir das

prdéprias células.

O processo de recuperacgao comecga, de um modo preferido, com
a separacao dos detritos celulares da ORF2 expressa nos meios,
por intermédio de uma etapa de separacao. As etapas de separacéao
preferidas incluem filtracdo, centrifugacdo a velocidades de até
cerca de 20000 x g, centrifugacdo de fluxo continuo, separacao
cromatogrdfica utilizando troca idnica ou filtracdo em gel e
métodos convencionais de imunoafinidade. Esses métodos séao
conhecidos dos especialistas na técnica, por exemplo, por
(Harris e Angel (eds.), Protein purification methods - a
practical approach, IRL press Oxford 1995). 0s métodos de
separacdo mais preferidos incluem centrifugacdoc a velocidades de
até cerca de 20000 x g e filtracdo. Os métodos de filtracéo
preferidos incluem microfiltracdo fechada e filtracdo de fluxo
tangencial (ou fluxo cruzado), incluindo filtracdo de fibra oca
e microfiltracdo fechada. Destes, a microfiltracdo fechada ¢é

preferida. Os tamanhos de poro preferidos para a microfiltracéao

fechada s&o entre cerca de 0,30 - 1,35 pm, de um modo mais
preferido, entre cerca de 0,35 - 1,25 um, de um modo ainda mais
preferido, entre cerca de 0,40 - 1,10 pm e, de um modo muito
preferido, entre cerca de 0,45 - 1,0 um. Acredita-se que, para O

objectivo da presente invengao, qgqualquer membrana de filtracéo

convencional funcionarda e as membranas de poliétersulfona séo

17



preferidas. Durante a etapa de filtracdo, ¢é removida gqualquer

espécie de &cido nucleico de baixo peso.

Deste modo, um aspecto adicional da presente divulgacéao
proporciona um método melhorado de producdo e/ou recuperacdo de
proteina de ORF2 recombinante de PCV2, de um modo preferido, nas
quantidades descritas acima, i) permitindo a infeccdo de um
numero de células susceptiveis (ver acima) em cultura com
um vector viral recombinante, com uma MOI como definida acima,
ii) expressdo de proteina de ORF2 de PCV pelo vector viral
recombinante, 1iii) recuperacdo da ORF2 de PCV2 no sobrenadante
de células obtidas entre os dias 5 e 8 apds infeccdo e/ou
diminuig¢do de viabilidade <celular para menos de 10% e
iv) separacdo dos detritos celulares da ORF2 de PCV2 expressa,
por meio de uma etapa de separacao. De um modo preferido, o
vector viral recombinante é um baculovirus contendo sequéncias
codificantes de ADN de ORF2 e as células sé&o células SF+. As
etapas de separacdo preferidas sido as descritas acima. E muito

preferida a microfiltracdo fechada, wutilizando uma membrana

tendo um tamanho de poro entre cerca de 0,30 - 1,35 pm, de um
modo mais preferido, entre cerca de 0,35 - 1,25 um, de um modo
ainda mais preferido, entre cerca de 0,40 - 1,10 pm e, de um
modo muito preferido, entre cerca de 0,45 - 1,0 pm.

Para recuperagadao da proteina ORF2 de PCV2Z que sera
utilizada numa composicdo imunogénica ou imunoldgica, tal como
uma vacina, é preferida a inclusdo de uma etapa de inactivacéo,
de modo a inactivar o vector viral. Uma “composicdo imunogénica
ou imunoldgica” refere-se a uma composicdo de matéria que
compreende, pelo menos, um antigénio, o qual deduz uma resposta
imunoldgica no hospedeiro de uma resposta imunitdria de mediacgéo

celular e/ou de anticorpo para a composicdo ou vacina de

18



interesse. Habitualmente, uma “resposta imunoldégica” inclui mas
ndo estd limitada a um ou mais dos seguintes efeitos: a producéao
ou activacdo de anticorpos, células B, células T auxiliares,
células T supressoras e/ou células T citotdxicas e/ou células T
v®, dirigidos especificamente a um antigénio ou antigénios
incluidos na composicdo ou vacina de 1interesse. De um modo
preferido, 0 hospedeiro exibird uma resposta imunoldgica
terapéutica ou protectora, de modo gue a resisténcia a nova
infeccdo possa ser melhorada e/ou a gravidade clinica da doencga
reduzida. Essa proteccdo serd demonstrada por uma redugcdo ou
auséncia de sintomas normalmente exibidos por um hospedeiro
infectado, um tempo de recuperacdo mais rapido e/ou um titulo
viral diminuido no hospedeiro infectado. Deste modo, a presente
divulgacéo também se refere a um método de produgdo e/ou
recuperacgdo de proteina de ORF2 recombinante de PCV2, de um modo
preferido, nas quantidades descritas acima, i) permitindo a
infecgcdo de um numero de células susceptiveis (ver acima) em
cultura com um vector viral recombinante, com uma MOI como
definida acima, ii) expressdo de proteina de ORF2 de PCV pelo
vector viral recombinante, iii) recuperacdo da ORF2 de PCV2 no
sobrenadante de células obtidas entre os dias 5 e 8 apds
infecgdo e/ou diminuicdo de viabilidade celular para menos de
10%, iv) separacdo dos detritos celulares da ORF2 de PCV2
expressa, por meio de uma etapa de separacdo e v) inactivacédo do

vector viral recombinante.

De um modo preferido, esta inactivacgao é realizada
imediatamente antes ou imediatamente apds a etapa de filtracao,
com apds a etapa de filtracdo sendo o tempo preferido para
inactivacdo. Para o objectivo da presente invencédo, qualquer
método de inactivacdo convencional pode ser utilizado. Deste

modo, a i1nactivacgdo pode ser realizada por tratamentos qguimicos
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e/ou fisicos. Em formas preferidas, o volume de fluidos de

recolha ¢ determinado e a temperatura ¢é ajustada para entre

cerca de 32 - 42 °C, de um modo mais preferido, entre cerca de
34 - 40 °C e, de um modo muito preferido, entre cerca de
35 - 39 °C. 0Os métodos de inactivacdo preferidos incluem a
adicdo de etilenimina binédria (BEI) ciclizada, de um modo

preferido, numa concentracdo de cerca de 1 a cerca de 20 mM, de
um modo preferido, de cerca de 2 a cerca de 10 mM, de um modo
ainda mais preferido, de cerca de 2 a cerca de 8 mM, de um modo
ainda mais preferido, de cerca de 3 a cerca de 7 mM, de um modo
muito preferido, de cerca de 5 mM. Por exemplo, a inactivacéao
inclui a adicao de uma solucao de bromidrato de
2-bromoetilenocamina, de um modo preferido, de cerca de 0,4 M, a
qual tenha sido ciclizada para etilenimina bindria (BEI) a 0,2 M
em NaOH a 0,3 N, aos fluidos para dar uma concentracdo final de
BEI de cerca de 5 mM. De um modo preferido, os fluidos séao,
depois, continuamente agitados, durante 72 - 96 horas e o0s
fluidos de recolha inactivados podem ser armazenados congelados,
a -40 °C, ou abaixo, ou entre cerca de 1 - 7 °C. Depois de
completada a inactivacéao, é adicionada uma solucao de
tiossulfato de sédio, de um modo preferido, a 1,0 M, para
neutralizar qualquer BEI residual. De um modo preferido, o
tiossulfato de sédio é adicionado em quantidade equivalente, em
comparacdo com a BEI adicionada antes para inactivacdo. Por
exemplo, no caso da BEI ser adicionada para uma concentracgao
final de 5 mM, é adicionada uma solucdo de tiossulfato de sdédio
a 1,0 M, para dar uma concentracdo minima final de 5 mM, para

neutralizar qualgquer BEI residual.

Deste modo, um aspecto adicional da presente divulgacgao
refere-se a um método de produgcdo de proteina de ORF2

recombinante de PCV2, de um modo preferido, nas quantidades
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descritas acima, 1) permitindo a infeccdo de um numero de
células susceptiveis (ver acima) em cultura com um vector viral
recombinante, com uma MOI como definida acima, 1i) expressao
de proteina de ORF2 de PCV pelo vector viral recombinante,
iii) recuperacdo da ORF2 de PCV2 no sobrenadante de células
obtidas entre os dias 5 e 8 apds infeccdo e/ou diminuicdo de
viabilidade celular para menos de 10%, iv) separacdo de detritos
celulares da ORF2 de PCV2 expressa, por meio de uma etapa de
separacdo e v) inactivacdo do vector viral recombinante. De um
modo preferido, o vector viral recombinante € um Dbaculovirus
contendo sequéncias codificantes de ADN de ORF2 e as células séo
células SF+. As etapas de separacdo preferidas s&o as descritas
acima, de um modo muito preferido, ¢é a etapa de filtracéao.
As etapas de inactivacado preferidas sdo as descritas acima.
De um modo preferido, a inactivacdo ¢é realizada entre cerca de
35 - 39 °C e na presenca de 2 a 8 mM de BEI, de um modo ainda
mais preferido, na presenca de cerca de 5 mM de BEI. Foi,
surpreendentemente, verificado que concentracdes mais elevadas

de BEI afectam negativamente a proteina de ORF2 de PCV2.

De acordo um aspecto adicional da presente divulgacédo, o
método descrito acima também inclui uma etapa de neutralizacéo
apds a etapa vVv). Esta etapa wvi) compreende a adicdo de uma
quantidade equivalente de um agente que neutraliza o agente de
inactivacdo na solucdo. De um modo preferido, se o agente de
inactivacdo for BEI, a adicdo de tiossulfato de sdédio a uma
quantidade equivalente ¢é preferida. Deste modo, de acordo com
um aspecto adicional, quando o agente de inactivacdo €& BEI, a
etapa vi) compreende a adicdo de uma solucdo de tiossulfato de
s6édio para uma concentracado final de cerca de 1 a cerca de
20 mM, de um modo preferido, de cerca de 2 a cerca de 10 mM, de

um modo ainda mais preferido, de cerca de 2 a cerca de 8 mM, de
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um modo ainda mais preferido, de cerca de 3 a cerca de 7 mM, de

um modo muito preferido, de cerca de 5 mM.

Em formas preferidas e, especialmente, em formas que
utilizardo a ©proteina de ORF2 recombinante de PCV2Z numa
composicdo imunogénica, tal como uma vacina, cada lote de ORF2
recolhida serd testado para inactivacdo por passagem nas células
Sf+ dependentes de ancoragem, susceptiveis a baculovirus. Numa
forma preferida deste teste, 150 cm?® de monocamada de cultura
celular apropriada sédo inoculados com 1,0 mL de fluidos de PCV2
inactivado e mantidos, a 25 - 29 °C, durante 14 dias com, pelo
menos, duas passagens. No fim do periodo de manutencdo, as
monocamadas celulares sao examinadas para efeito citopatogénico
(CPE) tipico de Dbaculovirus de ORF2 de PCV2. De um modo
preferido, também sdo utilizados controlos positivos de virus.
Esses controlos podem consistir de uma cultura de células Sf+
inoculadas com um baculovirus de ORF2 de PCV2 de referéncia néo
inactivado e um frasco de células Sf+ gue permanecem nao
inoculadas. Apds incubacdo e passagem, a auséncia de células
infectadas por virus nos fluidos virais tratados com BEI
constituiria um teste de inactivacgdo satisfatdério. As células de
controlo inoculadas com o virus de referéncia devem exibir CPE
tipico de baculovirus de ORF2 de PCV2 e o frasco ndo inoculado
ndo deve exibir qualgquer evidéncia de CPE de baculovirus de ORF2
de PCV2. Alternativamente, no fim do periodo de manutencédo, as
amostras de sobrenadante poderiam ser recolhidas e inoculadas
numa placa de 96 pocos de Sf+, a qual foi carregada com células
Sf+ e, depois, mantida a 25 - 29 °C, durante 5-6 dias. A placa
é, depois, fixa e corada com anticorpo de ORF2 anti-PCV2
conjugado a FITC. A auséncia de CPE e expressdao de ORF2, como
detectados por microscopia de IFA nos fluidos virais tratados

com BEI constitui um teste de inactivacdo satisfatdério. As
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células de controlo inoculadas com o virus de referéncia devem
exibir CPE e actividade de IFA e o frasco nao inoculado nao deve
exibir qualquer evidéncia de CPE de baculovirus de ORF2 de PCV2

e nado conter actividade de IFA.

Deste modo, um aspecto adicional da presente divulgacéao
refere-se a um teste de inactivacdo para determinar a eficéacia
da inactivacdo do vector viral de recombinacdo, compreende as
etapas: i) colocacdo de, pelo menos, uma porcdo do fluido de
cultura contendo o vector viral recombinante em contacto com um
agente de inactivacdo, de um modo preferido, como descrito
acima, ii) adicdo de um agente de neutralizacdo para neutralizar
o agente de inactivacao, de um modo preferido, como descrito
acima e iii) determinacdo da infecciosidade residual ©pelos

ensaios, como descritos acima.

Apds inactivacgdo, a quantidade relativa de proteina de ORF2
recombinante de PCV2 numa amostra pode ser determinada de varios
modos. 0Os métodos preferidos de quantificacdo incluem estudos de
densitometria de SDS-PAGE, ELISA e wvacinacéao animal que
correlacionam quantidades conhecidas de vacina com resultados
clinicos (serologia, etc.). Quando o SDS-PAGE ¢é utilizado para
quantificacdo, o material de amostra contendo uma quantidade
desconhecida de proteina de ORF2 recombinante de PCV2 é corrido
num gel, juntamente com amostras que contém quantidades
conhecidas diferentes de proteina de ORF2 recombinante de PCV2.
Uma curva padrao pode ser, depois, produzida com base nas
amostras conhecidas e a quantidade de ORF2 recombinante de PCV2
na amostra desconhecida pode ser determinada por comparagaoc com
esta curva padrao. Devido aos ELISA serem, em geral,
reconhecidos como o padrdo da industria para quantificacao

antigénica, sédo preferidos para quantificacéo.
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Deste modo, a presente divulgacdo também se refere a um
ELISA para a quantificacdo de proteina de ORF2 recombinante de
PCV2. Um ELISA preferido, como agui proporcionado, comecard, em
geral, com diluicdo do anticorpo de captura de 1:6000 ou uma
diluicdo de trabalho apropriada em tampdo de revestimento. Um
anticorpo de captura preferido ¢ o PAb Prot. G anti-PCV2 de
Suino purificado e um tampdo de revestimento preferido é o
tampdo de Carbonato a 0,05 M, o qgqual pode ser preparado pela
combinacdo de 2,93 g de NaHCO; (Cat. Sigma N2 S-6014 ou
equivalente) e 1,59 g de NaCOs (Cat. Sigma N¢ S-6139 ou
equivalente). A mistura ¢é combinada com &gua destilada ou
equivalente, para preparar um litro, a um pH de 9,6 + 0,1.
Depois, o anticorpo de captura ¢ diluido 1:6000, ou qualquer
outra diluicéao de trabalho apropriada, em tampao de
revestimento. Por exemplo, para quatro placas, seriam
necessarios 42 mL de tampado de revestimento e sete pL de
anticorpo de captura. Utilizando um método de pipetagem inversa,
100 pL. de anticorpo de captura diluido s&o adicionados a
totalidade dos pog¢os. De modo a obter-se um revestimento
uniforme, os lados de cada placa devem ser suavemente sacudidos.
As placas sdo, depois, vedadas com vedantes de placa, antes de
empilhamento das placas e tapar o empilhado com uma placa de
96 pocos vazia. As placas sdo incubadas, de um dia para o outro
(14-24 horas), a 35-39 °C. Cada placa ¢é, depois, lavada trés
vezes com tampado de lavagem, utilizando a lavadora de placas de
microtitulacdo ultrawash plus, regulada a 250 pL/lavagem, com
trés lavagens e sem tempo de imersdo. Apds a ultima lavagem, as
placas devem ser levemente sacudidas contra um toalhete de
papel. Novamente, wutilizando a técnica de pipetagem inversa,
250 pL de solugdo de bloqueio devem ser adicionados a totalidade

dos pogos. As placas de teste devem ser vedadas e incubadas
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durante, aproximadamente, uma hora (+ cinco minutos), a
35-37 °C. De um modo preferido, apds esta etapa, as placas néao
serdo empilhadas. Durante a etapa de bloqueio, todas as amostras
de teste devem ser retiradas e descongeladas, a temperatura
ambiente. Depois, quatro placas de diluicdo separadas devem ser
preparadas pela adigcdo de 200 pL de solucdo de diluente a
totalidade dos pocos restantes, a excepcdo da fila A e fila H,
colunas 1-3. Depois, seis tubos de ensaio devem ser rotulados
como se segue, titulo baixo, titulo médio, titulo elevado,
inactivado/filtrado (1:240), inactivado/filtrado (1:480) e
controlo interno. Nos tubos designados, deve ser preparada uma
diluicéo apropriada para as seguintes amostras de teste. As
amostras de teste descongeladas devem ser agitadas antes da
utilizacdo. Para quatro placas, serao preparadas as seguintes
diluigbes: A) o titulo baixo néo serd pré-diluido: 3,0 mL de
titulo Dbaixo; B) controlo negativo a uma diluicdo de 1:30
(células SF+): 3,77 mL de diluente + 130 pL do controlo
negativo; C) titulo médio a uma diluicdo de 1:30 (8 pg/mL):
3,77 mL de diluente + 130 pL do titulo médio; D) titulo elevado
a uma diluigcdo de 1:90 (16 pg/mL): 2,967 mL de diluente + 33 uL
de titulo elevado; E) inactivado/filtrado a uma diluicdo de
1:240: 2,39 mL de diluente + 10 pL de amostra inactivada/
filtrada; F) inactivado/filtrado a uma diluicdo de 1:480: 1,0 mL
de diluente + 1,0 mL de amostra de 1i1nact/filtrado (1:240)
preparada a partir de E acima; G) controlo interno a diluicgdo de
1:30: 3,77 mL de diluente + 130 pL do controlo interno. Depois,
adicionar 300 pL das amostras preparadas a pogos vazios
correspondentes nas placas de diluicdo para as placas 1 até 4. O
pipetador multicanal ¢é, depois, regulado para 100 pL e os
contetdos na Fila A s&o misturados por pipetagem para cima e
baixo durante, pelo menos, 5 vezes e, depois, 100 pL sao

transferidos para a Fila B utilizando a técnica de pipetagem
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inversa. As pontas devem ser trocadas e este mesmo processo &
seguido pela placa até a Fila G. As amostras nestas placas de
diluicdo estdo agora ©prontas para transferéncia para as
placas de teste, assim que as placas de teste tenham sido
lavadas 3 vezes com tampao de lavagem, utilizando a lavadora
de placas de microtitulacao ultrawash plus (configuracdes a
250 pL/lavagem, 3 lavagens, sem tempo de imersdo). Apds a ultima
lavagem, as placas devem ser levemente sacudidas contra um
toalhete de papel. Depois, o0s contetdos da placa de diluicédo séo
transferidos para a placa de teste, utilizando um simples
processo de transferéncia. De um modo mais especifico, comecando
na fila H, 100 pL/pogo sdo transferidos da(s) placa(s) de
diluicédo para pogos correspondentes da(s) placa(s) de teste,
utilizando a técnica de pipetagem inversa. Apds cada
transferéncia, as pontas de pipeta devem ser trocadas. Da
Fila G, 100 pL/pog¢o na(s) placa(s) de diluicdo sé&o transferidos
para pogos correspondentes da(s) placa(s) de teste, utilizando a
técnica de pipetagem inversa. O mesmo conjunto de pontas de
pipeta pode ser utilizado para o resto da transferéncia. Para
garantir uma solugé&o homogénea para a transferéncia, antes da
transferéncia, a solucdo deve ser pipetada para cima e baixo,
pelo menos, 3 vezes. Depois, af(s) placa(s) de teste é (sao)
vedada (s) e incubada(s), durante 1,0 hora = 5 minutos, a
37 °C £+ 2,0 °C. Novamente, ¢é preferido nado empilhar as placas.
As placas sé&do, depois, lavadas 3 vezes com tampao de lavagem,
utilizando a lavadora de placas de microtitulacao ultrawash plus
(configuracgdes a 250 plL/lavagem, 3 lavagens e sem tempo de
imersédo). Apds a ultima lavagem, as placas sao levemente
sacudidas contra um toalhete de papel. Utilizando a técnica de
pipetagem inversa, 100 pL de anticorpo de detecgdo, diluido
1:300, ou diluigcdo de trabalho apropriada, em solugcao de

diluente, sdo adicionados a totalidade dos pogos da(s) placa(s)
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de teste. Por exemplo, para quatro placas, serdo necessarios
42 mL de solucdo de diluente com 140 pL de anticorpo de captura.
A(s) placa(s) de teste é (sé&ao), depois, vedada(s) e incubada(s),
durante 1,0 hora + 5 minutos, a 37 °C £+ 2,0 °cC. Novamente,
as placas sao lavadas 3 vezes com tampao de lavagem, utilizando
a lavadora de placas de microtitulacéo ultrawash plus
(configuragdes a 250 pL/lavagem, 3 lavagens e sem tempo de
imersdo). Apdés a ultima lavagem, as placas sao levemente
sacudidas contra um toalhete de papel. Depois, o diluente de
conjugado é preparado pela adicdo de 1% de soro de coelho normal
ao diluente. Por exemplo, para quatro placas, 420 plL de soro de
coelho normal sdo adicionados a 42 mL de diluente. O anticorpo
conjugado é diluido para 1:10000, ou qualquer outra diluicdo de
trabalho apropriada, numa solucdo de diluente de conjugado
recém-preparada, a todos o0s pogos da(s) placa(s) de teste.
Utilizando uma técnica de pipetagem inversa, 100 pL deste
anticorpo conjugado diluido s&o adicionados a todos o0s pogos.
A(s) placa(s) de teste é (sédo), depois, vedada(s) e incubada(s),
durante 45 + 5 minutos, a 37 °C + 2,0 °C. De um modo preferido,
as placas nao sao empilhadas. As placas sao, depois,
lavadas 3 vezes com tampao de lavagem, utilizando a lavadora
de placas de microtitulacao ultrawash plus (configuracdes a
250 pL/lavagem, 3 lavagens e sem tempo de imersdo). Apds a
Gultima lavagem, as placas s&o levemente sacudidas contra um
toalhete de papel. Depois, volumes iguais de Substrato de TMB
Peroxidase (Reagente A) com Solucdo de Peroxidase B (Reagente B)
sao 1mediatamente misturados antes de utilizacdo. A quantidade
misturada ird variar, dependendo da quantidade de placas, mas
cada placa ird requerer 10 mL/placa + 2 mL. Por conseguinte,
para 4 placas, serd 21 mL de Reagente A + 21 mL de Reagente B.
Utilizando a técnica de pipetagem inversa, 100 pL de substrato

sdo adicionados a todos os pocos da(s) placa(s) de teste. As
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placas sé&o, depois, incubadas, a temperatura ambiente, durante
15 minutos = 15 segundos. A reaccdo é interrompida pela adicgéo
de 100 pL de solucgdo de HCl1 a 1 N a todos os pogos, utilizando a
técnica de pipetagem inversa. O leitor de placas de ELISA &,
depois, ligado e deixou-se continuar através das suas fases de

diagndéstico e testes, num modo convencional.

Um aspecto adicional da divulgacdo refere-se a um método
para a construcao de um vector viral recombinante contendo ADN
de ORF2 de PCV2 e expressdo da proteina de ORF2 de PCV2
em elevadas quantidades, quando infectado em células
susceptiveis. Foi verificado, surpreendentemente, gue o vector
viral recombinante, como agqui proporcionado, apds infectar
células susceptiveis, expressa elevadas quantidades, como
definido acima, de ORF2 de PCV2. Por conseguinte, a presente
divulgagédo também se refere a um método melhorado para a
producdo e/ou recuperacdo de proteina de ORF2 de PCV2, de um
modo preferido, compreende a etapa: construcdo de um vector
viral recombinante contendo ADN de ORF2 de PCV2 e expressao de
proteina de ORF2 de PCV2. De um modo preferido, o vector viral é
um baculovirus recombinante. 0Os detalhes do método para a
construcdo de vectores virais recombinantes contendo ADN de ORF2
de PCV2 e a expressdo de proteina de ORF2 de PCV2, como aqui
proporcionado, sao descritos no seguinte: Em formas preferidas,
o vector viral recombinante, contendo ADN de OREF 2 de PCV2 e
expressédo de proteina de ORF2 de PCV2, utilizado para infectar
as células, ¢é produzido pela transfecgcdo de um vector de
transferéncia que teve um gene de ORF2 clonado neste num vector
viral. De um modo preferido, apenas a porgcao do vector de
transferéncia é transfectada no vector viral que contém o ADN de
ORF2. A expressado “transfectado num vector viral” significa e é

utilizada como um sindénimo para “introducdo” ou “clonagem” de um
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ADN heterdélogo num vector viral, tal como, por exemplo, num
vector de baculovirus. No contexto da invengdo, o vector viral é

um baculovirus.

Deste modo, de acordo com um aspecto adicional da presente
divulgacao, o vector wviral recombinante ¢é produzido por
recombinacdo entre um vector de transferéncia contendo o ADN de
ORF2 de PCV2 heterdélogo e um vector viral, de um modo preferido,
um baculovirus, de um modo ainda mais preferido, um baculovirus
linearizado deficiente em replicacdo (tal como ADN de Baculo
Gold). Um “wector de transferéncia” significa uma molécula de
ADN que inclui, pelo menos, uma origem de replicacao, o gene
heterdélogo, no presente caso ORF2 de PCV2, e sequéncias de ADN,
que permitem a clonagem do referido gene heterdédlogo no vector
viral. De um modo preferido, as sequéncias gque permitem a
clonagem do gene heterdlogo no vector viral flanqueiam o gene
heterdélogo. De um modo ainda mais preferido, essas sequéncias
flanqueadoras sao, pelo menos, homdélogas em partes com
sequéncias do vector viral. A homologia de sequéncia permite,
depois, que a recombinacdo de ambas as moléculas, o vector viral
e o vector de transferéncia gerem um vector viral recombinante
contendo o gene heterdélogo. Um vector de transferéncia preferido
¢ o vector pVL1392 (BD Biosciences Pharmingen), o dqual &
concebido para co-transfeccdo com o ADN de BaculoGold na 1linha
celular Sf+ preferida. De um modo preferido, o referido vector
de transferéncia compreende um ADN de ORF2 de PCV2. A construcgéo
co-transfectada tem, aproximadamente, 10387 pares de Dbases em

comprimento.

Em formas mais preferidas, os métodos da presente invencéao
iniciar-se-&o com o isolamento de ADN de ORF2 de PCV2. Em geral,

este pode ser de uma estirpe conhecida ou desconhecida, dado que
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o ADN de ORF2 parece ser altamente conservado com, pelo menos,
cerca de 95% de identidade de sequéncia entre diferentes
isolados. Para o objectivo da presente invencao, dqualquer gene
de ORF2 de PCV2 conhecido na técnica pode ser utilizado, dado
que cada seria expresso no sobrenadante. O ADN de ORF2 de PCV &,
de um modo preferido, amplificado utilizando métodos de PCR, de
um modo ainda mais preferido, Jjuntamente com a introducéo de uma
sequéncia consenso de Kozak flanqueadora em 5’ (CCGCCAUG)
(SEQ ID N¢ 1) e/ou um sitio EcoR1l flangqueador em 3’ (GAATTC)
(SEQ ID N¢ 2). Essa introducdo de um consenso de Kozak em b5’
remove, de um modo preferido, o coddo de iniciacd&o de ocorréncia
natural AUG da ORF2 de PCV2. O sitio EcoRl em 3’ é, de um modo
preferido, introduzido a Jjusante do coddo de terminacdo da ORF2
de PCV2. De um modo mais preferido, ¢ introduzido a Jjusante de
uma sequéncia de terminacdo de transcricdo de poli A que, ela
proépria, estd localizada a Jjusante do coddo de terminagdo da
ORF2 de PCV2. Verificou-se que a utilizacdo de uma sequéncia
consenso de Kozak, em particular, como descrito acima, aumenta o
nivel de expressdo da subsequente proteina de ORF2 de PCV2. O
ADN de ORF2 de PCV2 amplificado, com estas sequéncias
adicionais, €& clonado num vector. Um vector preferido para esta
etapa de clonagem inicial ¢é o Vector pGEM-T-Easy (Promega,
Madison, WI). O ADN de ORF2 de PCV2Z, incluindo algumas
sequéncias do vector pGEM (SEQ ID N¢: 7) é, de um modo
preferido, excisado do vector no sitio de restricdo Notl. O ADN

resultante &, depois, clonado no vector de transferéncia.

Deste modo, num aspecto da presente divulgacao, é
proporcionado um método para a construgdo de um vector viral
recombinante contendo ADN de ORF2 de PCV2. Este método
compreende as etapas: i) clonagem de uma ORF2 recombinante de

PCV2 num vector de transferéncia; e ii) transfeccdo da porcdo do
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vector de transferéncia contendo a ORF2 recombinante de PCVZ2 num
vector viral, para produzir o vector viral recombinante. De um
modo preferido, o vector de transferéncia é o descrito acima ou
¢ construido como descrito acima ou como mostrado, de modo
exemplificativo, na Figura 1. Deste modo, de acordo com um
aspecto adicional, o vector de transferéncia, utilizado para a
construcdo do vector viral recombinante, como aqui descrito,

contém a sequéncia da SEQ ID N¢: 7.

De acordo com um aspecto adicional, este método compreende
ainda, antes da etapa i), a etapa seguinte: a amplificacdo do
ADN de ORF2 de PCV2 in vitro, em que as sequéncias flanqueadoras
do ADN de ORF2 de PCV2 sao modificadas como descrito acima. Os
métodos in vitro para amplificacdo do ADN de ORF2 de PCV2 e
modificacdo das sequéncias flangqueadoras, clonagem in vitro de
ADN de ORF2 de PCV2 amplificado num vector de transferéncia e
vectores de transferéncia adequados sdo descritos acima,
mostrados de modo exemplificativo na Figura 1 ou conhecidos de
um especialista na técnica. Deste modo, de acordo com um aspecto
adicional, a presente divulgacdo refere-se a um método para a
construcdo de um vector viral recombinante contendo ADN de ORF2
de PCV2 e a expressao da proteina de ORF2 de PCV2 compreende as
etapas de: i) amplificacdo de ADN de ORF2 de PCV2 in vitro, em
que as sequéncias flangqueadoras do referido ADN de ORF2 de PCV2
sdo modificadas, ii) clonagem do ADN de ORF2 de PCV2 amplificado
num vector de transferéncia; e iii) transfeccdo do vector de
transferéncia ou uma sua porcdo, contendo o ADN de ORF2 de PCV2
recombinante num vector viral para produzir o vector viral
recombinante. De um modo preferido, a modificacgdo das sequéncias
flanqueadoras de um ADN de ORF2 de PCV2 é realizada como

descrito acima, e. g., pela introducdo de uma sequéncia de Kozak
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em 5’ e/ou um sitio EcoRl, de um modo preferido, como descrito

acima.

De acordo com um aspecto adicional, ¢é proporcionado um
método de producdo e/ou recuperacdo de proteina recombinante
expressa pela fase de leitura aberta 2 de PCV2. 0
método compreende, em geral, as etapas de: i) clonagem de uma
ORF2 recombinante de PCV2 num  vector de transferéncia;
ii) transfeccédo da porcdo do vector de transferéncia contendo a
ORF2 recombinante de PCV2 para um virus; 1iii) infeccdo das
células em meios com o virus transfectado; 4iv) fazer com que
o virus transfectado expresse a proteina recombinante da ORF2
de PCV2; v) separacgao das células do sobrenadante; e
vi) recuperacdo da proteina de ORF2 de PCV2 expressa do

sobrenadante.

Os métodos de como clonar um ADN de ORF2 recombinante de
PCV2 num vector de transferéncia sdo descritos acima. De um modo
preferido, o vector de transferéncia contém a sequéncia de
SEQ ID N¢: 3, SEQ ID N¢: 4, SEQ ID N¢: 7. Contudo, o vector de
transferéncia pode conter qualquer ADN de ORF2 de PCV2, néo
modificado ou modificado, desde que o ADN de ORF2 de PCVZ2,
quando transfectado num vector viral recombinante, seja expresso
em cultura celular. De um modo preferido, o vector viral
recombinante compreende a sequéncia da SEQ ID N¢: 8. Além disso,
sdo descritos acima em detalhe o0s métodos de como infectar
células, de um modo preferido, como infectar células de insecto,
com um numero definido de baculovirus recombinante contendo ADN
de ORF2 de PCV2 e expressar a proteina de ORF2 de PCV2. Além
disso, as etapas de separacdao de células do sobrenadante, assim
como as etapas para recuperacdo da proteina de ORF2 de PCV2

expressa, também s&o descritas acima em detalhe. Qualquer
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destas etapas de processo especificas, como aqui descritas, séo
parte do método de produgdo e/ou recuperacdo de proteina
recombinante expressa pela fase de 1leitura aberta 2 de PCVZ,
como descrito acima. De um modo preferido, as células sao
células SF+. De um modo ainda mais preferido, as culturas
celulares tém uma contagem celular entre cerca de
0,3 - 2,0 x 10° células/mL, de um modo mails preferido, desde
cerca 0,35 - 1,9 x 10° células/mL, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca 0,4 - 1,8 x 10° células/mL, de um modo
ainda mais preferido, desde cerca 0,45 - 1,7 x 10° células/mL e,
de um modo muito preferido, de cerca 0,5 - 1,5 x 10° células/mL.
De um modo preferido, gquando utilizado para a infeccdo das
células susceptiveis, o vector viral recombinante contendo o ADN

de ORF2 de PCVZ tem uma multiplicidade de infeccdo (MOI)

preferida compreendida entre cerca de 0,03 - 1,5, de um modo
mais preferido, desde cerca 0,05 - 1,3, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca 0,09 - 1,1, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca 0,1 - 1,0 e, de um modo muito preferido,

a cerca de 0,5. De um modo preferido, a recuperacdo da proteina
de ORF2 de PCV2 no sobrenadante de células obtidas entre os dias
5 e 8 apds infeccgdo e/ou viabilidade celular diminui para menos
de 10%. De um modo preferido, para producdo da proteina de ORF2
de PCV2, as células sdo cultivadas a 25 até 29 °C. De um modo
preferido, a etapa de separacdo é uma etapa de centrifugacdo ou

filtracgéao.

Opcionalmente, antes da clonagem do ADN de ORF2 de PCV2 no
vector de transferéncia, este método pode incluir a etapa de
amplificacdo do ADN de ORF2 de PCV2 de uma estirpe de PCV2. Em
formas preferidas, uma sequéncia de Kozak em 5’7, um sitio EcoRl
em 3’ e as suas combinacbdes também podem ser adicionados a

sequéncia amplificada, de um modo preferido, antes ou durante a
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amplificacdo. Uma sequéncia de Kozak em 5’ preferida compreende
a SEQ ID N¢: 1. Um sitio EcoRl em 3’ preferido compreende a
SEQ ID N2: 2. O ADN de ORF2 de PCV2 preferido compreende a
sequéncia nucleotidica com O Acesso GenBank N¢ AF0863834
(SEQ ID N¢: 3) e SEQ ID N¢°: 4. A proteina de ORF2 recombinante
de PCV2 preferida compreende a sequéncia de aminodcidos da
SEQ ID N2: 5, a qual é a proteina codificada pela SEQ ID N2: 3
(Acesso GenBank N2 AF086834) e SEQ ID N¢°: 6, a qual é a proteina
codificada pela SEQ ID N¢: 4. Os meios preferidos compreendem
meios de células de insecto isentos de soro, de um modo ainda
mais preferido, meios Excell 420. Quando é realizada a etapa de
amplificagcdo opcional, é preferido, em primeiro lugar, clonar a
fase de leitura aberta 2 amplificada num primeiro vector,
excisar a fase de leitura aberta 2 do primeiro vector e utilizar
a fase de 1leitura aberta excisada para clonagem no vector de
transferéncia. Uma linha celular preferida para a co-transfeccéo
¢ a linha celular SF+. Um virus preferido para a co-transfeccéo
¢ o Dbaculovirus. Em formas preferidas deste método, a porcao
transfectada do vector de transferéncia compreende a
SEQ ID N¢2: 8. Finalmente, para este método, a proteina da fase
de leitura aberta 2 ORF2 de PCV2 é recuperada no sobrenadante de
cultura celular, pelo menos, 5 dias apds infeccédo das células

com o virus.

Deste modo, um aspecto adicional da divulgagao refere-se a
um método para a producdo e/ou recuperacdo da fase de leitura
aberta 2 de PCV2, compreende as etapas: i) amplificacdo do ADN
de ORF2 de PCVZ2 in vitro, de um modo preferido, pela adicdo de
uma sequéncia de Kozak em 5’ e/ou pela adicdo de um sitio de
restricdo EcoRl em 3’, ii) clonagem da ORF2 de PCV2 amplificada
num vector de transferéncia; 1iii) transfeccdo da porcdo do

vector de transferéncia contendo a ORF2 recombinante de PCV2 num
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virus; iv) infecgcdo das células em meios com o virus
transfectado; wv) fazer com que o virus transfectado expresse a
proteina recombinante da ORF2 de PCV2; wvi) separacédo das células
do sobrenadante; e wviil) recuperacdo da proteina de ORF2 de PCV2

expressa do sobrenadante.

Um aspecto adicional da presente divulgacdo refere-se a um
método para a preparacdo de uma composicdo compreendendo a
proteina de ORF2 de PCV2 e vector viral inactivado. Este método
compreende as etapas: 1) clonagem da ORF2 de PCV2 amplificada
num vector de transferéncia; ii) transfeccdo da porgdo do vector
de transferéncia contendo a ORF2 recombinante de PCV2 para um
virus; 4iii) infeccdo das células em meios com o vector viral
transfectado; iv) fazer com que o vector viral transfectado
expresse a proteina recombinante da ORF2 de PCV2; wv) separacgéo
das células do sobrenadante; wvi) recuperacdo da proteina de ORF2
de PCV2 expressa do sobrenadante; e wvii) inactivacdo do vector
viral recombinante. De um modo preferido, o vector viral
recombinante €& um baculovirus contendo sequéncias codificantes
de ADN de ORF2 e as células sé&o células SF+. As etapas de
separagao preferidas s&o as descritas acima, de um modo muito
preferido, ¢é a etapa de filtracdo. As etapas de inactivacéo
preferidas s&o as descritas acima. De um modo preferido, a
inactivacdo é realizada entre cerca de 35 - 39 °C e na presenca
de 2 a 8 mM de BEI, de um modo ainda mais preferido, na presenca
de cerca de 5 mM de BEI. Foi surpreendentemente verificado que
concentragcdes mais elevadas de BEI afectam negativamente a
proteina de ORF2 de PCV2 e concentragdes mais baixas nado sao
eficazes para inactivar o vector viral no espagco de 24 a
72 horas da inactivacd&o. De um modo preferido, a inactivacédo é
realizada durante, pelo menos, 24 horas, de um modo ainda mais

preferido, durante 24 a 72 horas.

35



De acordo com um aspecto adicional, o método para a
preparacdo de uma composicdo compreendendo a proteina de ORF2 de
PCV2 e vector viral inactivado, como descrito acima, também
inclui uma etapa de neutralizacdo apds a etapa vii). Esta
etapa viii) compreende a adicdo de uma quantidade equivalente de
um agente que neutraliza o agente de inactivacéo na solucdo. De
um modo preferido, se o agente de inactivacdo for BEI, a adicao
de tiossulfato de sdédio a uma quantidade equivalente &
preferida. Deste modo, de acordo com um aspecto adicional,
gquando o agente de inactivacdo é BEI, a etapa viii) compreende a
adicdo de uma solucdo de tiossulfato de sédio para uma
concentracédo final de cerca de 1 a cerca de 20 mM, de um modo
preferido, de cerca de 2 a cerca de 10 mM, de um modo ainda mais
preferido, de cerca de 2 a cerca de 8 mM, de um modo ainda mais
preferido, de cerca de 3 a cerca de 7 mM, de um modo muito

preferido, de cerca de 5 mM.

De acordo com um aspecto adicional, o método para a
preparacdo de uma composicdo compreendendo proteina de ORF2 de
PCV2 e vector viral inactivado, como descrito acima, compreende,
antes da etapa i), a seguinte etapa: a amplificacdo do ADN de
ORF2 de PCV2 in vitro, em que as sequéncias flanqueadoras do ADN
de ORF2 de PCV2 sao modificadas como descrito acima. Os métodos
in vitro para amplificacdo do ADN de ORF2 de PCV2 e modificacgao
das sequéncias flanqueadoras, clonagem in vitro de ADN de ORF2
de PCV2 amplificado num vector de transferéncia e vectores de
transferéncia adequados sao descritos acima, mostrados de modo
exemplificativo na Figura 1 ou conhecidos de um especialista na
técnica. Deste modo, de acordo com um aspecto adicional, este
método compreende as etapas: i) amplificacdo de ADN de ORF2

de PCV2 in vitro, em que as sequéncias flangqueadoras do

36



referido ADN de ORF2 de PCV2 sdo modificadas, ii) clonagem do
ADN de ORF2 de PCV2 amplificado num vector de transferéncia; e
iii) transfeccdo do vector de transferéncia ou uma sua porcgao
contendo o ADN de ORF2 recombinante de PCV2 num vector viral,
para produzir o vector viral recombinante, iv) infeccédo das
células em meios com o virus transfectado; wv) fazer com que
o virus transfectado expresse a proteina recombinante da ORF2
de PCV2; vi) separacao das células do sobrenadante;
vii) recuperacédo da proteina de ORF2 de PCV2 expressa do
sobrenadante; wviii) inactivacdo do vector viral recombinante, de
um modo preferido, na presenca de cerca de 1 a cerca de 20 mM de
BEI, de um modo muito preferido, na presenca de cerca de 5 mM de
BEI; e ix) adicdo de uma quantidade equivalente de um agente que
neutraliza o agente de inactivacdo na solugcdao, de um modo
preferido, adicdo de uma solucdo de tiossulfato de sdédio para
uma concentracdo final de cerca de 1 a cerca de 20 mM, de um
modo preferido, de cerca de 5 mM, guando o agente de inactivacéao

-

€ BEI.

Noutro aspecto da presente divulgacdo ¢é proporcionado um
método para a preparacdo de uma composicéo, de um modo
preferido, uma composicdo antigénica, tal como, por exemplo, uma
vacina, para provocar uma resposta imunitdria contra PCV2. Em
geral, este método inclui as etapas de transfeccdo de uma
construcdo para um virus, em que a construgdo compreende i) ADN
recombinante da ORF2 de PCV2, ii) infeccédo das células em meios
de crescimento com o virus transfectado, iii) fazer com que
o virus expresse a proteina recombinante da ORF2 de PCV2,
iv) recuperacédo da proteina de ORF2 expressa do sobrenadante
V) e preparacadao da composicdo pela combinacdo da proteina
recuperada com um adjuvante adequado e/ou outro veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.

37



“Adjuvantes”, como aqui utilizado, pode incluir hidréxido
de aluminio e fosfato de aluminio, saponinas, e. g., Quil A,
QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica
Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), emulsdo de agua-em-6leo,
emulsdao de O6leo-em-agua, emulsdo de Agua-em-dleo-em—-agua. A
emulsdo pode ser baseada, em particular, em 6leo de parafina
liquida leve (tipo Farmacopeia Europeia); &éleo isoprendide, tais
como esqualano ou esqualeno; 6leo resultante da
oligomerizacao de alcenos, em particular, de isobuteno ou
deceno; ésteres de 4&cidos ou de 4&lcoois contendo um grupo
alquilo 1linear, de um modo mais particular, &éleos vegetais,
oleato de etilo, di-(caprilato/caprato) de propilenoglicol,
gliceril-tri- (caprilato/caprato) ou dioleato de propilenoglicol;
ésteres de 4acidos gordos ramificados ou &lcoois, em particular,
ésteres de acido isoestedarico. O éleo é utilizado em combinacéo
com emulsionantes, para formar a emulsdo. Os emulsionantes
sdo, de um modo ©preferido, tensioactivos nao idénicos, em
particular, ésteres de sorbitano, de manida (e. g., oleato de
anidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenoglicol e
de &cido oleico, isoestedrico, ricinoleico ou hidroxisteérico,
0os quais sao, opcionalmente, etoxilados, e copolimeros em bloco
de polioxipropileno-polioxietileno, em particular, os produtos
Pluronic, especialmente L121. Ver Hunter et al., The Theory and
Practical Application of Adjuvants (Ed. Stewart-Tull, D. E. S.).
John Wiley and Sons, N.I., pp. 51-94 (1995) e Todd et al.,
Vaccine 15:564-570 (1997).

Por exemplo, é possivel utilizar a emulsdo SPT, descrita na
pagina 147 de “Waccine Design, The Subunit and Adjuvant
Approach”, editado por M. Powell e M. Newman, Plenum Press, 1995

e a emulsdo MF59, descrita na pagina 183 deste mesmo livro.
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E um caso adicional de um adjuvante, um composto escolhido
dos polimeros de &acido acrilico ou metacrilico e os copolimeros
de anidrido maleico e derivado de alcenilo. Sao compostos
adjuvantes vantajosos os polimeros de 4cido acrilico ou
metacrilico, os quais sdo reticulados, especialmente com éteres
de polialcenilo de acgucares ou polidlcoois. Estes compostos séo
conhecidos pelo termo carbdédmero (Phameuropa Vol. 8, N¢ 2, Junho
de 1996). 0Os especialistas na técnica também podem referir-se a
Patente U.S. Ne 2909462, a qual descreve esses ©polimeros
acrilicos reticulados com um composto poli-hidroxilado tendo,
pelo menos, 3 grupos hidroxilo, de um modo preferido, ndo mais
de 8, os &tomos de hidrogénio de, pelo menos, trés hidroxilos
sendo substituidos por radicais alifdticos insaturados tendo,
pelo menos, 2 &tomos de carbono. 0s radicais preferidos séo
os que contém de 2 a 4 4&tomos de carbono, e. g., vinilos,
alilos e outros grupos etilenicamente insaturados. Os radicais
insaturados podem conter, eles mesmos, outros substituintes, tal
como metilo. Os produtos comercializados com o nome Carbopol;
(BF Goodrich, Ohio, EUA) sdo particularmente apropriados. Sé&o
reticulados com uma sacarose alilica ou com pentaeritritol
alilico. Entre estes, podem mencionar-se Carbopol 974P, 934P e
971P. E muito preferida a utilizacdo de Carbopol 971P. Entre os
copolimeros de anidrido maleico e derivado alcenilo, 0s
copolimeros EMA (Monsanto), 0s quais sédo copolimeros de anidrido
maleico e etileno. A dissolucédo destes polimeros em agua conduz
a uma solucdo &cida que serd neutralizada, de um modo preferido,
para pH fisioldégico, de modo a dar a solugdo de adjuvante,
dentro da qual seré incorporada a proépria composicao

imunogénica, imunoldgica ou vacinal.
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Adjuvantes adequados adicionais incluem mas ndo estao
limitados ao sistema adjuvante RIBI (Ribi Inc.), Copolimero em
bloco (CYtRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville C3),
monofosforil-lipido A, adjuvante de lipido-amina Avridine,
enterotoxina termoldbil de E. coli (recombinante ou outra),
toxina da cdlera, IMS 1314 ou dipéptido muramilo, entre muitos

outros.

De um modo preferido, o adjuvante ¢é adicionado numa
quantidade de cerca de 100 pg a cerca de 10 mg por dose. De um
modo ainda mais preferido, o adjuvante ¢é adicionado numa
quantidade de cerca de 100 pg a cerca de 10 mg por dose. De um
modo ainda mais preferido, o adjuvante ¢é adicionado numa
quantidade de cerca de 500 pg a cerca de 5 mg por dose. De um
modo ainda mais preferido, o adjuvante ¢é adicionado numa
quantidade de cerca de 750 pg a cerca de 2,5 mg por dose. De um
modo muito preferido, o adjuvante ¢é adicionado numa quantidade

de cerca de 1 mg por dose.

Deste modo, de acordo com um aspecto adicional, o método
para a preparacdo de uma composicdo antigénica, tal como, por
exemplo, uma vacina, para provocar uma resposta imunitéaria
contra PCV2 compreende 1) a preparacdo e recuperacdo da proteina
de ORF2 de PCV2 e ii) a mistura desta com um adjuvante
adequado. De um modo preferido, o adjuvante & Carbopol 971P. De
um modo ainda mais preferido, o Carbopol 971P é adicionado numa
quantidade de cerca de 500 ng a cerca de 5 mg por dose, de um
modo ainda mais preferido, numa quantidade de cerca de 750 pg a
cerca de 2,5 mg por dose e, de um modo muito preferido, numa
quantidade de cerca de 1 mg por dose. De um modo preferido, a
etapa 1) de processo inclui as etapas de processo como descritas

para a preparacado e recuperacado da ORF2Z2 de PCVZ2. Por exemplo, em
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formas preferidas deste método, a construcdo compreendendo ADN
de ORF2 de PCV2 & obtida num vector de transferéncia. O0s
vectores de transferéncia adequados e os métodos da sua
preparacido sdo descritos acima. Opcionalmente, antes da clonagem
da ORF2 no vector de transferéncia, o método pode incluir a
etapa de amplificacdo da ORF2 de uma estirpe de PCV2 através de
PCR. As sequéncias da fase de leitura aberta, sequéncias de
Kozak, seqguéncias do sitio EcoRl em 3’, sequéncias de proteina
recombinante, sequéncias de construcdo transfectada, meios,
células e virus preferidos sdo como descritos nos métodos
anteriores. Outra etapa opcional para este método inclui a
clonagem do ADN de ORF2 de PCV2 amplificado num primeiro vector,
excisdo do ADN de ORF2 deste primeiro vector e utilizacédo deste
ADN de ORFZ2 de PCV2 excisado para a sua clonagem no vector de
transferéncia. Como com os outros métodos, antes da recuperacéo
da proteina de ORF2 recombinante do sobrenadante, prefere-se
esperar durante, pelo menos, 5 dias apds infeccdo das células
pelo baculovirus transfectado. De um modo preferido, a etapa de
recuperacdo deste método também inclui a etapa de separacdo dos
meios das células e detritos celulares. Esta pode ser feita numa
variedade de modos mas, para facilidade e conveniéncia,
prefere-se filtrar as células, detritos celulares e meios de
crescimento através de um filtro tendo poros variando em tamanho
entre cerca de 0,45 pM a cerca de 1,0 uM. Finalmente, para este
método, antes da combinacdo da proteina de ORF2 recombinante de
PCV2 recuperada numa composicao, prefere-se incluir uma etapa de
inactivagdo de virus. Esta pode ser feita numa variedade de
modos mas prefere-se, na pratica da presente invencédo, utilizar

BEI.

Deste modo, de acordo com um aspecto adicional, este método

compreende as etapas: 1) amplificacdo de ADN de ORF2 de PCV2
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in vitro, em que as sequéncias flanqueadoras do referido ADN de
ORF2 de PCV2 sdo modificadas, ii) clonagem do ADN de ORF2 de
PCV2 amplificado num vector de transferéncia; e iii) transfeccéo
do vector de transferéncia ou uma sua porcdo contendo o ADN de
ORF2 recombinante de PCVZ2 num vector viral, para produzir o
vector viral recombinante, iv) infeccdo das células em meios com
o virus transfectado; wv) fazer com que o virus transfectado
expresse a proteina recombinante da ORF2 de PCV2; wvi) separacéo
das células do sobrenadante; wvii) recuperacdo da proteina de
ORF2 de PCV2 expressa do sobrenadante; wviii) inactivacdo do
vector viral recombinante, de um modo preferido, na presenca de
cerca de 1 a cerca de 20 mM de BEI, de um modo muito preferido,
na presenga de <cerca de 5 mM de BEI; ix) adigdo de uma
quantidade equivalente de um agente que neutraliza o agente de
inactivacdo na solugdo, de um modo preferido, adicdo de uma
solucdo de tiossulfato de sdédio para uma concentracdo final de
cerca de 1 a cerca de 20 mM, de um modo preferido, de cerca de
5 mM, quando o agente de inactivacdo é BEI e Xx) adicdo de uma
quantidade adequada de um adjuvante, de um modo preferido,
adicao de Carbopol, de um modo mais preferido, Carbopol 971P, de
um modo ainda mais preferido, em quantidades como descritas
acima (e. g., de cerca de 500 png a cerca de 5 mg por dose, de um
modo ainda mais preferido, numa quantidade de cerca de 750 ng a
cerca de 2,5 mg por dose e, de um modo muito preferido, numa

quantidade de cerca de 1 mg por dose).

Além disso, a composicdo pode incluir um ou mais veiculos
farmaceuticamente aceitdveis. Como aqui utilizado, “um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel” inclui todos e gquaisgquer solventes,
meios de dispersao, revestimentos, agentes estabilizantes,
diluentes, conservantes, agentes antibacterianos e antifungicos,

agentes isoténicos, agentes retardantes da adsorgéao e
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semelhantes. De um modo muito preferido, a composicado aqui
proporcionada contém proteina de ORF2 de PCV2 recuperada do
sobrenadante de células cultivadas in vitro, em que as referidas
células foram infectadas com um vector viral recombinante
contendo ADN de ORF2 de PCV2 e expressdo da proteina de ORF2 de
PCV2 e, em que a referida cultura celular foi tratada com cerca
de 2 a cerca de 8 mM de BEI, de um modo preferido, com cerca de
5 mM de BEI, para inactivar o vector viral e uma concentracgao
equivalente de um agente de neutralizacao, de um modo preferido,
solucdo de tiossulfato de sdédio para uma concentracdo final de
cerca de 2 a cerca de 8 mM, de um modo preferido, de cerca de
5 mM de Carbopol, de um modo mais preferido, Carbopol 971P, de
um modo preferido, em quantidades de cerca de 500 pg a cerca de
5 mg por dose, de um modo ainda mais preferido, numa quantidade
de cerca de 750 png a cerca de 2,5 mg por dose e, de um modo
muito preferido, numa quantidade de cerca de 1 mg por dose e

solucéao salina fisioldgica, de um modo preferido, numa

quantidade de cerca de 50 a cerca de 90% (v/v), de um modo mais
preferido, a cerca de 60 a 80% (v/v), de um modo ainda mais

preferido, de cerca de 70% (v/v).

Deste modo, um aspecto adicional refere-se a um método
para a preparacdo de uma composicdo antigénica, tal como, por
exemplo, uma vacina, para provocar uma resposta imunitéaria
contra PCV2, compreendendo as etapas: 1) amplificacdo de ADN de
ORF2 de PCV2 1in vitro, em que as sequéncias flanqueadoras do
referido ADN de ORF2 de PCV2 sdo modificadas, ii) clonagem do
ADN de ORF2 de PCV2 amplificado num vector de transferéncia; e
iii) transfeccdo do vector de transferéncia ou uma sua porcgao
contendo o ADN de ORF2 recombinante de PCV2 num vector viral,
para produzir o vector viral recombinante, iv) infeccédo das

células em meios com o virus transfectado; wv) fazer com gque o

43



virus transfectado expresse a proteina recombinante de ORF2 de
PCV2; vi) separacéao das células do sobrenadante; vii)
recuperacao da proteina de ORF2 de PCV2 expressa do
sobrenadante; wviii) inactivacdo do vector viral recombinante, de
um modo preferido, na presenca de cerca de 2 a cerca de 20 mM de
BEI, de um modo muito preferido, na presenca de cerca de 5 mM de
BEI; ix) adicdo de uma gquantidade equivalente de um agente que
neutraliza o agente de inactivacdo na solugcdao, de um modo
preferido, adicdo de uma solucdo de tiossulfato de sdédio para
uma concentracadao final de cerca de 0,5 a cerca de 20 mM, de um
modo preferido, de cerca de 5 mM, guando o agente de inactivacéao
é€ BEI, x) adicdo de uma quantidade adequada de um adjuvante, de
um modo preferido, adicdo de Carbopol, de um modo mais
preferido, Carbopol 971P, de um modo ainda mails preferido, em
quantidades como descritas acima (e. g., de cerca de 500 pg a
cerca de 5 mg por dose, de um modo ainda mais preferido, numa
quantidade de cerca de 750 png a cerca de 2,5 mg por dose e, de
um modo muito preferido, numa quantidade de cerca de 1 mg por
dose); e =xi) adicdo de uma solugdo salina fisioldgica, de um
modo preferido, numa quantidade de cerca de 50 a cerca de 90%
(v/v), de um modo mais preferido, de cerca de 60 a 80% (v/v), de
um  modo ainda mais preferido, de cerca de 70% (v/v).
Opcionalmente, este método também pode incluir a adicdo de um
conservante. Um conservante, como aqui utilizado, refere-se a um
agente activo anti-microbioldgico, tais como, por exemplo,
Gentamicina, Mertiolato e semelhantes. Em particular, a adicéo
de um conservante é muito preferida para a preparacdao de uma
composicédo multidose. Os agentes activos anti-microbioldgicos
sdo adicionados em concentragdes eficazes para impedirem a
composicdo de interesse de qualquer contaminacdo microbioldgica
ou para inibicdo de qualgquer crescimento microbioldgico na

composicdo de interesse.

44



Além disso, este método também pode compreender a adicdo de
qualquer agente estabilizante, tais como, por exemplo,
sacéaridos, trealose, manitol, sacarose e semelhantes, para
aumentar e/ou manter a estabilidade em armazenamento do produto.
Contudo, foi, surpreendentemente, verificado, que a formulacéo
resultante & imunologicamente eficaz ao longo de um periodo de,
pelo menos, 24 meses, sem adicao de qualquer agente

estabilizante adicional.

Um aspecto adicional da presente divulgacao refere-se aos
produtos resultantes dos métodos como descritos acima. Em
particular, a presente divulgacao refere-se a uma composicao de
matéria compreendendo proteina de ORF2 de PCV2 recombinantemente
expressa. Além disso, a presente divulgacdo também se refere a
uma composicdo de matéria que compreende proteina de ORF2 de
PCV2 recombinantemente expressa, recuperada do sobrenadante de
uma cultura celular de insecto. Além disso, a presente
divulgagcédo também se refere a uma composigdo de matéria
compreendendo proteina de ORF2 de PCV2 recombinantemente
expressa, recuperada do sobrenadante de uma cultura celular de
insecto. De um modo preferido, esta composicdo de matéria também
compreende um agente adequado para a inactivacdo de vectores
virais. De um modo preferido, o referido agente de inactivacdo é
BEI. Além disso, a presente divulgacgdo também se refere a uma
composicdo de matéria que compreende proteina de ORF2 de PCV2
recombinantemente expressa, recuperada do sobrenadante de uma
cultura celular de insecto e compreende um agente, adequado para
a inactivacado de vectores virais, de um modo preferido, BEI, e
um agente de neutralizacdo para neutralizacdo do agente de

inactivagdo. De um modo preferido, quando a BEI é utilizada como
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um agente de inactivacdo, esse agente de neutralizacdo € o

tiossulfato de sdédio.

Ainda noutro aspecto da presente divulgacao, é
proporcionada uma composicdo imunogénica gque induz uma resposta
imunitdria e, de um modo mais preferido, confere imunidade
protectora contra os sinais c¢linicos de infecgdo de PCV2. A
composicdo compreende, em geral, o polipéptido ou um seu
fragmento, expresso pela Fase de Leitura Aberta 2 (ORF2) de

PCV2, como o componente antigénico da composicao.

ADN e proteina de ORF2 de PCV2, como aqui utilizados para a
preparagdo das composigdes e  também como utilizados nos
processos agqui proporcionados, é um dominio altamente conservado
em 1isolados de PCV2 e, desse modo, qualquer ORF2 de PCV2 seria
eficaz como a fonte do ADN e/ou polipéptido de ORF2 de PCV2,
como aqui utilizada. Uma proteina de ORF2 de PCV2 preferida é a
da SEQ ID N¢: 11. Um polipéptido de ORF2 de PCV preferido é aqui
proporcionado como SEQ ID N¢: 5, mas ¢é compreendido pelos
especialistas na técnica que esta sequéncia poderia variar tanto
como 6-10% em homologia de sequéncia e ainda reter as
caracteristicas antigénicas que a tornam util em composicgdes
imunogénicas. As caracteristicas antigénicas de uma composicédo
imunoldgica podem ser, por exemplo, estimadas pela experiéncia
de estimulo, como proporcionada pelo Exemplo 4. Além disso, a
caracteristica antigénica de um antigénio modificado ¢é ainda
retida quando o antigénio modificado confere, pelo menos, 70%,
de um modo preferido, 80%, de um modo mais preferido, 90% da
imunidade protectora, em comparagcdo com a proteina de ORF2 de
PCV2, codificada pela sequéncia polinucleotidica da SEQ ID N@2: 3
ou SEQ ID N¢: 4. Uma “composigao imunogénica”, como aqui

utilizada, significa uma proteina de ORF2 de PCV2, a qual deduz
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uma “resposta imunoldgica” no hospedeiro de uma resposta
imunitdria de mediacdo celular e/ou de anticorpo para a proteina
de ORF2 de PCV2. De um modo preferido, esta composicgao
imunogénica ¢é capaz de conferir imunidade protectora contra
infecgdo de PCV2 e os sinais clinicos que lhe estdo associados.
Em algumas formas, as porc¢des imunogénicas da proteina de ORF2
de PCV2 s&o utilizadas <como o componente antigénico na
composicao. A expressao “porgao imunogénica”, como aqui
utilizada, refere-se a formas truncadas e/ou substituidas ou
fragmentos de proteina e/ou polinucledétido de ORF2 de PCV2,
respectivamente. De um modo preferido, essas formas truncadas
e/ou substituidas ou fragmentos compreenderéo, pelo menos,
6 aminodcidos contiguos do polipéptido de ORF2 de comprimento
completo. De um modo mais preferido, as formas truncadas ou
substituidas ou fragmentos terdo, pelo menos, 10, de um modo
mais preferido, pelo menos, 15 e, de um modo ainda mais
preferido, pelo menos, 19 aminocdcidos contiguos do polipéptido
de ORF2 de comprimento completo. A este respeito, duas
sequéncias preferidas sdo aqui proporcionadas como SEQ ID N°: 9 e
10. E ainda compreendido que essas sequéncias podem ser uma
parte de fragmentos maiores ou formas truncadas. Um polipéptido
de ORF2 de PCV2 preferido adicional aqui proporcionado é
codificado pela sequéncia nucleotidica da SEQ ID N¢: 3 ou
SEQ ID N¢2: 4. Mas é compreendido pelos especialistas na técnica,
que esta sequéncia poderia variar tanto guanto 6-20% em
homologia de sequéncia e ainda reter as caracteristicas
antigénicas gque a tornam uUtil em composig¢gdes imunogénicas. Em
algumas formas, uma forma truncada ou substituida ou fragmento
de ORF2 & utilizado como o componente antigénico na composicéo.
De um modo preferido, essas formas truncadas ou substituidas ou
fragmentos compreenderdo, pelo menos, 18 nucledtidos contiguos

da sequéncia nucleotidica de ORF2 de comprimento completo,
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e. g., da SEQ ID N¢: 3 ou SEQ ID N2: 4. De um modo mais
preferido, as formas truncadas ou substituidas ou fragmentos
terdo, pelo menos, 30, de um modo mais preferido, pelo menos, 45
e, de um modo ainda mais preferido, pelo menos, 57 nucledtidos
contiguos da sequéncia nucleotidica de ORF2 de comprimento

completo, e. g., SEQ ID N¢: 3 ou SEQ ID N2: 4.

“Identidade de sequéncia”, como ¢é conhecida na técnica,
refere-se a uma relacao entre duas ou mais sequéncias
polipeptidicas ou duas ou mails sequéncias polinucleotidicas,
nomeadamente uma sequéncia de referéncia e uma dada sequéncia a
ser comparada com a sequéncia de referéncia. A identidade de
sequéncia é determinada pela comparacdo da sequéncia dada a
sequéncia de referéncia, depois de as sequéncias terem sido
alinhadas de um modo éptimo, para produzir o grau mais
elevado de semelhanca de sequéncia, como determinado pela
correspondéncia entre segmentos dessas sequéncias. Apds esse
alinhamento, a identidade de sequéncia é averiguada numa base de
posicdo—-a-posicédo, e. ¢g., as sequéncias sdo “idénticas” numa
posicdo particular se, nessa posicdo, os nucledtidos ou residuos
de aminodcidos forem idénticos. 0 numero total dessas
identidades de posicédo ¢é, depois, dividido pelo numero total de
nucledétidos ou residuos na sequéncia de referéncia, para dar a %
de identidade de sequéncia. A identidade de sequéncia pode ser
facilmente calculada por métodos conhecidos, incluindo mas néo
limitados aos descritos em Computational Molecular Biology,
Lesk, A. N., ed., Oxford University Press, Nova Iorque (1988),
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed.,
Academic Press, Nova Iorque (1993); Computer Analysis of
Sequence Data, Parte I, Griffin, A.M. e Griffin, H. G., ed.,
Humana Press, Nova Jérsia (1994); Sequence Analysis in Molecular

Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987) ; Sequence
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Analysis Primer, Gribskov, M. e Devereux, J., ed., M. Stockton
Press, Nova Iorque (1991); e Carillo, H. e Lipman, D., SIAM J.
Applied Math., 48: 1073 (1988). O0Os métodos preferidos para
determinar a identidade de sequéncia sdo concebidos para darem a
maior correspondéncia entre as sequéncias testadas. Os métodos
para determinar a identidade de sequéncia estdo codificados em
programas de computador publicamente disponiveis, que determinam
a identidade de sequéncia entre sequéncias dadas. 0Os exemplos
desses programas incluem mas nao estdo limitados ao pacote de
programas GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research,
12(1) :387 (1984)), BLASTP, BLASTN e FASTA (Altschul, S. F.
et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990). O programa BLASTX
estd publicamente disponivel a partir da NCBI e outras fontes
(BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD
20894, Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410
(1990)). Estes programas alinham sequéncias de um modo &éptimo,
utilizando as ponderacdes de lacuna predefinidas, de modo a
produzir o nivel mais elevado de identidade de sequéncia entre
as sequéncias dada e de referéncia. Como uma ilustracédo, por um
polinucledtido tendo uma sequéncia nucleotidica tendo, pelo
menos, por exemplo, 85%, de um modo preferido, 90%, de um modo
ainda mais preferido, 95% de “identidade de sequéncia” com uma
sequéncia nucleotidica de referéncia, pretende-se que a
sequéncia nucleotidica do polinucledétido dado seja idéntica
a sequéncia de referéncia, excepto que a sequéncia
polinucleotidica dada pode incluir até 15, de um modo preferido,
até 10, de um modo ainda mais preferido, até 5 mutagdes pontuais
por cada 100 nucledétidos da sequéncia nucleotidica de

referéncia. Por outras palavras, num polinucledétido tendo uma

sequéncia nucleotidica tendo, pelo menos, 85%, de um modo
preferido, 90%, de um modo ainda mais preferido, 95% de

identidade relativamente a sequéncia nucleotidica de referéncia,
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até 15%, de um modo preferido, 10%, de um modo ainda mais
preferido, 5% dos nucledétidos na sequéncia de referéncia podem
ser deleccionados ou substituidos com outro nucledétido, ou um
numero de nucledtidos até 15%, de um modo preferido, 10%, de um
modo ainda mais preferido, 5% dos nucledétidos totais na
sequéncia de referéncia podem ser inseridos na sequéncia de
referéncia. Estas mutagdes da sequéncia de referéncia podem
ocorrer nas posicdes 57 ou 37 terminais da sequéncia
nucleotidica de referéncia ou em dqualquer parte entre essas
posicdes terminais, interdispersas individualmente entre
nucledétidos na sequéncia de referéncia ou num ou mais grupos
contiguos na sequéncia de referéncia. De um modo analogo, por um
polipéptido tendo uma dada sequéncia de aminodcidos tendo, pelo
menos, por exemplo, 85%, de um modo preferido, 90%, de um modo
ainda mais preferido, 95% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de aminoadcidos de referéncia, pretende-se que a dada
sequéncia de aminodcidos do polipéptido seja idéntica a
sequéncia de referéncia, excepto que a dada sequéncia
polipeptidica pode incluir até 15, de um modo preferido, até 10,
de um modo ainda mais preferido, até 5 alteracgdes de aminodcido
por cada 100 aminodcidos da sequéncia de aminoacidos de
referéncia. Por outras palavras, para se obter uma dada
sequéncia polipeptidica tendo, pelo menos, 85%, de um modo
preferido, 90%, de um modo ainda mais preferido, 95% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminocdcidos de
referéncia, até 15%, de um modo preferido, até 10%, de um modo
ainda mais preferido, até 5% dos residuos de aminoadcido na
sequéncia de referéncia podem ser deleccionados ou substituidos
com outro aminoadcido, ou um nuUmero de aminodcidos até 15%, de um
modo preferido, até 10%, de um modo ainda mais preferido, até 5%
do numero total de residuos de aminodcido na sequéncia de

referéncia pode ser inserido na sequéncia de referéncia. Estas
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alteracdes da sequéncia de referéncia podem ocorrer nas posicdes
amino ou carboxilo terminais da sequéncia de aminodcidos de
referéncia ou em qualquer parte entre essas posicdes terminais,
interdispersas individualmente entre residuos na sequéncia de
referéncia, ou no um ou mais grupos contiguos na sequéncia de
referéncia. De um modo preferido, as posicdes de residuos que
ndo sdo idénticas, diferem em substituicdes conservativas de
aminoacidos. Contudo, quando se determina a identidade de
sequéncia, as substituicdes conservativas ndo sdo incluidas como

uma correspondéncia.

A “homologia de sequéncia”, como aqui utilizada, refere-se
a um método de determinacdo do parentesco de duas sequéncias.
Para determinar a homologia de sequéncia, duas ou mais
sequéncias sdo alinhadas de modo ¢ptimo e, se necessario, séao
introduzidas lacunas. Contudo, em contraste com a “identidade de
sequéncia”, quando se determina a homologia de sequéncia, as
substituicdes conservativas de aminodcidos s&do contadas como
uma correspondéncia. Por outras palavras, para se obter um
polipéptido ou polinucledétido tendo 95% de homologia de
sequéncia com uma sequéncia de referéncia, 85%, de um modo
preferido, 90%, de um modo ainda mais preferido, 95% dos
residuos de aminoacido ou nucledétidos na sequéncia de referéncia
devem corresponder ou compreender uma substituicdo conservativa
com outro aminodcido ou nucledétido, ou um numero de aminodcidos
ou nucledtidos até 15%, de um modo preferido, até 10%, de um
modo ainda mais preferido, até 5% dos residuos de aminodcido ou
nucledétidos totais, né&o incluindo substituicdes conservativas,
na sequéncia de referéncia podem ser inseridos na sequéncia
de referéncia. De um modo preferido, a sequéncia homdloga

compreende, pelo menos, um segmento de 50, de um modo ainda mais
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preferido, de 100, de um modo ainda mais preferido, de 250, de

um modo ainda mais preferido, de 500 nucledtidos.

Uma “substituigdo conservativa” refere-se a substituicgdo de
um residuo de aminocdcido ou nucledtido com outro residuo de
aminodcido ou nucledétido tendo caracteristicas ou propriedades
semelhantes, incluindo tamanho, hidrofobicidade, etc., de modo

que a funcionalidade global nao se altere significativamente.

“Isolado” significa alterado “pela mdo do homem” do seu
estado natural, 1. e., se ocorre na natureza, foi alterado ou
removido do seu ambiente original ou ambos. Por exemplo, um
polinucledétido ou polipéptido naturalmente presente num
organismo vivo nado estd “isolado”, mas o mesmo polinucledtido ou
polipéptido separado dos materiais coexistentes do seu estado

natural estd “isolado”, como o termo é aqui empregue.

Deste modo, um aspecto adicional da presente divulgacéao
refere-se a uma composicdo imunogénica eficaz para atenuar a
gravidade dos sintomas clinicos associados a infecgédo de PCV2,
compreendendo proteina de ORF2 de PCV2. De um modo preferido, a
proteina de ORF2 de PCV2 é qualgquer uma das descritas acima. De

-

um modo preferido, a referida proteina de ORF2 de PCV2 é

i) um polipéptido compreendendo a sequéncia
de SEQ ID N2: 5, SEQ ID N¢: 6, SEQ ID Ne¢: 9,
SEQ ID N2: 10 ou SEQ ID N¢: 11;

oe

ii) qualguer polipéptido gque seja, pelo menos, 80

homélogo ao polipéptido de 1),
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iii) qualguer porcédo 1imunogénica dos polipéptidos de 1)

e/ou 1ii)

iv) a porcdo imunogénica de 1ii), compreendendo, pelo
menos, 10 aminoacidos contiguos incluidos nas
sequéncias de SEQ ID N¢: 5, SEQ ID N¢°: ¢,

SEQ ID N¢: 9, SEQ ID N2: 10 ou SEQ ID N¢: 11,

v) um  polipéptido que é codificado por um ADN
compreendendo a sequéncia de SEQ ID N¢: 3 ou

SEQ ID Ne: 4.

vi) qualguer polipéptido que é codificado por um
polinucledétido que ¢é, pelo menos, 80% homdélogo ao

polinucledétido de v),

vii) qualquer porgao imunogénica dos polipéptidos

codificados pelo polinucledétido de v) e/ou vi)

viii) a porcdo imunogénica de vii), em gue o polinucledtido
codificando para a referida porcéao imunogénica
compreende, pelo menos, 30 nucledétidos contiguos
incluidos nas sequéncias de SEQ ID N¢: 3 ou

SEQ ID Ne¢: 4.

De um modo preferido, qualquer dessas porgdes imunogénicas
tendo as caracteristicas imunogénicas da proteina de ORF2
de PCV2 & codificada ©pela sequéncia de SEQ ID N2: 3 ou
SEQ ID N2: 4.

De acordo com um aspecto adicional, a proteina de ORF2 de

PCV2 ¢é proporcionada na composicdo imunoldgica a um nivel de
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inclusdo de antigénio eficaz para inducdo da resposta imunitéaria
desejada, nomeadamente, reducdo da incidéncia ou atenuacdo da
gravidade dos sinais clinicos resultando de infecg¢do de PCV2. De
um modo preferido, o nivel de inclusédo de proteina de ORF2
de PCV2 é, pelo menos, 0,2 pg de antigénio/mlL da composicéo
imunogénica final (pg/mL), de um modo mais preferido, desde
cerca 0,2 a cerca de 400 pg/mL, de um modo ainda mais preferido,
desde cerca 0,3 a cerca de 200 pg/mL, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca 0,35 a cerca de 100 pg/mL, de um modo
ainda mais preferido, desde cerca 0,4 a cerca de 50 pg/mL, de um
modo ainda mais preferido, desde cerca 0,45 a cerca de 30 pg/mL,
de um modo ainda mais preferido, desde cerca 0,6 a cerca de
15 pg/mL, de um modo ainda mais preferido, desde cerca 0,75 a
cerca de 8 pg/mL, de um modo ainda mais preferido, desde cerca
1,0 a cerca de 6 pg/mL, de um modo ainda mais preferido, desde
cerca 1,3 a cerca de 3,0 pg/mL, de um modo ainda mais preferido,
desde cerca 1,4 a cerca de 2,5 pg/mL, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca 1,5 a cerca de 2,0 ng/mL e, de um modo

muito preferido, cerca de 1,6 pg/mL.

De acordo com um aspecto adicional, o nivel de inclusédo de
antigénio de ORF2 ¢é, pelo menos, 0,2 pg de proteina de ORF2 de
PCV2, como descrito acima, por dose da composicdo antigénica
final (pg/dose), de um modo mais preferido, desde cerca 0,2 a
cerca de 400 pg/dose, de um modo ainda mais preferido, desde
cerca 0,3 a cerca de 200 pg/dose, de um modo ainda mais
preferido, desde cerca 0,35 a cerca de 100 pg/dose, de um modo
ainda mais preferido, desde cerca 0,4 a cerca de 50 ng/dose, de
um modo ainda mais preferido, desde cerca 0,45 a cerca de
30 ng/dose, de um modo ainda mais preferido, desde cerca 0,6 a
cerca de 15 pg/dose, de um modo ainda mais preferido, desde

cerca 0,75 a <cerca de 8 ug/dose, de um modo ainda mais
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preferido, desde cerca 1,0 a cerca de 6 pg/dose, de um modo
ainda mais preferido, desde cerca 1,3 a cerca de 3,0 ng/dose, de
um modo ainda mais preferido, desde <cerca 1,4 a cerca de
2,5 pg/dose, de um modo ainda mais preferido, desde cerca 1,5 a
cerca de 2,0 ng/dose e, de um modo muito preferido, cerca de

1,6 pg/dose.

O polipéptido de ORF2 de PCV2 utilizado numa composicgéo
imunogénica de acordo com a presente divulgacdo pode ser
derivado em qualquer modo, incluindo isolamento e purificacdo da
ORF2 de PCV2, sintese proteica corrente e metodologia
recombinante. Os métodos preferidos para obtencdo de polipéptido
de ORF2 de PCV2 séao aqgui descritos acima e também
sao proporcionados no Pedido de Patente U.S. com o N¢ de
Série 11/034797. Resumidamente, as células susceptiveis séao
infectadas com um vector viral recombinante contendo sequéncias
codificantes de ADN de ORF2 de PCV2, o polipéptido de ORF2 de
PCV2 é expresso pelo virus recombinante e o polipéptido de ORF2
de PCV2 expresso ¢é recuperado do sobrenadante por filtracéo
e 1nactivado por gqualquer método convencional, de um modo
preferido, utilizando etilenimina bindria, a qual €&, depois,

neutralizada, para parar o processo de inactivacéao.

Deste modo, de acordo com um aspecto adicional, a
composicdo imunogénica compreende 1) qualquer da proteina de
ORF2 de PCV2 descrita acima, de um modo preferido, em
concentracdes descritas acima e ii), pelo menos, uma porcao do
vector viral expressando a referida proteina de ORF2 de PCV2, de
um modo preferido, de um baculovirus recombinante. Além disso,
de acordo com um aspecto adicional, a composicdo imunogénica
compreende 1) qualquer da proteina de ORF2 de PCV2 descrita

acima, de um modo preferido, em concentracdes descritas acima,
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ii) pelo menos, uma porgcdo do vector viral expressando a
referida proteina de ORF2 de PCV2, de um modo preferido, de um
baculovirus recombinante e iii) uma porcdo do sobrenadante de

cultura celular.

De acordo com uma forma de realizacdo especifica do
processo de producdo e recuperacgdo para a proteina de ORF2 de
PCV2, o sobrenadante de cultura celular ¢é filtrado através
de uma membrana tendo um tamanho de poro, de um modo
preferido, entre cerca de 0,45 a 1 pm. Deste modo, um aspecto
adicional refere-se a uma composicdo imunogénica que compreende
i) qualquer da ©proteina de ORF2 de PCV2 descrita acima,
de um modo preferido, em concentragcdes descritas acima,
ii) pelo menos, uma porgcao do vector viral expressando a
referida proteina de ORF2 de PCV2, de um modo preferido, de um
baculovirus recombinante e iii) uma porcdo da cultura celular;
em que cerca de 90% dos componentes tém um tamanho inferior a

1 pm.

De acordo com um aspecto adicional, a presente divulgacéao
refere-se a uma composicao imunogénica que compreende
i) qualguer da proteina de ORF2 de PCV2 descrita acima, de um
modo preferido, em concentracgdes descritas acima, 1ii) pelo
menos, uma porgao do vector viral expressando a referida
proteina de ORF2 de PCV2, 1iii) uma porcdo da cultura celular
iv) e agente de inactivacdo para inactivar o vector wviral
recombinante, de um modo preferido, BEI, em gque cerca de 90% dos
componentes 1) até 1ii) tém um tamanho inferior a 1 pum. De um
modo preferido, a BEI estd presente em concentracgdes eficazes
para inactivar o Dbaculovirus. As concentragdes eficazes sao

descritas acima.
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De acordo com um aspecto adicional, a presente divulgacéao
refere-se a uma composicao imunogénica que compreende
i) gqualguer da proteina de ORF2 de PCV2 descrita acima, de um
modo preferido, em concentragcdes descritas acima, ii), pelo
menos, uma porcao do vector viral expressando a referida
proteina de ORF2 de PCV2, iii) uma porcdo da cultura celular,
iv) um agente de inactivacdo para inactivar o vector viral
recombinante, de um modo preferido, BEI e wv) um agente de
neutralizacdo para parar a 1inactivacido mediada pelo agente de
inactivacdo, em que cerca de 90% dos componentes i) até 1iii)
tém um tamanho inferior a 1 upm. De um modo preferido, se o
agente de inactivacao for BEI, a referida composicdo compreende

tiossulfato de sédio em gquantidades equivalentes a BEI.

O polipéptido estd incorporado numa composicdo que pode ser
administrada a wum animal susceptivel a infecgéo de PCV2. Em
formas preferidas, a composicdo também pode incluir componentes
adicionais conhecidos dos especialistas na técnica (ver, também,
Remington’s Pharmaceutical Sciences. (1990). 182 ed. Mack Publ.,
Easton). Além disso, a composicdo pode incluir um ou mais

w

veiculos veterinariamente aceitdveis. Como aqui utilizado, um
veiculo veterinariamente aceitdvel” inclui todos e quaisquer
solventes, meios de dispersao, revestimentos, adjuvantes,
agentes estabilizantes, diluentes, conservantes, agentes
antibacterianos e antiftingicos, agentes isoténicos, agentes

retardantes da adsorcao e semelhantes.

Numa forma de realizacao preferida, a composicao
imunogénica compreende a proteina de ORF2 de PCV2, como aqui
proporcionada, de um modo preferido, em concentragdes descritas

acima, como um  componente antigénico, misturado com um
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adjuvante, de um modo preferido, Carbopol e solucgcdao salina

fisioldgica.

Os especialistas na técnica compreenderao que a
composicdo aqui pode incorporar solugbes estéreis injectéveis,
fisiologicamente aceitédveis, conhecidas. Para a preparacdao de

uma solucdo pronta a utilizar para injeccdo parentérica ou

infusao, estao facilmente disponiveis solucdes isotdnicas
aquosas, tais como, e. g., solugdes salinas ou proteicas
plasmaticas correspondentes. Além disso, as composicdes

imunogénicas e vacinais da presente invencado, podem incluir
diluentes, agentes isotdénicos, estabilizantes ou adjuvantes. O0s
diluentes podem incluir &gua, solugdo salina, dextrose, etanol,
glicerol e semelhantes. Os agentes isoténicos podem incluir,
entre outros, cloreto de sdédio, dextrose, manitol, sorbitol e
lactose. Os estabilizantes incluem albumina e sais de &lcali de
dcido etilenodiaminotetracético, entre outros. 0Os adjuvantes
adequados s&o os descritos acima. E muito preferida a utilizacéo
de Carbopol, em particular, a utilizacdo de Carbopol 971P, de um
modo preferido, em quantidades como descritas acima (e. g., de
cerca de 500 pg a cerca de 5 mg por dose, de um modo ainda mais
preferido, numa quantidade de cerca de 750 pg a cerca de 2,5 mg
por dose e, de um modo muito preferido, numa quantidade de cerca

de 1 mg por dose).

Deste modo, a presente divulgacdo também se refere a uma
composicdo imunogénica que compreende i) gqualguer das proteinas
de ORF2 de PCV2 descritas acima, de um modo preferido, em
concentracdes descritas acima, II) pelo menos, uma porgdo do
vector viral expressando a referida proteina de ORF2 de PCVZ,
iii) uma porgdo da cultura celular, iv) um agente de inactivacéo

para inactivar o} vector wviral recombinante, de um  modo
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preferido, BEI e wv) um agente de neutralizacdo para parar a
inactivacdo mediada pelo agente de inactivacao, de um modo
preferido, tiossulfato de sédio, em gquantidades equivalentes a
BEI; e wvi) um adjuvante adequado, de um modo preferido,
Carbopol 971, em quantidades descritas acima; em gque cerca de
90% dos componentes 1) a 1ii) tém um tamanho inferior a 1 pm. De
acordo com um aspecto adicional, esta composicdo imunogénica
compreende ainda um sal farmacéutico aceitavel, de um modo
preferido, um sal de fosfato, em concentracdes fisiologicamente
aceitédveis. De um modo preferido, o pH da referida composicéo
imunogénica ¢é ajustado para um pH fisioldgico, significando

entre cerca de 6,5 e 7,5.

Deste modo, a presente divulgacdo também se refere a uma
composicdo imunogénica, compreende, por um mL, i) pelo menos,
1,6 ng de proteina de ORF2 de PCV2 descrita acima, ii) pelo
menos, uma porgado de baculovirus expressando a referida proteina
de ORF2 de PCV2 iii) uma porcdo da cultura celular, iv) cerca
de 2 a 8 mM de BEI, v) tiossulfato de sdédio em quantidades
equivalentes a BEI; e wvi) cerca de 1 mg de Carbopol 971 e
vii) sal de fosfato numa concentracao fisiologicamente
aceitdvel; em que cerca de 90% dos componentes i) a iii) tém um
tamanho inferior a 1 pm e o ©pH da referida composicgéao

imunogénica é ajustado para cerca de 6,5 a 7,5.

As composicdes imunogénicas podem ainda incluir um
ou mails outros agentes 1imunomoduladores, tais como, e. g.,
interleucinas, interferdes ou outras citocinas. As composicdes
imunogénicas também podem incluir Gentamicina e Mertiolato.
Embora as quantidades e concentracdes de adjuvantes e aditivos
Uteis no contexto da presente invencdo possam ser facilmente

determinadas pelo especialista na técnica, a presente divulgacéao
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contempla composicbes compreendendo desde cerca de 50 ug a
cerca de 2000 ng de adjuvante e, de um modo preferido,
cerca de 250 pg/mL de dose da composigdo vacinal. Noutra forma
de realizacado preferida, a presente divulgacdao contempla
composicdes vacinais compreendendo desde cerca de 1 ug/mL a
cerca de 60 pg/mL de antibidéticos e, de um modo mais preferido,

menos de cerca de 30 pg/mL de antibidticos.

Deste modo, a presente divulgacdo também se refere a uma
composicdo imunogénica que compreende i) qualgquer das proteinas
de ORF2 de PCV2 descritas acima, de um modo preferido, em
concentracdes descritas acima, ii), pelo menos, uma porcado do
vector viral expressando a referida proteina de ORF2 de PCV2,
iii) uma porcgdo da cultura celular, iv) um agente de inactivacéao
para inactivar o vector viral recombinante, de um modo
preferido, BEI e wv) um agente de neutralizacdo para parar a
inactivacdo mediada pelo agente de inactivacdo, de um modo
preferido, tiossulfato de sdédio, em quantidades equivalentes a
BETI; vi) um adjuvante adequado, de um modo preferido,
Carbopol 971, em quantidades descritas acima; vii) uma
concentracdo farmacéutica aceitédvel de um tampdo de solucéo
salina, de um modo preferido, de um sal de fosfato e wviii) um
agente anti-microbioldégico activo; em que cerca de 90% dos

componentes i) até iii) tém um tamanho inferior a 1 pum.

Foi verificado, surpreendentemente, que a composicao
imunogénica  proporcionada  aqui compreendida foi altamente
estdvel ao longo de um periodo de 24 meses. Também foi
verificado que as composicgdes imunogénicas aqui proporcionadas,
compreendendo proteina de ORF2 de PCV2 recombinante, expressa
por baculovirus, como aqui proporcionada, sdo muito eficazes na

redugcdo dos sintomas clinicos associados a 1infecgbes de PCV2.
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Foi verificado, surpreendentemente, que as composicdes
imunogénicas, compreendendo a proteina de ORF2 de PCV2
recombinante expressa por baculovirus como aqui proporcionada,
sao mais eficazes do que uma composicgao imunogénica
compreendendo o virus PCV2 intacto numa forma inactivada ou
antigénio de ORF2 de PCV2 viral isolado. Em particular, foi
verificado, surpreendentemente, que a proteina de ORF2 de PCV2
recombinante expressa por baculovirus é eficaz em concentracgdes
muito baixas, o que significa em concentrag¢des até 0,25 pg/dose.
Este 1inesperado elevado potencial imunogénico da proteina de
ORF2 de PCV2 poderia ser ainda aumentado pela adigcado de

Carbopol.

Um aspecto adicional refere-se a um recipiente, que
compreende, pelo menos, uma dose da composicdo imunogénica de
proteina de ORF2 de PCV2, como aqui proporcionada, em que uma
dose compreende, pelo menos, 2 ug de proteina de ORF2 de PCV2,
de um modo preferido, 2 a 16 pg de proteina de ORF2 de PCV2. O
referido recipiente pode compreender 1 a 250 doses da composicéo
imunogénica, de um modo preferido, contém 1, 10, 25, 50, 100,
150, 200 ou 250 doses da composicdo imunogénica de proteina de
ORF2 de PCV2. De um modo preferido, cada dos recipientes
compreendendo mais do que uma dose da composicdo imunogénica de
proteina de ORF2 de PCV2 compreende ainda um agente
activo anti-microbioldgico. Esses agentes s&do, por exemplo,
antibidéticos, incluindo Gentamicina e Mertiolato e semelhantes.
Deste modo, um aspecto da presente divulgacdao refere-se a um
recipiente que compreende 1 a 250 doses da composicao
imunogénica de proteina de ORF2 de PCV2, em que uma dose
compreende, pelo menos, 2 g de proteina de ORF2 de PCV2 e

Gentamicina e/ou Mertiolato, de um modo preferido, de cerca de
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1 pg/mL a cerca de 60 pg/mL de antibidticos e, de um modo mais

preferido, inferior a cerca de 30 pg/mL.

Um aspecto adicional refere-se a um kit, compreendendo
qualquer dos recipientes descritos acima e um manual de
instrucgdes, incluindo a informacao para a aplicacéo
intramuscular de, pelo menos, uma dose da composicdo imunogénica
de proteina de ORF2 de PCV2 em leitdes, para atenuar a gravidade
dos sintomas clinicos associados a infecgdo de PCV2. Além disso,
de acordo com um aspecto adicional, o referido manual de
instrugdes compreende a informagdo de uma segunda administracéo
ou administracdo (¢cdes) adicional(ais) de, pelo menos, uma dose
da composicdo imunogénica de ORF2 de PCV2, em que a segunda
administracdo ou qualquer administracdo adicional €&, pelo menos,
14 dias para além da administracéo inicial ou qualquer
administracdo anterior. De um modo preferido, o referido manual
de instrug¢des também inclui a informagdo para administrar um
estimulante imunitéario. De um modo preferido, o referido
estimulante imunitdrio deve ser dado, pelo menos, duas vezes. De
um modo preferido, pelo menos, 3, de um modo mais preferido,
pelo menos, 5, de um modo ainda mais preferido, pelo menos, 7
dias estdo entre a primeira e a segunda administracao ou
qualgquer administracdo adicional do estimulante imunitdrio. De
um modo preferido, o estimulante imunitario é dado, pelo menos,
10 dias, de um modo preferido, 15, de um modo ainda mais
preferido, 20, de um modo ainda mais preferido, pelo menos, 22
dias para além da administracéo inicial da composicgao
imunogénica da proteina de ORF2 de PCV2. Um estimulante
imunitdrio preferido ¢é, por exemplo, a hemocianina da lapa
californiana (KLH), ainda de um modo preferido, emulsionado com
adjuvante incompleto de Freund (KLH/ICFA). Contudo, ¢é aqui

compreendido que também pode ser utilizado qualgquer outro
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estimulante imunitédrio conhecido de um especialista na técnica.
“Estimulante imunitario”, como aqui utilizado, significa
qualquer agente ou composigcdo gque pode provocar a resposta
imunitdria, de um modo preferido, sem iniciar ou aumentar uma
resposta imunitédria especifica, por exemplo, a resposta
imunitdria contra um patogénio especifico. E ainda instruido
administrar o estimulante imunitdrio numa dose adequada. Além
disso, o kit também pode compreender um recipiente, incluindo,
pelo menos, uma dose do estimulante imunitdrio, de um modo

preferido, uma dose de KLH ou KLH/ICFA.

Além disso, também foi verificado, surpreendentemente, que
o) potencial imunogénico das composicdes imunogénicas
compreendendo proteina de ORF2 de PCV2 expressa em baculovirus
recombinante, de um modo preferido, em combinacdo com Carbopol,
pode ser ainda melhorado pela administracé&o da wvacina IngelVac
PRRS MLV (ver o Exemplo 5). Os sinais clinicos e manifestagdes
de doenca de PCVZ2 sao bastante aumentados quando a infeccao de
PRRS estd presente. Contudo, as composic¢des imunogénicas e
estratégias de vacinacdo, como aqui proporcionadas, atenuaram
bastante este efeito e mais do que o esperado. Por outras
palavras, foi observado um efeito sinérgico inesperado gquando
animais, de um modo preferido, porcos, sao tratados com qualquer
composicéo imunogénica de ORF2 de PCV2, como agui proporcionada,

e a vacina Ingelvac PRRS MLV (Boehringer Ingelheim).

Deste modo, um aspecto adicional da presente 1invencéao
refere-se a um kit, como descrito acima, compreendendo a
composigdo imunogénica de ORF2 de PCV2, como agqui proporcionada,
e o manual de instrucdes, em que o manual de instrucgdes inclui
ainda a informacdo para administrar a composicdo imunogénica de

ORF2 de PCVZ2, juntamente com composicao imunogénica que
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compreende antigénio de PRRS, de um modo preferido, com
antigénio de PRRS com adjuvante. De um modo preferido, o

antigénio de PRRS é IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim).

Um aspecto adicional da presente invencdo também se refere
a um kit compreendendo i) um recipiente contendo, pelo menos,
uma dose de uma composicdo imunogénica de ORF2 de PCV2, como
aqui proporcionada, e ii) um recipiente contendo uma composicgao
imunogénica compreendendo antigénio de  PRRS, de um modo
preferido, antigénio de PRRS com adjuvante. De um modo
preferido, o antigénio de PRRS é IngelVac® PRRS MLV (Boehringer
Ingelheim). De um modo mais preferido, o kit compreende, ainda,
um manual de instrucgdes, incluindo a informag¢do para administrar
ambas as composigdes farmacéuticas. De um modo preferido, contém
a informacdo de que a composicdo contendo ORF2 de PCV2 ¢é

administrada, de um modo temporal, antes da composicao contendo

PRRS.

Um aspecto adicional refere-se a utilizacd&o de qualgquer das
composig¢gdes aqui proporcionadas como um medicamento, de um
modo preferido, como um medicamento veterindrio, de um modo
ainda mais preferido, como uma vacina. Além disso, a presente
divulgagcdo também se refere a wutilizacdo de gualguer das
composic¢cdes aqui descritas, para a preparacdo de um medicamento
para atenuar a gravidade dos sintomas c¢linicos associados a
infeccdo de PCV2. De um modo preferido, o medicamento & para a
prevencdo de uma infecg¢do de PCV2, de um modo ainda mais

preferido, em leitdes.

Um aspecto adicional refere-se a um método para (i) a
prevengdo de uma infecgdo ou reinfecgdo com PCV2 ou (ii) a

reducdo ou eliminacdo de sintomas clinicos causados por PCV2 num

64



individuo, compreendendo a administracdo de qgualquer das
composicdes imunogénicas aqui proporcionadas a um individuo que
delas necessita. De um modo preferido, o individuo é um porco.
De um modo preferido, a composicdo imunogénica ¢ administrada
intramuscular. De um modo preferido, ¢é/sdo administrada/s uma
dose ou duas doses da composicdo imunogénica, em que uma dose,
de um modo preferido, compreende, pelo menos, cerca de 2 pg de
proteina de ORF2 de PCV2, de um modo ainda mais preferido, cerca
de 2 a cerca de 16 pg e, pelo menos, cerca de 0,1 a cerca de
5 mg de Carbopol, de um modo preferido, cerca de 1 mg
de Carbopol. Um aspecto adicional refere-se ao método de
tratamento, como descrito acima, em que ¢é administrada uma
segunda aplicacdo da composicdo imunogénica. De um modo
preferido, a segunda administracdo ¢é feita com a mesma
composicdo imunogénica, de um modo preferido, tendo a mesma
quantidade de proteina de ORF2 de PCV2. De um modo preferido, a
segunda administragdo também ¢é dada intramuscular. De um modo
preferido, a segunda administracdo é feita, pelo menos, 14 dias
para além da administracdo inicial, de um modo ainda mais
preferido, pelo menos, 4 semanas para além da administracgéao

inicial.

De acordo com aspecto adicional, o método de tratamento
também compreende a administracdo de um estimulante imunitario.
De um modo preferido, o referido estimulante imunitdrio &
administrado, pelo menos, duas vezes. De um modo preferido, pelo
menos, 3, de um modo mais preferido, pelo menos, 5 dias, de um
modo ainda mais preferido, pelo menos, 7 dias estdo entre a
primeira e a segunda administracdo do estimulante imunitdrio. De
um modo preferido, o estimulante imunitario é administrado, pelo
menos, 10 dias, de um modo preferido, 15, de um modo ainda mais

preferido, 20, de um modo ainda mais preferido, pelo menos,
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22 dias para além da administracdo inicial da composicéo
imunogénica de ORF2 de PCV2. Um estimulante imunitdrio preferido
é, por exemplo, a hemocianina da lapa californiana (KLH), ainda
de um modo preferido, emulsionado com adjuvante incompleto de
Freund (KLH/ICFA). Contudo, ¢ aqui compreendido que também pode
ser utilizado qualguer outro estimulante imunitdrio conhecido de
um especialista na técnica. Estd dentro do conhecimento geral de
um especialista na técnica administrar o estimulante imunitério

numa dose adequada.

De acordo com um aspecto adicional, o método de tratamento
descrito acima também pode compreender a administracdo de
antigénio de PRRS. De um modo preferido, o antigénio de PRRS é
IngelvVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim). De um modo preferido,
o referido antigénio de PRRS é administrado, temporalmente, para

além da administracdo da composicdo imunogénica de proteina de

ORF2 de PCV2.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 é um fluxograma esquematico de uma construcédo

preferida de baculovirus recombinante de ORF2 de PCV2; e

As Fig. 2a e 2b s&o um fluxograma esquemdtico de como

produzir uma composicado de acordo com a presente invencao.

DESCRICAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZACAO PREFERIDAS

Os seguintes exemplos expbem materiais e pProcessos

preferidos de acordo com a presente invencao. Contudo, deve ser
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compreendido que estes exemplos sao proporcionados apenas a
titulo de ilustragdo e nenhum deles deve ser considerado como
uma limitacdo do ambito global da invencdo, a qual & definida

pelas reivindicacgdes.

EXEMPLO 1

Este exemplo compara o©os rendimentos relativos de ORF2
utilizando métodos da presente invencao, com métodos
que sao conhecidos na técnica anterior. Quatro frascos rotativos
de 1000 mL foram, cada, semeados com, aproximadamente,
1,0x10° células Sf+/mL em 300 mL de meios de insecto isentos de
soro, Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS). A cultura
celular principal ¢é identificada como Stock Celular Principal
SF+ (Spodoptera frugiperda), passagem 19, Lote N2 N112-095W. As
células utilizadas para produzir o Stock Celular Principal SF+
foram obtidas da Protein Sciences Corporation, Inc., Meriden,
CT. A linha celular SF+ para este exemplo estava confinada entre
as passagens 19 e 59. Para fins da presente invencao, outras
passagens terdo efeito mas, de modo a aumentar a escala do
processo para producdo de grande escala, serdo provavelmente
necesséarias, pelo menos, 19 passagens e as passagens para além
de 59 podem ter um efeito na expressdo, embora este nado fosse
investigado. Em maior detalhe, as culturas celulares SEF+
iniciais de armazenamento em azoto liquido foram cultivadas em
meios Excell 420 em suspensdo em frascos rotativos estéreis, com
agitacédo constante. As culturas foram cultivadas em frascos
rotativos de 100 mL a 250 mL, com 25 a 150 mL de meios
Excell 420 isentos de soro. Quando as células se multiplicaram a
uma densidade celular de 1,0 - 8,0 x 10° células/mL, foram

repartidas em novos recipientes, com uma densidade de plantacéao
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de 0,5 - 1,5 x 10° células/mL. As culturas de expansao
subsequentes foram cultivadas em frascos rotativos até 36 litros
em tamanho ou em biorreactores de acgo inoxidavel de até 300

litros, durante um periodo de 2-7 dias, a 25 - 29 °C.

Apds sementeira, os frascos foram incubados, a 27 °C,
durante quatro horas. Subsequentemente, cada frasco foi semeado
com um baculovirus recombinante contendo o gene de ORF2 de PCV2
(SEQ ID N¢: 4). O baculovirus recombinante contendo o gene de
ORF2 de PCVZ2 foi produzido como se segue: o0 gene de ORF2 de PCV2
de uma estirpe Norte-Americana de PCV2 foi amplificado por PCR
para conter uma sequéncia de Kozak em 5’ (SEQ ID N2: 1) e um
sitio EcoR1l em 3’ (SEQ ID N¢: 2), clonados no vector pGEM-T-Easy
(Promega, Madison, WI). Depois, foi subsequentemente excisado e
subclonado no vector de transferéncia pVL1392 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA) . A porgao subclonada ¢é aqui
representada como SEQ ID N¢: 7. O plasmideo pVL1392 contendo o
gene de ORF2 de PCVZ2 foi designado N47-064Y e, depois,

co-transfectado com ADN de baculovirus BaculoGold® (BD
Biosciences Pharmingen) em células de insecto Sf+ (Protein
Sciences, Meriden, CT), para produzir o baculovirus recombinante

contendo o gene de ORF2 de PCV2. A nova construgdo ¢é aqui
proporcionada como SEQ ID N2: 8. O Dbaculovirus recombinante
contendo o0 gene de ORF2 de PCV2 foi purificado de placa e o
Virus de Sementeira Principal (MSV) foi propagado na linha
celular SF+, colocado em aliquota e armazenado a -70 °C. O MSV
foi positivamente identificado como baculovirus de ORF2 de PCVZ2,
por PCR-RFLP, utilizando iniciadores especificos de baculovirus.
As células de insecto infectadas com baculovirus de ORF2 de PCV2
para produzir MSV ou Virus de Sementeira de Trabalho expressam
antigénio de ORF2 de PCV2, como detectado por soro policlonal ou

anticorpos monoclonais num ensaio de anticorpo fluorescente
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indirecto. Além disso, a identidade do baculovirus de ORF2 de
PCV2 foi confirmada por sequenciacéo de aminodcido N-terminal. O
MSV de baculovirus de ORF2 de PCV2 também foi testado para
pureza, de acordo com 9 C.F.R. 11327 (c), 11328 e 11355. Cada
baculovirus recombinante semeado nos frascos rotativos teve
multiplicidades de infeccdo (MOI) varidveis. O frasco 1 foi
semeado com 7,52 mL de semente de 0,088 MOI; o frasco 2 foi
semeado com 3,01 mL de semente de 0,36 MOI; o frasco 3 foi
semeado com 1,5 mL de semente de 0,18 MOI; e o frasco 4 foi
semeado com 0,75 mL de semente de (0,09 MOI. Um fluxograma
esquematico ilustrando as etapas Dbéasicas utilizadas para
construgédo de um baculovirus recombinante de ORF2 de PCV2 é aqui

proporcionado como Figura 1.

Apds serem semeados com © baculovirus, os frascos foram,
depois, incubados a 27 +* 2 °C, durante 7 dias e, durante esse
tempo, também foram agitados a 100 rpm. Os frascos utilizavam
tampas ventiladas para permitir o fluxo de ar. As amostras de
cada frasco foram retiradas, de 24 em 24 horas, durante os
7 dias seguintes. Apds extraccdo, cada amostra foi centrifugada
e o0 sedimento e o sobrenadante foram separados e, depois,
microfiltrados através de uma membrana, com tamanho de poro de

0,45-1,0 pm.

A quantidade de ORF2 presente nas amostras resultantes foi
quantificada por meio de ensaio de ELISA. O ensaio de ELISA foi
conduzido com o anticorpo de captura Suino anti-PCV2 Pab IgG
Prot. G purificado (diluido 1:250 em PBS), diluido para 1:6000,
em tampdo de Carbonato a 0,05 M (pH 9,6) . Depois, foram
colocados 100 pL do anticorpo nos pocos da placa de
microtitulacdo, vedada e incubada, de um dia para o outro, a

37 °C. A placa foi, depois, lavada trés vezes com uma solucado de
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lavagem, a qual compreendia 0,5 mL de Tween 20 (Sigma, St.
Louis, MO), 100 mL de 10X D-PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA)
e 899,5 mL de adgua destilada. Subsequentemente, foram
adicionados a cada dos pogos 250 uL de uma solucdo de bloqueio
(5 g de leite magro Desidratado Carnation (Nestle, Glendale, CA)
em 10 mL de D-PBS QS para 100 mL com &agua destilada). A etapa
seguinte foi lavar a placa de teste e, depois, adicionar
antigénio pré-diluido. O antigénio pré-diluido foi produzido
pela adigdo de 200 pL de solucgdo de diluente (0,5 mL de Tween 20
em 999,5 mL de D-PBS) a cada dos pocos numa placa de diluicao. A
amostra foi, depois, diluida a uma razdo de 1:240 e uma razao de
1:480 e 100 pL de cada destas amostras diluidas foram, depois,
adicionados a um dos pogos de topo na placa de diluicgao (1. e.,
um pog¢o de topo recebeu 100 pL da diluicdo de 1:240 e o outro
recebeu 100 pL da diluicdo de 1:480). Foram, depois, feitas
diluicbes em série para o resto da placa, pela remogédo de 100 uL
de cada pogo sucessivo e sua transferéncia para o poco seguinte
na placa. Antes de se realizar a transferéncia seguinte, cada
poco foi misturado. A lavagem da placa de teste incluiu a
lavagem da placa, trés vezes, com o tampdo de lavagem. A placa
foi, depois, vedada e incubada, durante uma hora, a 37 °C, antes
de ser lavada mais trés vezes com o tampdo de lavagem. O
anticorpo de detecgdo utilizado foi o anticorpo monoclonal para
ORF2 de PCV. Foi diluido para 1:300 em solucdo de diluente e
100 pL do anticorpo de deteccéao diluido foram, depois,
adicionados aos pog¢os. A placa foi, depois, vedada e incubada,
durante uma hora, a 37 °C, antes de ser lavada trés vezes com O
tampdo de lavagem. O diluente de conjugado foi, depois,
preparado pela adigcdo de soro de coelho normal (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA) a solucdo de diluente para
concentracdo de 1%. O anticorpo anti-murganho de Cabra conjugado

(H+1) -HRP (Jackson Immunoresearch) foi diluido no diluente de
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conjugado para 1:10000. Foram, depois, adicionados 100 pL do
anticorpo conjugado diluido a cada dos pogos. A placa foi,
depois, vedada e incubada, durante 45 minutos, a 37 °C, antes de
ser lavada trés vezes com o tampdo de lavagem. Foram adicionados
a cada dos pocgos 100 pL de substrato (Substrato de Peroxidase
TMB, Kirkgaard and Perry Laboratories (KPL), Gaithersberg, MD),
misturado com um volume igual de Substrato B de Peroxidase
(KPL). A placa foi incubada, a temperatura ambiente, durante
15 minutos. Foram, depois, adicionados 100 pL de solucdo de HC1
a 1 N a totalidade dos pogos para parar a reaccao. A placa foi,
depois, corrida através de um leitor de ELISA. Os resultados

deste ensaio sao proporcionados na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1

Dia |Frasco | ORFZ2 no sedimento (pg) |ORF2 no sobrenadante (ug)
3 1 47,53 12
3 2 57,46 22
3 3 53,44 14
3 4 58, 64 12
4 1 43,01 44
4 2 65,61 62
4 3 70,56 32
4 4 64,97 24
5 1 31,74 100
5 2 34,93 142
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(continuacgao)

Dia | Frasco| ORF2 no sedimento (upg) |[ORF2 no sobrenadante (ug)
5 3 47,84 90
5 4 55,14 86
6 1 14,7 158
6 2 18,13 182
6 3 34,78 140
6 4 36,88 146
7 1 6,54 176
7 2 12,09 190
7 3 15,84 158
7 4 15,19 152

Estes resultados indicam que, gquando o tempo de incubacdo é
prolongado, a expressdao da ORF2 no sobrenadante das células e
meios centrifugados ¢é superior a expressdo no sedimento das
células e meios centrifugados. Consegquentemente, permitindo que
a expressao de ORF2 continue durante, pelo menos, 5 dias e
recuperando-a no sobrenadante, em vez de permitir que a
expressao continue durante menos de 5 dias e recuperando a ORF2
a partir das células, proporciona um grande aumento nos
rendimentos de ORFZ2 e um melhoramento significativo em relacao a

métodos anteriores.
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EXEMPLO 2

Este exemplo proporciona dados quanto a eficédcia das
vacinas aqui divulgadas. Um frasco rotativo de 1000 mL foi
semeado com, aproximadamente, 1,0x10° células Sf+/mL em 300 mL de
meios Excell 420. 0O frasco foi, depois, incubado a 27 °C e
agitado a 100 rpm. Subsequentemente, o frasco foi semeado com
10 mL de semente de virus de ORF2 de PCV2/Bac p+6 (o baculovirus
recombinante contendo o gene de ORF2 de PCV2Z com 6 passagens
adicionais nas células de insecto Sf9), com uma MOI de 0,1, apds

24 horas de incubacgao.

O frasco foi, depois, incubado a 27 °C, durante um total de
6 dias. Apds incubacdo, o frasco foi, depois, centrifugado e
trés amostras do sobrenadante resultante foram recolhidas e
inactivadas. O sobrenadante foi inactivado levando a sua
temperatura para 37 * 2 °C. A primeira amostra, uma solucdo de
bromidrato de 2-bromoetilencamina a 0,4 M, a qual tinha sido
ciclizada para etilenimina Dbindria (BEI) a 0,2 M em NaOH a
0,3 N, é adicionada ao sobrenadante, para dar uma concentracao
final de BEI de 5 mM. A segunda amostra, BEI a 10 mM foi
adicionada ao sobrenadante. A terceira amostra, nao foi
adicionada BEI ao sobrenadante. As amostras foram, depois,
agitadas continuamente, durante 48 h. Uma solucdo de tiossulfato
de sédio a 1,0 M, para dar uma concentragdo minima final de
5 mM, foi adicionada para neutralizar qualquer BEI residual. A
quantidade de ORFZ em cada amostra foi, depois, quantificada
utilizando o mesmo processo de ensaio de ELISA, como descrito no
Exemplo 1. Os resultados deste podem ser verificados na Tabela 2

abaixo:
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Tabela 2

Amostra ORF2 no sobrenadante (ug)
1 78,71
2 68,75
3 83,33

Este exemplo demonstra gque a neutralizagcdo com BEI néo
remove ou degrada quantidades significativas do produto de
proteina de ORF2 recombinante de PCV2. Isto é evidenciado pelo
facto de qgque nédo ocorre grande perda de ORF2 no sobrenadante
da BEI ou temperaturas elevadas. Os especialistas na técnica
reconhecerdo que a ORF2 recuperada ¢é um produto proteico

estével.

EXEMPLO 3

Este exemplo demonstra que o método aqui divulgado ¢é
escaldvel de producdo de pequena escala de ORF2 recombinante de
PCV2 a produgcdo de grande escala de ORF2 recombinante de PCV2.
5,0 x 10° células/mL de células SF+/mL em 7000 mL de meios
ExCell 420 foram plantadas num Biorreactor de 20000 mL Applikon.
Os meios e as células foram, depois, incubados a 27 °C e
agitados, a 100 RPM, durante as 68 horas seguintes. Na 682 hora,
41,3 mL de Baculovirus de ORF2 de PCV2 MSV+3 foram adicionados a
7000 mL de meio ExCell 420. A mistura resultante foi, depois,
adicionada ao biorreactor. Durante os sete dias seguintes, a

mistura foi incubada a 27 °C e agitada a 100 RPM. As amostras do
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biorreactor foram extraidas de 24 em 24 horas, com inicio no
dia 4 pbés—-infeccéao e cada amostra foi centrifugada. 0
sobrenadante das amostras fol preservado e a quantidade de ORF2
foi, depois, qgquantificada utilizando densitometria de SDS-PAGE.

Os resultados desta podem ser verificados na Tabela 3 abaixo:

Tabela 3
Dia apds infeccéo: ORF2 no sobrenadante (ug/mL)
4 29,33
5 41,33
6 31,33
7 60,67
EXEMPLO 4

Este exemplo testa a eficdcia de sete vacinas candidatas de
PCV2 e ainda define parédmetros de eficédcia apds exposicdo a uma
estirpe virulenta de PCV2. Cento e oito (108) leitdes privados
de colostro nascidos de cesariana (CDCD), 9-14 dias de idade,
foram aleatoriamente divididos em 9 grupos de igual tamanho. A

Tabela 4 expde a Concepcdo Estudo Geral para este Exemplo.
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Tabela 4. Concepg¢do de Estudo Geral

Grupo

N¢ de

Porcos

Tratamento

Dia de

Tratamento

KLH/ICF

A no Dia

21 e Dia
27

Estimulado
com PCV2
Virulento

no Dia 24

Necropsia

no Dia 49

12

Vacina de
PCV2 N9 1 -
(16 ng de

vORF2)

+

+

12

Vacina de
PCV2 N2 2 -
(8 ng de

vORF2)

12

Vacina de
PCV2 N¢ 3 -
(4 pg de

vORF'2)

12

Vacina de
PCV2 N¢ 4 -
(16 ng de

rORF?2)

12

Vacina de
PCV2 N¢ 5 -
(8 ng de

rORF?2)

12

Vacina de
PCV2 N¢ 6 -
(4 pg de

rORF?2)

12

Vacina de
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(continuacao)

Grupo| N2 de

Porcos

Tratamento

Dia de

Tratamento

KLH/ICF

A no Dia

21 e Dia
27

Estimulado
com PCV2
Virulento

no Dia 24

Necropsia

no Dia 49

PCV2 N¢ 7 -
(Virus de
célula
intacta

morto)

Nenhum -
Controlos de

Estimulo

N/A

Nenhum -
Grupo de
Controlo
Negativo

Estrito

N/A

VvORF2 = ORF2

recombinante;

viral isolada;

virus de célula intacta morto =

cultura celular adequada

Sete

polipéptido

dos

grupos

de ORF2 de

rORF2 =

(Grupos

PCV2, um

1 -

ORF2

7)

dos

expressa

grupos

por

receberam

actuou

baculovirus

virus PCV2 cultivado em

doses de

como um

controlo de estimulo e nédo recebeu ORF2 de PCV2 e o outro grupo

actuou como o grupo de controlo negativo estrito e também néo

recebeu ORF2 de PCV2.

com vacinas

atribuidas.

No Dia O,

Aos

tratamento de reforgco no Dia 14.

para

eventos

adversos e

reaccgdes
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leitdes

no
Os
de

Grupo
leitdes

local

foram

de

7 foi

injeccgao

os Grupos 1 até 7 foram tratados

dado um
observados

apds



vacinacdo e, no Dia 19, os leitdes foram deslocados para O
segundo local de estudo. No segundo 1local de estudo, 0s
Grupos 1-8 foram alojados em grupo num edificio, enquanto o
Grupo 9 foi alojado num edificio separado. Todos 0S PoOrcos
receberam hemocianina da lapa californiana (KLH) /adjuvante
incompleto de Freund (ICFA) nos Dias 21 e 27 e, no Dia 24, os

Grupos 1-8 foram estimulados com um PCVZ2 virulento.

As amostras de sangue pré- e pds-estimulo foram recolhidas
para serologia de PCV2Z2. Foram recolhidos os dados de peso
corporal pds—-estimulo, para determinacdo de ganho de peso diédrio
médio (ADWG) e sintomas <clinicos, assim como amostras de
esfregacos nasais para determinar a libertacdo nasal de PCV2. No
Dia 49, todos o0s porcos sobreviventes foram necropsiados, o0s
pulmdes foram pontuados para lesdes e 0s tecidos seleccionados
foram preservados em formalina para testes de Imuno-histoquimica

(IHC), numa data posterior.

Materiais e Métodos

Este foi um estudo de exequibilidade de vacinacdo-estimulo,
de ocultacao parcial, conduzido em porcos CDCD, 9 a 14 dias de
idade, no Dia 0. A serem incluidos no estudo, os titulos de IFA
de PCV2 de porcas eram £ 1:1000. Além disso, o estado seroldgico
das porcas era de uma vara negativa para PRRS conhecida. Vinte e
oito (28) porcas foram testadas para estado seroldgico de PCV2.
Catorze (14) porcas tinham um titulo de PCV2 de £ 1000 e foram
transferidas para o primeiro local de estudo. Cento e dez (110)
leitbes foram dados a luz por cirurgias de incisédo cesariana e
ficaram disponiveis para este estudo no Dia -4. No Dia -3,

108 porcos CDCD no primeiro 1local de estudo foram pesados,
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identificados com marcas auriculares, blogueados por peso e
atribuidos aleatoriamente a 1 de 9 grupos, como exposto acima na
tabela 4. Se qualguer animal de teste cumprindo os critérios de
inclusdo fosse inscrito no estudo e fosse mais tarde excluido
por qualquer razdo, o© Investigador e Monitor eram consultados,
de modo a determinar a utilizacdo dos dados recolhidos do animal
na anédlise final. Eram documentadas a data em que ©0s
leitdes inscritos eram excluidos e a razdo para a exclusao.
Inicialmente, ndo foram excluidas porcas. Um total de 108 de
110 porcos disponiveis foi aleatoriamente atribuido a um de 9
grupos no Dia -3. Os dois porcos mais pequenos (N2 17 e 19) nao
foram atribuidos a um grupo e estavam disponiveis como extras,
se necessarios. Durante a duracdo do estudo, foram removidos
varios animais. O Porco 82 (Grupo 9) no Dia -1, Porco N¢ 56
(Grupo 6) no Dia 3, Porco N2 53 (Grupo 9) no Dia 4, Porco N2 28
(Grupo 8) no Dia 8, Porco N2 69 (Grupo 8) no Dia 7 e Porco N¢ 93
(Grupo 4) no Dia 9, foram, cada, encontrados mortos antes do
estimulo. Estes seis porcos nao foram incluidos nos resultados
do estudo final. O Porco N¢ 17 (um dos porcos extra) foi
atribuido ao Grupo 9. O porco extra restante, N2 19, foi

excluido do estudo.

As formulacdes dadas a cada dos grupos foram como se segue:
O Grupo 1 foi concebido para administrar 1 mL de ORF2 viral
(VORF2) contendo 16 pg de ORF2/mL. Isto foi feito pela mistura
de 10,24 mL de ORF2 viral (256 pg/25 pg/mL = 10,24 mL de vVORF2)
com 3,2 mL de Carbopol a 0,5% e 2,56 mL de solucéao
salina tamponada com fosfatos, a um pH de 7,4. Isto produziu
16 mL de formulacao para o) Grupo 1. 0 Grupo 2 foi
concebido para administrar 1 mL de vORF2 contendo 8 npg de
vORF2/mL. Isto foi feito pela mistura de 5,12 mL de vVvORF2
(128 pg/25 pg/mL = 5,12 mL de vORF2) com 3,2 mL de Carbopol a
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0,5% e 7,68 mL de solucado salina tamponada com fosfatos, a um pH
de 7,4. 1Isto produziu 16 mL de formulacdo para o grupo 2. O
Grupo 3 foi concebido para administrar 1 mL de vORF2 contendo
4 pg de vVORF2/mL. Isto foi feito pela mistura de 2,56 mL de
vORF2 (64 pg/25 pg/mL = 2,56 mL de vORF2) com 3,2 mL de Carbopol
a 0,5% e 10,24 mL de solucdo salina tamponada com fosfatos, a um
pH de 7,4. Isto produziu 16 mL de formulacdo para o grupo 3. O
Grupo 4 foi concebido para administrar 1 mL de ORF2 recombinante
(rORF2) contendo 16 pg de rORF2/mL. Isto foi feito pela mistura
de 2,23 mL de rORF2 (512 pg/230 pg/mL = 2,23 mL de vVORF2) com
6,4 mL de Carbopol a 0,5% e 23,37 mL de solucédo salina tamponada
com fosfatos, a um pH de 7,4. Isto produziu 32 mL de formulacéao
para o grupo 4. O Grupo 5 foi concebido para administrar 1 mL de
rORF2 contendo 8 pg de rORF2/mL. Isto foi feito pela mistura de
1,11 mL de rORF2 (256 pg/230 pg/mL = 1,11 mL. de rORF2) com
6,4 mL de Carbopol a 0,5% e 24,49 mL de solucdo salina tamponada
com fosfatos, a um pH de 7,4. Isto produziu 32 mL de formulacéo
para o grupo 5. O Grupo 6 foi concebido para administrar 1 mL de
rORF2 contendo 8 pg de rORF2/mL. Isto foi feito pela mistura de
0,56 mL de ©rORF2 (128 pg/230 pg/mL = 0,56 mL de rORF2) com
6,4 mL de Carbopol a 0,5% e 25,04 mL de solucédo salina tamponada
com fosfatos, a um pH de 7,4. Isto produziu 32 mL de formulacéao
para o grupo 6. O Grupo 7 foil concebido para administrar 2 mL de
vacina celular morta intacta de PCV2 (PCV2 KV), contendo o MAX
PCV2 KV. Isto foi feito pela mistura de 56 mL de KV de PCVZ com
14 mL de Carbopol a 0,5%. Isto produziu 70 mL de formulacgcdo para
o grupo 7. Finalmente, o grupo 8 foi concebido para administrar
KLH, a 0,5 pg/mL ou 1,0 pg/mL por dose de 2 mL. Isto foi feito
pela mistura de 40,71 mL KLH (7,0 ng proteina/mL a
0,5 pg/mL = 570 mL (7,0 pg/mL) (x) = (0,5) (570 mL)), 244,29 mL de

solucao salina tamponada com fosfatos, a um pH de 7,4, e 285 mL
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de adjuvante de Freund. A Tabela 5 descreve os periodos de tempo

para as actividades chave deste Exemplo.

Tabela 5. Actividades de Estudo

Dia de Estudo |Actividade de Estudo

-4, 0 a 49 |Observacdes gerais para saude global e sintomas

clinicos

-3 Pesados; Aleatorizados para grupos; Amostras de

sangue recolhidas de todos o0s porcos

0 Exame de saude; IVP N° 1-7 administrados aos

Grupos 1-7, respectivamente

0-7 Porcos observados para reaccgdes de local de
injeccao
14 Grupo 7 reforcado com Vacina de PCV2 N2 7;

Amostras de sangue de todos 0s poOrcos

14-21 Grupo 7 observado para reaccdes de local de
injeccéao
16-19 Todos 0s porcos tratados com antibidticos

(dados ausentes)

19 Porcos transportados do primeiro local de teste

para um segundo local de teste

21 Grupos 1-9 tratados com KLH/ICFA

24 Amostras de sangue e de esfregaco nasal
recolhidas de todos os porcos; Todos 0s porcos
pesados; Grupos 1-8 estimulados com material de

estimulo de PCV2
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(continuacgao)

Dia de Estudo|Actividade de Estudo

25, 27, 29, |Amostras de esfregagos nasals recolhidas de

31, 33, 35, |todos o0s porcos

37, 39, 41,
43, 45, 47
277 Grupos 1-9 tratados com KLH/ICFA
31 Amostras de sangue recolhidas de todos os
porcos
49 Amostras de sangue e de esfregaco nasal

recolhidas de todos os porcos; Todos 0S porcos
pesados; Necropsia a todos os porcos; Lesdes
grosseiras notadas, com énfase colocada em
ictero e Ulceras gastricas; Pulmdes avaliados
para lesbdes; Amostras de tecido frescas e fixas
em formalina guardadas; Fase em vida do estudo

completada

Apds a conclusdo da fase em vida do estudo, os tecidos
fixos em formalina foram examinados por Imuno-histoquimica (IHC)
para deteccdo de antigénio de PCV2, por um patologista, as
amostras de sangue foram avaliadas para serologia de PCV2, as
amostras de esfregacos nasais foram avaliadas para libertacao de
PCV2 e o ganho de peso didrio médio (ADWG) foi determinado do

Dia 24 ao Dia 49.

Os animais foram alojados no primeiro local de estudo, em
gaiolas individuais, em cinco salas desde o nascimento até,

aproximadamente, 11 dias de idade (aproximadamente, Dia 0 do
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estudo). Cada sala era idéntica em disposicdo e consistia de
gaiolas de aco 1inoxidédvel individuais empilhadas, com ar
aquecido e filtrado proporcionado separadamente a cada unidade
de isolamento. Cada sala tinha aquecimento e ventilacao
separados prevenindo, desse modo, a contaminacdo cruzada de ar
entre salas. No segundo local de estudo, os animais foram
alojados em dois edificios diferentes. O Grupo 9 (0O grupo de
controlo negativo Estrito) foi alojado separadamente num
edificio de acabamento convertido e os Grupos 1-8 foram alojados
em edificio de criacdo convertido. Cada grupo foi alojado numa
pocilga separada (11-12 porcos por pocilga) e cada pocilga
proporcionava, aproximadamente, 3,0 pés quadrados por porco.
Cada pocilga estava num piso elevado, com pavimentos de ripas de
plastico. Um poco debaixo das pocilgas servia como um tangque de
retengdo para excremento e desperdicio. Cada edificio tinha os
seus préprios sistemas de aquecimento e ventilacdo separados,
com pouca probabilidade de contaminacdo cruzada de ar entre

edificios.

No primeiro local de estudo, os leitdes foram alimentados
com uma racao de leite, especialmente formulada desde o
nascimento até, aproximadamente, 3 semanas de idade. Todos o0s
leitbdes estavam a consumir racdo mista sdélida, especial, até ao
Dia 19 (aproximadamente, 4 % semanas de idade). No segundo local
de estudo, todos os leitdes eram alimentados com uma racado mista
comercial nado medicada personalizada, apropriada para a sua
idade e peso, ad libitum. A &gua em ambos os locais de estudo

também estava disponivel ad I1ibitum.

Todos o0s porcos de teste foram tratados com Vitamina E no
Dia -2, com injeccgdes de ferro no Dia -1 e com NAXCEL® (1,0 mL,

IM, nas fossas popliteais alternadas) nos Dias 16, 17, 18 e 19.
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Além disso, o Porco N2 52 (Grupo 9) foil tratado com uma injeccgéo
de ferro no Dia 3, o Porco 45 (Grupo 6) foi tratado com uma
injeccdo de ferro no Dia 11, o Porco N¢ 69 (Grupo 8) foi tratado
com NAXCEL® no Dia 6, o Porco N¢ 74 (Grupo 3) foi tratado com
dexametazona e penicilina no Dia 14 e o Porco N¢ 51 (Grupo 1)
®

foi tratado com dexametazona e penicilina no Dia 13 e com NAXCEL

no Dia 14, por diversas razdes de saude.

Enquanto em ambos os locais de estudo, o0s porcos estavam
sob cuidado veterindrio. Os exames de saude animal foram
conduzidos no Dia 0 e foram registados no Formuldrio de Registo
de Exame de Saude. Antes da vacinacdo, todos os animais estavam
de Dboa saude e estado nutricional, como determinado por
observacdo no Dia 0. Antes do estimulo, todos os animais de
teste foram observados como estando de boa saude e estado
nutricional. As carcacas e tecidos foram eliminados por entrega.
A eliminacdoc final dos animais de estudo foi registada no

Registo de Eliminacdo Animal.

No Dia 0, os porcos atribuidos aos Grupos 1-6 receberam
1,0 mL de Vacinas 1-6 de PCV2, respectivamente, IM na regiao
esquerda do pescoco, utilizando uma seringa Luer-lock de 3,0 mL
estéril e uma agulha 20 g x %" estéril. Os porcos atribuidos ao
Grupo 7 receberam 2,0 mL de Vacina N¢ 7 de PCVZ2, IM na regiao
esquerda do pescoc¢o, utilizando uma seringa Luer-lock de 3,0 mL
estéril e uma agulha 20 g x %” estéril. No Dia 14, os porcos
atribuidos ao Grupo 7 receberam 2,0 mL de Vacina N¢ 7 de PCV2,
IM na regidao direita do pescocgo, utilizando uma seringa

Luer—-lock de 3,0 mL estéril e uma agulha 20 g x %" estéril.

No Dia 21, todos os porcos de teste receberam 2,0 mL de

KLH/ICFA, IM na regido da fossa poplitea direita, utilizando uma
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seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e uma agulha 20 g x 1”7
estéril. No Dia 27, todos os porcos de teste receberam 2,0 mL de
KLH/ICFA, na regido da fossa poplitea esquerda, utilizando uma
seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e wuma agulha 20 g x 1”7

estéril.

No Dia 24, os porcos atribuidos aos Grupos 1-8 receberam
1,0 mLL de material de estimulo de ISUVDL de PCV2 (5,11 1logig
TCIDsp/mL), IM na regido esquerda do pescog¢o, utilizando uma
seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e uma agulha 20 g x 1”7
estéril. 1,0 mL adicional do mesmo material foi administrado,
IN, a cada porco (0,5 mL por narina), utilizando uma seringa

Luer—-lock de 3,0 mL estéril e canula nasal.

Os porcos de teste foram observados diariamente para saude
global e eventos adversos no Dia -4 e do Dia 0 ao Dia 19. As
observacdes foram registadas no Registo de Observacgdo Clinica.
Todos o0s porcos de teste foram observados do Dia 0 ao Dia 7 e o
Grupo 7 foi ainda observado do Dia 14 ao 21, para reacgdes de
local de injeccgdo. O ganho de peso diario médio foi determinado
pelo peso de cada porco numa balanga calibrada nos Dias -3, 24 e
49, ou no dia em que um porco fosse encontrado morto apds
estimulo. Os pesos corporais foram registados no Formuldrio de
Peso Corporal. Os pesos corporais do Dia -3 foram utilizados
para bloquear os porcos antes da aleatorizacdao. Os dados de peso
do Dia 24 e Dia 49 foram utilizados para determinar o ganho de
peso didrio médio (ADWG) para cada porco, durante estes
intervalos de tempo. Para 0Ss porcos gque morreram apds estimulo e
antes do Dia 49, o ADWG foi ajustado para representar o ADWG do

Dia 24 ao dia da morte.
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De modo a determinar a serologia de PCV2, foil recolhido
sangue venoso total de cada leitdo do seio venoso orbital nos
Dias -3 e 14. Para cada leitdo, o sangue foi recolhido do seio
venoso orbital pela insercdo de um tubo capilar estéril na
comissura palpebral medial de um dos o©lhos e drenagem de,
aproximadamente, 3,0 mL de sangue total para dentro de um Tubo
Separador de Soro de 4,0 mL (SST). Nos Dias 24, 31 e 49, o
sangue venoso total de cada porco foi recolhido da veia cava
anterior utilizando uma agulha estéril Vacutainer 18 g x 1 »”
(Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nova Jérsia), um
suporte de agulhas Vacutainer e um SST de 13 mL. As recolhas de
sangue, em cada intervalo de tempo, foram registadas no Registo
de Recolha de Amostras. O sangue em cada SST foi deixado
coagular, cada SST foi, depois, centrifugado e o soro recolhido.
O soro recolhido foi transferido para um tubo com tampa de
encaixe estéril e armazenado a -70+ 10° C até ser testado numa
data wulterior. As amostras de soro foram testadas para a

presenca de anticorpos de PCV2 por pessoal de BIVI-R&D.

Os porcos foram observados uma vez por dia, do Dia 20 ao
Dia 49, para sintomas clinicos e as observagdes clinicas foram

registadas no Registo de Observacdo Clinica.

Para testar para libertacdo nasal de PCV2, nos Dias 24, 25
e, depois, de dois em dois dias de estudo numerados até e
incluindo o Dia 49, um esfregaco de dacron estéril foi inserido
intranasalmente na narina esquerda ou direita de cada porco (um
esfregaco por porco) tado assepticamente como possivel, mexido
durante alguns segundos e, depois, removido. Cada esfregaco foi,
depois, colocado num UuUnico tubo com tampa de encaixe estéril
contendo 1,0 mL de meios de EMEM com IFBS a 2%, 500 unidades/mL

de Penicilina, 500 pg/mL de Estreptomicina e 2,5 pg/mL de
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Fungizona. O esfregaco foil partido no tubo e o tubo com tampa de
encaixe foi wvedado e rotulado apropriadamente com numero de
animal, numero de estudo, data de recolha, dia de estudo e
“esfregagco nasal”. 0Os tubos com tampa de encaixe vedados foram
armazenados a -40 + 10 °C até serem transportados, de um dia
para o outro, sobre gelo para BIVI-St. Joseph. As recolhas de
esfregacos nasais foram registadas no Formuldrio de Recolha de
Amostras de Esfregacos Nasais. A BIVI-R&D conduziu os testes de
isolamento de virus (VI) quantitativo para PCV2 nas amostras de
esfregacos nasais. Os resultados foram expressos em valores de
logip. Um wvalor de 1,3 log, ou inferior, foi considerado negativo

e qualquer valor superior a 1,3 log foi considerado positivo.

Os porcos que morreram (N° 28, 52, 56, 69, 82 e 93) no
primeiro local de estudo foram necropsiados para o nivel
necessario para determinar um diagndéstico. As lesdes grosseiras
foram registadas e nao foram retidos tecidos para estes porcos.
No segundo local de estudo, o0s porcos que morreram antes do Dia
49 (N 45, 23, 58, 35), os porcos encontrados mortos no Dia 49
antes da eutandsia (N° 2, 43) e os porcos eutanasiados no Dia 49
foram necropsiados. Quaisquer lesbes grosseiras foram anotadas e
as percentagens de lobos pulmonares com lesbes foram registadas

no Formuldrio de Relatdrio de Necropsia.

De cada dos 103 porcos necropsiados no segundo local de
estudo, uma amostra de tecido de amigdala, pulmé&o, coracao,
figado, ndédulo linfatico mesentérico, rim e nddulo 1linfético
inguinal, foi colocada num uUnico recipiente com formalina a 10%
tamponada; enguanto outra amostra de tecido dos mesmos d&rgéos
mencionados acima foi colocada num Whirl-pak (M-Tech Diagnostics
Ltd., Thelwall, RU) e cada Whirl-pak foi colocado sobre gelo.

Cada recipiente foi devidamente rotulado. As recolhas de

87



amostras foram registadas no Formuldrio de Relatdrio de
Necropsia. Depois, as amostras de tecido fixas em formalina e um
Formuldrio de Pedido de Diagndéstico foram submetidos para testes
de IHC. Os testes de IHC foram conduzidos de acordo com OS
processos laboratoriais ISU padrédo para recepgao de amostras,
preparagdo de amostras e laminas e técnicas de coloragdo. Os
tecidos frescos em Whirl-pak foram enviados com sacos de gelo
para a Monitorizacdo de Estudo para armazenamento (-70° + 10 °C)
e possivel utilizacdo futura. Os tecidos fixos em formalina
foram examinados por um patologista para deteccdo de PCV2 por

IHC e pontuados utilizando o seguinte sistema de pontuacéo:

0 = Nenhum; 1 = Coloracao positiva escassa, poucos locais;
2 = Coloracéo positiva moderada, multiplos locais; e
3 = Coloracao positiva abundante, difusa por todo o tecido.

Devido ao facto de gque o patologista ndo pdde diferenciar
positivamente LN inguinal de LN mesentérico, os resultados para
estes tecidos foram simplesmente rotulados como Nédulo Linfético
e a pontuacdao dada foi a pontuacdo mais elevada para cada dos

dois tecidos por animal.

Resultados

Os resultados para este exemplo sé&o dados abaixo. Importa
notar gque um porco do Grupo 9 morreu antes do Dia 0 e mais
5 porcos morreram apds vacinacdo (1 porco do Grupo 4; 1 porco do
Grupo 6; 2 porcos do Grupo 8; e 1 porco do Grupo 9). O exame
post mortem indicou que todos o0s seis morreram devido a
infecgcdes subjacentes gque nao estavam associadas a vacinacdo ou
PMWS. Além disso, nao foram notados eventos adversos ou reaccgdes

de local de injecgdo com quaisguer grupos.
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Os resultados de ganho de peso didrio médio (ADWG) séo
apresentados abaixo na Tabela 6. O Grupo 9, o grupo de controlo
negativo estrito, teve o ADWG mais elevado (1,06 + 0,17 1lb/dia),
seguido do Grupo 5 (0,94 + 0,22 1lb/dia), o qual recebeu uma dose
de 8 ng de rORF2. O Grupo 3, o qual recebeu uma dose de pg de
vORF2, teve o ADWG mais baixo (0,49 + 0,21 1lb/dia), seguido do
Grupo 7 (0,50+ 0,15 1lb/dia), o qual recebeu 2 doses de vacina

inactivada.

Tabela 6. SumArio de Ganho de Peso Didrio Médio (ADWG) de

Grupo
Grupo Tratamento N ADWG - 1b/dia (Dia 24 ao
Dia 49) ou ajustado para
porcos mortos antes do Dia 29
1 VORFZ - 16 pg (1 dose) | 12 0,87 = 0,29 1b/dia
2 vVORF2 - 8 pg (1 dose) 12 0,70 £+ 0,32 1lb/dia
3 VORF2 - 4 npg (1 dose) 12 0,49 + 0,21 1lb/dia
4 rORF2 - 16 pg (1 dose) | 11 0,84 =+ 0,30 1b/dia
5 rORF2 - 8 ng (1 dose) 12 0,94 + 0,22 1lb/dia
6 rORF2 - 4 ng (1 dose) 11 0,72 + 0,25 1lb/dia
7 KV (2 doses) 12 0,50 =+ 0,15 1b/dia
8 Controlos de Estimulo 10 0,76 =+ 0,19 1b/dia
9 Controlos Negativos 11 1,06 + 0,17 1b/dia
Estritos

vORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; virus de célula intacta morto = virus PCV2 cultivado em

cultura celular adequada
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Os resultados de serologia de PCV2 sao apresentados abaixo
na Tabela 7. Todos 0s nove Jgrupos eram seronegativos para PCV2
no Dia -3. No Dia 14, os Grupos recebendo vacinas de vORF2
tiveram os titulos mais elevados, o0s quais variaram de 187,5 a
529,2. 0Os porcos recebendo vacina viral morta tiveram os titulos
mais elevados seguintes, seguidos dos grupos recebendo vacinas
de rORF2. Neste momento, os Grupos 8 e 9 permaneceram
seronegativos. No Dia 24 e Dia 31, os porcos recebendo vacinas
de vORF2 continuaram a demonstrar uma forte resposta seroldgica,
seguidos de perto pelo grupo que recebeu duas doses de uma
vacina viral morta. Os porcos recebendo vacinas de rORF2 foram
mais lentos a responder serologicamente e os Grupos 8 e 9
continuaram a permanecer seronegativos. No Dia 49, o0s porcos
recebendo wvacina de vORF2, 2 doses da vacina viral morta e a
dose mais baixa de rORF2 demonstraram as respostas seroldgicas
mais fortes. Os porcos recebendo 16 ung e 8 pg de vacinas de
rORF2 tinham titulos de IFA ligeiramente mais elevados do que os
controlos de estimulo. O Grupo 9 no Dia 49 demonstrou uma forte

resposta seroldgica.

Tabela 7. Sumdrio de Titulos de IFA de PCV2 de Grupo

TITULO MEDIO DE IFA

Grupo Tratamento Dia -3 Dia |Dia 24 Dia Dia
14 31** 4O***
1 vORF2 - 16 pg (1 dose) 50,0 529,2 14400,0(| 7866,7 [11054,5
2 vORF2 - 8 png (1 dose) 50,0 500,0 |3466,7| 6800,0 (10181, 8
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(continuacao)

TITULO MEDIO DE IFA

Grupo Tratamento Dia -3 Dia |Dia 24 Dia Dia

14 31** 49x*x
3 vORF2 - 4 pg (1 dose) 50,0 187,5|1133,3| 5733,3 | 9333, 3
4 rORF2 - 16 pg (1 dose) 50,0 95,5 |1550,0| 3090,9 | 8000,0
5 rORF2 - 8 pg (1 dose) 50,0 75,0 | 887,5 | 2266,7 | 7416,7
6 rORF2 - 4 pg (1 dose) 50,0 50,0 | 550,0 | 3118,2 [10570,0
7 KV (2 doses) 50,0 204,2 |3087,5| 4620,8 | 8680,0
8 Controlos de Estimulo 50,0 55,0 50,0 50,0 5433, 3
9 Controlos Negativos 50,0 59,1 59,1 54,5 6136,4

Estritos

VvORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; virus de célula intacta morto = virus PCV2 cultivado em
cultura celular adequada

*Para fins de calculo, um titulo de IFA <100 foi designado como um
titulo de “50”; um titulo de IFA 26400 foi designado como um titulo de
“12800"7,

**Dia de Estimulo

***Dia de Necropsia

Os resultados das observacdes clinicas pds—-estimulo séo
apresentados abaixo na Tabela 8. Este sumdrio de resultados
inclui observacdes para Comportamento  Anormal, Respiracéao
Anormal, Tosse e Diarreia. A Tabela 9 inclui os resultados do
Sumdrio de Incidéncia Global de Grupo de Sintomas Clinicos e a
Tabela 10 inclui resultados do Sumdrio de Taxas de Mortalidade
de Grupo Pdés-estimulo. O sintoma clinico mais comum notado neste

estudo foi o comportamento anormal, o qual foi pontuado como
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letargia branda a grave. Os porcos recebendo a 2 doses mais
baixas de vORF2, porcos recebendo 16 pg de ©rORF2 e porcos
recebendo 2 doses de vacina de KV, tinham taxas de incidéncia de
2 27,3%. Os porcos recebendo 8 pg de rORF2 e o grupo de controlo
negativo estrito nédo tiveram comportamento anormal. Nenhum dos
porcos neste estudo demonstrou gqualquer respiracdo anormal. A
tosse foi notada, frequentemente, em todos os grupos (0 a 25%),
como foi a diarreia (0-20%). ©Nenhum dos sintomas clinicos

notados era patognoménico para PMWS.

A  incidéncia global de sintomas c¢linicos wvariou entre
grupos. Os grupos recebendo qualguer das vacinas de vVvORF2, o
grupo recebendo 16 pg de rORF2, o grupo recebendo 2 doses de
vacina de KV e o grupo de controlo de estimulo tiveram a
incidéncia mais elevada de sintomas clinicos globais (236,4%). O
grupo de controlo negativo estrito, o grupo recebendo 8 pg de
rORF2 e o grupo recebendo 4 pg de rORF2 tiveram taxas de
incidéncia global de sintomas c¢linicos de 0%, 8,3% e 9,1%,

respectivamente.

As taxas de mortalidade global entre grupos também
variaram. O grupo recebendo 2 doses de vacina de KV teve a taxa
de mortalidade mais elevada (16,7%); enquanto os grupos gue
receberam 4 ng de vORF2, 16 png de rORF2 ou 8 pg de rORF2 e o
grupo de controlo negativo estrito tiveram todos 0% de taxa de

mortalidade.
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Tabela 8. Sumdrio de Observagdes de Grupo para Comportamento

Anormal, Respiragdo Anormal, Tosse e Diarreia

Grupo Tratamento N |Comportamento|Comportamento Tosse’ Diarreia’
Anormal’ Anormal?
1 vORF2 — 16 ug|1l2| 2/12 (16,7% 0/12 (0%) 3/12 2/12
(1 dose) (25%) (16/7%)
2 vORF2 - 8 ug (12| 4/12 (33,3%) 0/12 (0%) 1/12 1/12
(1 dose) (8,3% (8,3%)
3 vORF2 — 4 ug |12| 8/12 (66,7%) 0/12 (0%) 2/12 1/12
(1 dose) (16,7%) (8,3%)
4 rORF2 - 16 ug (11| 3/11 (27,3%) 0/11 (0%) - 0/11 2/11
(1 dose) (0%) (18,2%)
5 rORF2 - 8 ug |12 0/12 (0%) 0/12 (0%) 1/12 0/12 (0%)
(1 dose) (8,3%)
6 rORF2 - 4 nug [11| 1/11 (9,1%) 0/11 (0%) 0/11 0/12 (0%)
(1 dose) (0%)
7 KV (2 doses) |12| 7/12 (58,3) 0/12 (0%) 0/12 1/12
(0%) (8,3%)
8 Controlos de |10| 1/10 (10%) 0/10 (0%) 2/10 2/10
Estimulo (20%) (20%)
9 Controlos 11 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 0/11 (0%)
Negativos (0%)
Estritos
vORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; virus de célula intacta morto = virus PCV2 cultivado em

cultura celular adequada
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‘Numero total de porcos em cada grupo que demonstrou qualquer
respiragdo anormal durante, pelo menos, um dia

Numero total de porcos em cada grupo que demonstrou uma tosse durante,
pelo menos, um dia

‘Numero total de porcos em cada grupo que demonstrou diarreia durante,

pelo menos, um dia

Tabela 9. Sumdrio de Incidéncia Global de Grupo de Sintomas

Clinicos
Grupo Tratamento N |Incidéncia de porcos com Taxa de
Sintomas Clinicos® Incidéncia
1 VORF2 - 16 ug 12 5 41,7%
(1 dose)
2 vORF2 - 8 ug 12 5 41,7%
(1 dose)
3 vORF2 - 4 ug 12 8 66,7%
(1 dose)
4 rORF2 - 16 ug 11 4 36,4%
(1 dose)
5 rORFZ2 - 8 ug 12 1 8,3%
(1 dose)
6 rORF2 - 4 ug 11 1 9,1%
(1 dose)
7 KV (2 doses) 12 7 58, 3%
8 Controlos de 10 4 40%
Estimulo
9 Controlos 11 0 0%
Negativos
Estritos

VvORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; virus de célula intacta morto = virus PCV2 cultivado em

cultura celular adequada
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'Numero total de porcos em cada grupo que demonstrou qualquer sintoma

clinico durante, pelo menos, um dia

Tabela 10. Sumdrio de Taxas de Mortalidade de Grupo

Pbés—estimulo

Grupo Tratamento N Morte Pés-— Taxa de
estimulo Mortalidade
1 VvORF2 - 16 pg (1 dose) 12 1 8,3%
2 vORF2 - 8 ng (1 dose) 12 1 8,3%
3 vORF2 - 4 ng (1 dose) 12 0 0%
4 rORF2 - 16 pg (1 dose) 1 0 0%
5 rORF2 - 8 png (1 dose) 12 0 0%
6 rORF2 - 4 ng (1 dose) 11 1 9,1%
7 KV (2 doses) 12 2 16,7%
8 Controlos de Estimulo 10 1 10%
9 Controlos Negativos 11 0 0%
Estritos

vORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; virus de célula intacta morto = virus PCV2 cultivado em

cultura celular adequada

Os resultados de libertacdo nasal de PCV2 sao apresentados
abaixo na Tabela 11. Apds estimulo no Dia 24, 1 porco no Grupo 7
comecou a libertar PCV2 no Dia 27. Nenhum dos outros grupos
sentiu libertacdo até ao Dia 33. O grosso da libertacdo nasal
foi notado do Dia 35 ao Dia 45. Os grupos recebendo qualguer das

trés vacinas de VORF2 e o0s grupos recebendo 4 ou 8 pg de rORF2
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tiveram a incidéncia mais baixa de libertacdo nasal de PCV2
(£ 9,1%). O grupo de controlo de estimulo (Grupo 8) teve a taxa
de libertacdo mais elevada (80%), seguido do grupo de controlo
negativo estrito (Grupo 9), o qual teve uma taxa de incidéncia

de 63,6%.

Tabela 11. Sumdrio de 1Incidéncia de Grupo de Libertacgédo

Nasal de PCV2

Grupo Tratamento N N2 de porcos que Taxa de
libertaram durante, Incidéncia
pelo menos, um dia

1 vORF2 - 16 ug 12 1 8,3%
(1 dose)

2 vORF2 - 8 ug 12 1 8,3%
(1 dose)

3 vORF2Z2 - 4 ug 12 1 8, 3%
(1 dose)

4 rORF2 — 16 ug 11 2 18,2%
(1 dose)

5 rORF2 - 8 ug 12 1 8,3%
(1 dose)

6 rORF2 - 4 ug 11 1 9,1%
(1 dose)

7 KV (2 doses) 12 5 41,7%

8 Controlos de 10 8 80%
Estimulo

9 Controlos Negativos | 11 7 63, 6%
Estritos
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VORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por Dbaculovirus
recombinante; virus de célula intacta morto = virus PCV2 cultivado em

cultura celular adequada

O Sumdrio de Incidéncia de Grupo de Ictero, Incidéncia de
Grupo de Ulceras Gastricas, Pontuacdes de Lesdes Pulmonares
Médias de Grupo e Incidéncia de Grupo de Lesdes Pulmonares ¢é
mostrado abaixo na Tabela 12. Seis porcos morreram nNO pPrimeiro
local de teste, durante a fase de pds-vacinacdo do estudo
(Grupo 4, N=1; Grupo 6, N=1; Grupo 8, N=2; Grupo 9, N=2). Quatro
em seis porcos tiveram lesdes fibrinosas em uma ou mais
cavidades corporais, um porco (Grupo 6) teve lesdes consistentes
com doenga clostridiana e um porco (Grupo 9) ndo teve 1lesdes
grosseiras. Nenhum dos porcos que morreu durante a pds-vacinacédo

faseada do estudo teve lesdes consistentes com PMWS.

Os porcos que morreram pds—-estimulo e 0s porcos
eutanasiados no Dia 49 foram necropsiados. Na necropsia, ictero
e Ulceras gastricas ndo estavam presentes em qualquer grupo. Com
respeito a % médias de lesdes pulmonares, o Grupo 9 teve a %
média mais baixa de lesdes pulmonares (0%), seguido do Grupo 1,
com 0,40 + 0,50% e Grupo 5, com 0,68 + 1,15%. Os Grupos 2, 3, 7
e 8 tiveram a % média mais elevada de lesbes pulmonares
(2 7,27%). Cada destes quatro grupos continha um porco com % de
lesbes pulmonares =271,5%, a qual enviesou superiormente o0s
resultados para estes quatro grupos. Com a excepcao do Grupo 9,
com 0% de 1lesdes pulmonares notadas, o0s restantes 8 grupos
tiveram < 36% de lesbGes pulmonares. Quase todas as lesles

pulmonares notadas foram descritas como vermelhiddo/purpura e

consolidadas.
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Tabela 12. Sumidrio de Incidéncia de Grupo de Ictero,
Incidéncia de Grupo de Ulceras Gastricas, % Média de Pontuagdes
de Lesdes Pulmonares de Grupo e Incidéncia de Grupo de Lesdes

Pulmonares Notadas

Grupo Tratamento Ictero Ulceras % Média de Incidéncia de
Gastricas Lesdes Lesdes
Pulmonares Pulmonares
Notadas
1 vORF2 - 16 ng 0/12 0/12 (0%)| 0,40 + 0,50% 10/12 (83%)
(1 dose) (0%)
2 vORF2 - 8 ug 0/12 0/12 (0%)]| 7,41 + 20,2% 10/12 (83%)
(1 dose) (0%)
3 vORF2-4 nug (1 0/12 0/12 (0%)] 9,20 = 20,9% 10/12 (83%)
dose) (0%)
4 rORF2 - 16 ug 0/11 0/1 (0%) 1,5 = 4,74% 4/11 (36%)
(1 dose) (0%)
5 rORF2 - 8 ug 0/12 0/12 (0%)| 0,68 + 1,15% 9/12 (75%)
(1 dose) (0%)
6 rORF2 - 4 ug 0/11 0/11 (0%)| 2,95 + 5,12% 7/11 (64%)
(1 dose) (0%)
7 KV (2 doses) 0/12 0/12 (0%)]| 7,27 + 22,9% 9/12 (75%)
(0%)
8 Controlos de 0/10 0/10 (0%)| 9,88 = 29,2% 8/10 (80%)
Estimulo (0%)
9 Controlos 0/11 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%)
Negativos (0%)
Estritos

VvORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada
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O Sumdrio dos Resultados de Incidéncia Positiva de IHC de
Grupo ¢é mostrado na Tabela 13. O Grupo 1 (vORF2 - 16 pg) e o
Grupo 5 (rORF2 - 8 pg) tiveram a taxa mais baixa de resultados
positivos de IHC (16,7%). O Grupo 8 (Controlos de Estimulo) e o
Grupo 9 (Controlos Negativos Estritos) tiveram a taxa mais
elevada de resultados positivos de IHC, 90% e 90, 9%,

respectivamente.

Tabela 13. Sumario de Taxa de Incidéncia Positiva de IHC de

Grupo
Grupo Tratamento N N2 de porcos que Taxa de
tiveram, pelo menos, Incidéncia
um tecido positivo
para PCV2
1 vORF2 - 16 ug 12 2 16,7%
(1 dose)
2 vORF2 - 8 ug 12 3 25,0%
(1 dose)
3 vORF2 - 4 ug 12 8 66,7%
(1 dose)
4 rORF2 - 16 ug 11 4 36,3%
(1 dose)
5 rORF2 - 8 ug 12 2 16,7%
(1 dose)
6 rORF2 - 4 nug 11 4 36,4%
(1 dose)
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(continuacao)

Grupo Tratamento N N¢ de porcos que Taxa de
tiveram, pelo menos, Incidéncia

um tecido positivo

para PCV2
7 KV (2 doses) 12 5 41, 7%
8 Controlos de 10 9 90,0%
Estimulo
9 Controlos 11 10 90, 9%

Negativos Estritos

VvORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada

Pés-estimulo, Grupo 5, o qual recebeu uma dose de 8 ug de
antigénio de rORF2, superou os outros 6 grupos de vacina. O
Grupo 5 teve o ADWG mais elevado (0,94 + 0,22 1b/dia), a
incidéncia mais baixa de comportamento anormal (0%), a segunda
incidéncia mais baixa de tosse (8,3%), a incidéncia mais baixa
de sintomas clinicos globais (8,3%), a taxa de mortalidade mais
baixa (0%), a taxa de libertacdo nasal mais baixa de PCV2
(8,3%), a segunda taxa mais baixa para % média de lesdes
pulmonares (0,68 + 1,15%) e a taxa de incidéncia mais baixa para
tecidos positivos (16,7%). Os grupos recebendo diversos niveis
de antigénio de rORF2 superaram globalmente os grupos recebendo
diversos niveis de vORF2 e o grupo recebendo 2 doses de vacina

de PCV2 de célula intacta morta teve o pior desempenho. As

Tabelas 14 e 15 contém sumarios de dados de pds—-estimulo de

grupo.
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Tabela 14. Sumdrio de Dados de Pés-estimulo de Grupo -
Parte 1
Grupo | N Tratamento ADWG Comportamento | Tosse | Incidéncia
(lb/dia) Anormal Global de
Sintomas
Clinicos
1 12 vORF2Z — 0,87 = 0,29 2/12 (16,7%) 3/12 41, 7%
16 ng (25%)
(1 dose)
2 12 vORF2 - 0,70 + 0,32 4/12 (33,3% 1/12 41, 7%
8 ug (8,3%
(1 dose)
3 12 vORF2 — 0,49 = 0,21 8/12 (66,7%) 2/12 66, 7%
4 ug (16,7%
(1 dose)
4 11 rORF2 - 0,84 = 0,30 3/11 (27,3%) 0/11 36,4%
16 pg (0%)
(1 dose)
5 12 rORF2 - 0,94 £ 0,22 0/12 (0%) 1/12 8,3%
8 ug (8,3%
(1 dose)
6 11 rORF2 - 0,72 + 0,25 1/11 (9,1% 0/11 9,1%
4 ng (0%)
(1 dose)
7 12 KV 0,50 £ 0,15 7/12 (58,3) 0/12 58, 3%
(2 doses) (0%)
8 10 Controlos 0,76 + 0,19 1/10 (10%) 2/10 40%
de Estimulo (20%
9 11| Controlos 1,06 £ 0,17 0/11 (0%) 0/11 0%
Negativos (0%)
Estritos
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VORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por Dbaculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada

Tabela 15. Sumdrio de Dados de Pés-estimulo de Grupo -

Parte 2
Grupo| N |Tratamento Taxa de Libertagdo| % Média de Taxa de
Mortalidade Nasal Lesdes Incidéncia
Pulmonares de, pelo
menos, um
tecido de
IHC positivo
para PCV2
1 12| vORF2 - 8,3% 8,3% 0,40 £ 0,50% 16,7%
16 ng
(1 dose)
2 12| vORF2 - 8,3% 8,3% 7,41 £ 20,2% 25,0%
8 ng
(1 dose)
3 12| vORF2 - 0% 8,3% 9,20 + 20,9% 66, 7%
4 ng
(1 dose)
4 11| rORF2 - 0% 18,2% 1,50 £ 4,74% 36,3%
16 ng
(1 dose)
5 12[rORF2-8 ug 0% 8,3% 0,68 £ 1,15% 16,7%
(1 dose)
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(continuacao)

Grupo| N |Tratamento Taxa de Libertagdo| % Média de Taxa de
Mortalidade Nasal Lesdes Incidéncia
Pulmonares de, pelo
menos, um
tecido de
IHC positivo
para PCV2
6 11| rORF2 - 9,1% 9,1% 2,95 + 5,12% 36,4%
4 pg
(1 dose)
7 12 KV 16,7% 41,7% 7,27 = 22,9% 41,7%
(2 doses)
8 10| Controlos 10% 80% 9,88 = 29,2% 90, 0%
de
Estimulo
9 11| Controlos 0% 63, 6% 0/11 (0%) 90, 9%
Negativos
Estritos

vORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2 = ORF2Z expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada

Os resultados deste estudo indicam que todos os esforcgos
vacinais adicionais se devem focar numa vacina de rORF2.
Globalmente, a libertacéo nasal de PCV2 foi detectada
poés—-estimulo e a vacinacdo com uma vacina de PCV2 resultou numa
reducdo da libertacdo. A imuno-histogquimica de tecidos linfdéides
seleccionados, também serviu como um bom pardmetro para a

eficdcia wvacinal, enquanto que grandes diferencas em ADWG,
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sintomas clinicos e lesdes grosseiras nédo foram detectadas entre
grupos. Este estudo foi complicado pelo facto de que o PCV2
estranho foi introduzido num determinado momento durante o
estudo, como evidenciado pela libertacdo nasal de PCV2,
seroconversédo de PCV2 e tecidos de IHC positivos no Grupo 9, o

grupo de controlo negativo estrito.

Discussao

Sete vacinas de PCV2 foram avaliadas neste estudo, o qual
incluiu trés niveis de dose de antigénio de vVvORF2 diferentes,
administrado uma vez no Dia 0, trés niveis de dose de antigénio
de rORF2 diferentes, administrado uma vez no Dia 0 e um nivel de
dose de wvacina de PCV2 de célula intacta morta, administrada no
Dia 0 e Dia 14. Globalmente, o Grupo 5, o qual recebeu 1 dose de
vacina contendo 8 pg de antigénio de rORF2, teve os melhores
resultados. O Grupo 5 teve o ADWG mais elevado, a incidéncia
mais baixa de comportamento anormal, a incidéncia mais baixa de
respiragdo anormal, a segunda incidéncia mais baixa de tosse, a
incidéncia mais baixa de sintomas c¢linicos globais, a taxa de
mortalidade mais baixa, a taxa de libertacdo nasal de PCV2 mais
baixa, a segunda taxa mails Dbaixa para % média de lesdes

pulmonares e a taxa de incidéncia mais baixa para tecidos de IHC

positivos.

Interessantemente, o Grupo 4, o qgqual recebeu uma dose de
antigénio de rORF2 mais elevada do que o Grupo 5, nado teve um
desempenho tdo bom ou melhor do que o Grupo 5. O Grupo 4 teve um
ADWG ligeiramente inferior, wuma incidéncia mais elevada de
comportamento anormal, uma incidéncia mais elevada de sintomas

clinicos globais, uma taxa de libertacdo nasal de PCV2 mais
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elevada, uma % média mais elevada de lesdes pulmonares e uma
taxa mais elevada para tecidos de IHC positivos do que o0
Grupo 5. A anédlise estatistica, a qual pode ter indicado que as
diferencas entre estes dois grupos ndo eram estatisticamente
significativas, nao foil conduzida nestes dados, mas existiu uma
tendéncia observada de que o Grupo 4 ndo teve um desempenho téo

bom gquanto o Grupo 5.

Apds a vacinagdo, 6 porcos morreram no primeiro local de
estudo. Quatro dos seis porcos eram do Grupo 8 ou Grupo 9, os
quais nao receberam vacina. Nenhum dos seis porcos demonstrou
lesdes consistentes com PMWS, nao foram referidos eventos
adversos e, globalmente, todas as sete vacinas pareceram ser
seguras quando administradas a porcos com, aproximadamente,
11 dias de idade. Durante a fase de pds-vacinacdo do estudo, os
porcos recebendo qualguer dos trés niveis de dose de vacina de
vORF2 ou vacina de célula intacta morta, tiveram os niveis mais
elevados de IFAT, enquanto o Grupo 5 teve o0s niveis mais baixos

de IFAT imediatamente antes do estimulo, dos grupos vacinais.

Embora né&o formalmente provado, acredita-se que a via
predominante de transmissdo de PCV2 a suinos Jjovens pouco depois
do desmame é por contacto oronasal directo e uma vacina eficaz
que reduz a libertacdo nasal de PCVZ num quadro de producao
ajudaria a controlar a propagacao da infeccdo. Os grupos
recebendo um de trés niveis de antigénio de vVvORF2 e o grupo
recebendo 8 pg de rORF2 tiveram a taxa de incidéncia mais baixa
de libertacédo nasal de PCV2 (8,3%). De modo esperado, o grupo de
controlo de estimulo teve a taxa de incidéncia mais elevada de

libertacdo nasal (80%).
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As lesbdes grosseiras em porcos com PMWS secundaria a
infeccdo de PCV2, tipicamente, consistem de linfadenopatia
generalizada, em combinacdo com um ou um multiplo dos seguintes:
(1) pneumonia intersticial com edema interlobular, (2) palidez
cuténea ou ictero, (3) figados atrdéficos mosqueados, (4) uUlceras
gédstricas e (5) nefrite. Na necropsia, ndo foram notados ictero,
hepatite, nefrite e uUlceras géstricas em quaisquer grupos e a
linfadenopatia ndo foi especificamente examinada. A % média de
pontuacdes de 1lesbes pulmonares variou entre grupos. O grupo
recebendo 16 pg de antigénio de vORF2 teve a % média mais baixa
de pontuacao de lesdo pulmonar (0,40 + 0,50%), seguido do grupo
que recebeu 8 ng de rORF2 (0,68 = 1,15%). Como esperado, O grupo

Q

de controlo de estimulo teve a % média mais elevada de pontuacéo
de lesao pulmonar (9,88 + 29,2%). Em todos os quatro grupos, a %
média de pontuacdes de lesdes pulmonares foi elevada, devido a
um porco em cada destes grupos dque teve pontuacdes de lesdes
pulmonares muito elevadas. A maioria das lesdes pulmonares foi
descrita como vermelhiddo/puUrpura e consolidada. Tipicamente,
as lesbes pulmonares associadas a PMWS sao descritas como
castanho-claras e nédo colapséaveis com edema interlobular. As
lesdes pulmonares notadas neste estudo ou ndo estavam associadas
a infeccdo de PCV2 ou pode ter estado presente um segundo agente
infeccioso pulmonar. No contexto deste estudo, a % de pontuacgdes

de lesbes pulmonares provavelmente nao reflecte uma verdadeira

medida da quantidade de infeccé&o pulmonar devido a PCV2.

Outros investigadores demonstraram uma correlacdoc directa
entre a presenca de antigénio de PCV2 por IHC e histopatologia.
A histopatologia em tecidos seleccionados ndo foi conduzida com
este estudo. O Grupo 1 (16 pg de vORFZ2) e o Grupo 5 (8 pg de
rORF2) tiveram a taxa de incidéncia mais baixa de porcos

positivos para antigénio de PCV2 (8,3%), engquanto o Grupo 9 (o
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grupo de controlo negativo estrito - 90,9%) e o Grupo 8 (o grupo
de controlo de estimulo - 90,0%) tiveram as taxas de incidéncia
mais elevadas para porcos positivos para antigénio de PCV2.
Devido a natureza ndo subjectiva deste teste, o0s resultados de
IHC sé&o, provavelmente, um dos melhores parametros para avaliar

a eficédcia vacinal.

Deste modo, foi determinada a Dosagem Minima Protectora
(MPD) de um produto recombinante de 1 mL/L de dose, com
antigénio de ORF2 de PCV2 (rORF2) extraido no modelo de porco de
CDCD perante um estimulo de PCV2. Dos trés grupos que receberam
niveis varidveis de antigénio de <rORF2, o Grupo 5 (8 pg de
antigénio de rORF2) teve, claramente, o nivel mais elevado de
protecgdo. Com respeito a totalidade dos paré@metros examinados,
0 Grupo 5 ou tinha os melhores resultados ou estava empatado
para os resultados mais favoraveis. Quando o Grupo 5 foi
comparado com o0s outros seis grupos vacinais pds-estimulo, o
Grupo 5 teve o ADWG mais elevado (0,94 + 0,22 1b/dia), a
incidéncia mais baixa de comportamento anormal (0%), a segunda
incidéncia mais baixa de tosse (8,3%), a incidéncia mais baixa
de sintomas clinicos globais (8,3%), a taxa de mortalidade mais
baixa (0%), a taxa mais baixa de 1libertacdo nasal de PCV2
(8,3%), a segunda taxa mails baixa para % média de lesdes
pulmonares (0,68 = 1,15%) e a taxa de incidéncia mais baixa para

tecidos de IHC positivos (16,7%).

Foi determinada a MPD de um produto convencional de 1 mL/L
de dose que ¢é antigénio de ORF2 de PCV2 (vORF2) parcialmente
purificado no modelo de porco de CDCD perante um estimulo de
PCV2. Dos trés grupos que receberam niveis varidveis de
antigénio de vORF2, o Grupo 1 (16 pg de vORF2) teve o nivel mais

elevado de proteccédo. O Grupo 1 superou os Grupos 2 e 3 em
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relacdo a ADWG, % média de lesdes pulmonares e IHC. Os Grupos 1
e 2 (8 pg de antigénio de vORF2) tiveram um desempenho igual em
relagcdo a incidéncia global de sintomas clinicos, o Grupo 3
(4 ng de antigénio de vVORF2) teve a taxa de mortalidade mais
baixa e todos o0s trés grupos tiveram um desempenho igual em
relacdo a libertacdo nasal. Globalmente, as vacinas de vORF néo

tiveram um desempenho t&o bom quanto as vacinas de rORF.

Foi determinada a eficdcia de uma dose maxima de uma vacina
de PCV2 Morta Convencional de 2 mL/2 dose no modelo de porco de
CDCD perante um estimulo de PCV2. Das sete vacinas avaliadas
neste estudo, a vacina de PCV2 de célula intacta morta teve o
pior desempenho. Os leitdes recebendo duas doses de vacina de
PCV2 de <célula intacta morta tiveram o ADWG mais baixo, a
segunda taxa mais elevada de comportamento anormal (58,3%), a
segunda 1incidéncia global mais elevada de sintomas clinicos
(58,3%), a taxa de mortalidade mais elevada (16,7%), a segunda
incidéncia mais elevada de libertacdo nasal (41,7%), a % média
mais elevada de lesbes pulmonares (9,88 = 29,2%), uma elevada
incidéncia de 1lesdes pulmonares notadas (75%) e uma taxa de
incidéncia de IHC moderada em tecidos (41,7%). Contudo, era

ainda eficaz a provocar uma resposta imunitaria.

A libertacdo nasal de PCV2 foi avaliada como um parémetro
de eficédcia e os parémetros de eficdcia de PCV2 anteriores de
estudos anteriores foram reconfirmados. Os resultados deste
estudo indicam gque a libertacdo nasal de PCV2 ocorre apds
estimulo intranasal e que as vacinas de PCV2 reduzem a
libertacé&o nasal de PCV2 pds—-estimulo. Além disso, os resultados
deste estudo e referéncias na literatura indicam que a IHC
também deve continuar a ser avaliada em futuros ensaios vacinais

de PCV2.
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Algumas conclusdes adicionais surgindo deste estudo sdo que
a linfadenopatia é um dos tragos distintivos da PMWS. Outro dos
tracos distintivos da PMWS & a deplecdo linféide e histidcitos
multinucleados/gigantes. Além disso, ndo foram notados eventos
adversos ou reacgdes de local de injeccdo para qualquer das
7 vacinas de PCV2 e todas as 7 vacinas de PCV2 pareceram ser

seguras quando administradas a porcos jovens.

EXEMPLO 5

Este exemplo testa a eficdcia de oito vacinas candidatas de
PCV2 e reconfirma os parametros de estimulo de PCV2 de estudos
de estimulo anteriores apds exposicdo a uma estirpe virulenta de
PCV2. Cento e cingquenta (150) 1leitdes privados de colostro
nascidos de cesariana (CDCD), 6-16 dias de idade, foram
blogueados por peso e aleatoriamente divididos em 10 grupos de
igual tamanho. A Tabela 16 expbe a Concepcao Estudo Geral para

este Exemplo.
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Tabela 16. Concepgdo de Estudo Geral

Grupo

Ne de

Porcos

Tratamento

Dia de

Tratamento

KLH/ICFA
no Dia 22

e Dia 28

Estimulo
com PCV2
Virulento

no Dia 25

PRRSV
MLV no
Dia 46

Necropsia

no Dia 50

15

Vacina 1
de PCV2
16 pg de
rORF2 —
IMS 1314

0 & 14

+

15

Vacina 2
de PCV2
16 pg de
vORF2 -

Carbopol

0 & 14

15

Vacina 3
de PCV2
16 pg de
rORF2 —

Carbopol

0 & 14

15

Vacina 2
de PCV2
16 pg de
vORF2 —

Carbopol

15

Vacina 3
de PCV2
4 png de
rORF2 —

Carbopol

0 & 14
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(continuacao)

Grupo | N¢ de

Porcos

Tratamento

Dia de

Tratamento

KLH/ICFA
no Dia 22

e Dia 28

Estimulo
com PCV2
Virulento

no Dia 25

PRRSV
MLV no

Dia 46

Necropsia

no Dia 50

Vacina 3
de PCV2
1 pg de
rORF2 —

Carbopol

0 & 14

+

Vacina 3
de PCV2
0,25 npg de
rORF2 —

Carbopol

0 & 14

Vacina 4
de PVC2,
Kv > 8,0
log -
Carbopol

0 & 14

Controlos
de

Estimulo

N/A

10 15

Nenhum -
Grupo de
Controlo
Negativo

Estrito

N/A

vORF2 = ORF2

recombinante;

viral

KV  ou

isolada;

virus de

rORF2 =

célula

cultivado em cultura celular adequada
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ORF2

intacta

expressa

morto =

por

virus

baculovirus

PCV2




A formulacdo wvacinal dada a cada grupo foi como se segue.
Vacina N¢ 1 de PCV2, administrada a 1 x 2 mL de dose ao Grupo 1,
era uma dose elevada (16 ug/2 mL de dose) de antigénio de ORF2
recombinante inactivado, com o adjuvante IMS 1314 (16 pg de
rORF2 - IMS 1314). Vacina N2 2 de PCV2, administrada a 1 x 2 mL
de dose ao Grupo 2, era uma dose elevada (16 ug/2 mL de dose)
de um antigénio de ORF2 de PCV2 produzido de VIDO R-1
parcialmente purificado, com o adjuvante Carbopol (16 ung de
vORF2 - Carbopol). Vacina N2 3 de PCV2, administrada a 1 x 2 mL
de dose ao Grupo 3, era uma dose elevada (16 ug/2 mL de dose) de
antigénio de ORF2 recombinante inactivado, com o adjuvante
Carbopol (16 pg de rORF2 - Carbopol). Vacina N¢ 4 de PCVZ2,
administrada a 1 x 1 mL de dose ao Grupo 4, era uma dose elevada
(16 ng/1 mL de dose) de um antigénio de ORF2 de PCV2 produzido
de VIDO R-1 parcialmente purificado, com o adjuvante Carbopol
(16 ng de VvORF2 - Carbopol). Vacina N¢ 5, administrada a
1 x 2 mL de dose ao Grupo 5, era uma dose de 4 ug/2 mL de um
antigénio de ORF2 recombinante inactivado, com o adjuvante
Carbopol (4 ng de rORF2 - Carbopol). Vacina N¢ 6 de PCV2,
administrada a 1 x 2 mL de dose ao Grupo 6, era uma dose de
1 ug/2 mL de um antigénio de ORF2 recombinante inactivado, com o
adjuvante Carbopol (1 pg de rORF2 - Carbopol). Vacina N2 7 de
PCV2, administrada a 1 x 2 mL de dose ao Grupo 7, era uma
dose Dbaixa (0,25 pg/2 mL  de dose) de antigénio de ORF2
recombinante inactivado, com o adjuvante Carbopol (0,25 ung de
rORF2 - Carbopol). Vacina N2 8 de PCV2, administrada a 1 x 2 mL
de dose ao Grupo 8, era um antigénio de PCV2 Struve produzido a
partir de VIDO R-1 Morta Convencional Inactivada de dose elevada
(titulo de pré-inactivacdo >8,0 1log/2 mL de dose), com ©O
adjuvante Carbopol ((KV >8,0 1log - Carbopol). No Dia 0, o0s
Grupos 1-8 foram tratados com as suas vacinas atribuidas. Os

Grupos 1-3 e 5-8 receberam reforcos das suas respectivas vacinas
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novamente no Dia 14. A eficacia de uma dose unica de 16 pg de
vORF2 - Carbopol foi testada no Grupo 4, o qual ndo recebeu um
reforgco no Dia 14. Os leitdes foram observados para eventos
adversos e reaccgbes de local de injeccdo apds ambas as
vacinacbes. No Dia 21, os leitdes foram deslocados para um
segundo local de estudo, onde os Grupos 1-9 foram alojados em
grupo num edificio e o Grupo 10 foi alojado num edificio
separado. Todos 0SS porcos receberam hemocianina da lapa
californiana emulsionada com adjuvante incompleto de Freund
(KLH/ICFA), nos Dias 22 e 28. No Dia 25, o0s Grupos 1-9 foram
estimulados com, aproximadamente, 4 log de virus PCV2 virulento.
No Dia 46, tinham ocorrido muito poucas mortes no grupo de
controlo de estimulo. Numa tentativa para imunocestimular os
porcos e aumentar a viruléncia do material de estimulo de PCV2,
todos o0s Grupos foram tratados com INGELVAC® PRRSV MLV (Vacina
Reprodutiva e Respiratéria Porcina, Virus Vivo Modificado), no

Dia 46.

As amostras de sangue pré- e pds-estimulo foram recolhidas
para serologia de PCV2. Foram recolhidos dados de peso corporal
pbés—estimulo para determinacdo de ganho de peso didrio médio
(ADWG) e observacgdes de sinais clinicos. No Dia 50, todos os
porcos sobreviventes foram necropsiados, as lesdes grosseiras
foram registadas, os pulmdes foram pontuados para patologia e os
tecidos seleccionados foram ©preservados em formalina para
examinacdo por Imuno-histoquimica (IHC), para deteccdo de um

antigénio de PCV2 numa data ulterior.
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Materiais e Métodos

Este foi um estudo de exequibilidade de vacinacgdo-estimulo,
de ocultacédo parcial, conduzido em porcos CDCD, 6 a 16 dias de
idade, no Dia 0. A serem incluidos no estudo, os titulos de IFA
de PCV2 de porcas eram < 1:1000. Além disso, o estado seroldgico
das porcas era de uma vara negativa para PRRS conhecida.
Dezasseis (16) porcas foram testadas para o estado seroldgico de
PCV2 e todas as dezasseis (16) tinham um titulo de PCV2 de
< 1000 e foram transferidas para o primeiro local de estudo.
Cento e cinquenta (150) leitdes foram dados a luz por cirurgias
de incisdo cesariana e ficaram disponiveis para este estudo no
Dia -3. No Dia -3, 150 porcos CDCD no primeiro local de estudo
foram pesados, identificados com marcas auriculares, blogueados
por peso e atribuidos aleatoriamente a 1 de 10 grupos, como
exposto acima na tabela 16. Amostras de sangue foram recolhidas
de todos os porcos Se qgqualquer animal de teste cumprindo os
critérios de inclusdo fosse inscrito no estudo e fosse mais
tarde excluido por qualquer razido, o Investigador e Monitor eram
consultados, de modo a determinar a utilizacdo dos dados
recolhidos do animal na anadlise final. Eram documentadas a data
em que o0s leitdes inscritos eram excluidos e a razdo para a
exclusdo. Nao foram excluidas porcas cumprindo os critérios de
inclusao, seleccionadas para o estudo e transportadas para o
primeiro local de estudo. Nédo foram excluidos leitdes do estudo
e nado foram removidos animais de teste do estudo antes do seu
término. A Tabela 17 descreve os periodos de tempo para as

actividades chave deste Exemplo.
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Tabela 17.

Actividades de Estudo

Dia de | Datas Reais |Actividade de Estudo
Estudo
-3 4-04-03 Porcos pesados; exame de saude; aleatorizados
para grupos; amostras de sangue recolhidas
-3, 4-04-03
0-21 4-07-03 a 5-|Observados para salde global e para eventos
27-03 adversos pds—-vacinacgao
0 4-07-03 Respectivos IVP administrados aos Grupos 1-8
0-7 4-07-03 a |Porcos observados para reacgdes de local de
4-14-03 injecgéo
14 4-21-03 Grupos 1-3, 5-8 reforcados com respectivos
IVP; sangue amostrado a todos os porcos
14-21 4-21-03 a |Porcos observados para reacgdes de injeccgédo
4-28-03
19-21 |4-26-03 a 4—-|Todos os porcos tratados com antibidticos
28-03
21 4-28-03 Porcos transportados de Struve Labs, Inc.,
para Veterinary Resources, Inc. (VRI)
22-50 4-28-03 a |Porcos observados para sinais clinicos pds-
5-27-03 estimulo
22 4-29-03 Grupos 1-10 tratados com KLH/ICFA
25 5-02-03 Amostras de sangue recolhidas de todos os
porcos; todos os porcos pesados; Grupos 1-9
estimulados com material de estimulo de PCV2
28 5-05-03 Grupos 1-10 tratados com KLH/ICFA
32 5-09-03 Amostras de sangue recolhidas de todos os

porcos
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(continuacgao)

Dia de | Datas Reais |[Actividade de Estudo

Estudo
46 5-23-03 INGELVAC® PRRS MLV administrada a todos os
grupos
50 5-27-03 Amostras de sangue recolhidas, todos os porcos

pesados e necropsiados; as lesdes grosseiras
foram registadas; os pulmbdes foram avaliados
para lesbes; as amostras de tecido frescas e
fixas em formalina foram guardadas; a fase em

vida do estudo foi completada

Apds a conclusdo da fase em vida do estudo, os tecidos
fixos em formalina foram examinados por Imuno-histogquimica (IHC)
para deteccdo de antigénio de PCV2, por um patologista, as
amostras de sangue foram avaliadas para serologia de PCV2 e o
ganho de peso diadrio médio (ADWG) foi determinado do Dia 25 ao

Dia 50.

Os animais foram alojados no primeiro local de estudo, em
gaiolas individuais, em sete salas desde o nascimento até,
aproximadamente, 11 dias de idade (aproximadamente, Dia 0 do
estudo). Cada sala era idéntica em disposicdo e consistia de
gaiolas de aco 1noxidavel individuais empilhadas, com ar
aquecido e filtrado proporcionado separadamente a cada unidade
de isolamento. Cada sala tinha aquecimento e ventilacao
separados, prevenindo, desse modo, a contaminacdo cruzada de ar
entre salas. No segundo local de estudo, os animais foram
alojados em dois edificios diferentes. O Grupo 10 (0O grupo de

controlo negativo Estrito) foi alojado separadamente num
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edificio de criacédo convertido e os Grupos 1-9 foram alojados em
edificio de partos convertido. Cada grupo foi alojado numa
pocilga separada (14-15 porcos por pocilga) e cada pocilga
proporcionava, aproximadamente, 2,3 pés quadrados por porco. Os
Grupos 2, 4 e 8 foram colocados em pocilga em trés pocilgas
adjacentes num lado da viela e os Grupos 1, 3, 5, 6, 7 e 9 foram
colocados em pocilga em seis pocilgas adjacentes no outro lado
da viela. A separacdo de Grupo deveu-se a uma preocupacao do
Monitor do Estudo, porque as vacinas administradas aos Grupos 2,
4 e 8 nao tinham sido totalmente inactivadas. Cada pocilga
estava num piso elevado, com pavimentos de ripas de pléastico. Um
poco debaixo das pocilgas servia como um tanque de retencao para
excremento e desperdicio. Cada edificio tinha os seus préprios
sistemas de aquecimento e ventilacdo separados, com pouca

probabilidade de contaminacdo cruzada de ar entre edificios.

No primeiro local de estudo, os leitbes foram alimentados
com uma racao de leite especialmente formulada desde o
nascimento até, aproximadamente, 3 semanas de idade. Todos os
leitdes estavam a consumir racdo mista sdlida, especial, até ao
Dia 21 (aproximadamente, 4 % semanas de idade). No segundo local
de estudo, todos os leitdes foram alimentados com uma racao
mista comercial nado medicada personalizada, apropriada para a
sua idade e peso, ad libitum. A &gua em ambos o0s locais de

estudo também estava disponivel ad libitum.

Todos os porcos de teste foram tratados com 1,0 mL de
NAXCEL®, IM, em fossas popliteais alternadas, nos Dias 19, 20 e
21. Além disso, o Porco N¢ 11 (Grupo 1) foi tratado com 0,5 mL
de NAXCEL® IM no Dia 10, o Porco N@° 13 (Grupo 10) foi tratado com
1 mL de Penicilina e 1 mL de PREDEF® 2X no Dia 10, o Porco N° 4

(Grupo 9) foi tratado com 1,0 mL de NAXCEL® IM no Dia 11 e os
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Porcos 1 (Grupo 1), 4 e 11 foca cada tratados com 1,0 mL de

NAXCEL® no Dia 14, por diversas razdes de saude.

Enquanto em ambos os locais de estudo, o0s porcos estavam
sob cuidado veterindrio. 0Os exames de saude animal foram
conduzidos no Dia -3 e foram registados no Formuldrio de Registo
de Exame de Saude. Antes da vacinacédo, todos os animais estavam
de boa saude e estado nutricional, como determinado por
observacdo no Dia 0. Antes do estimulo, todos os animais de
teste foram observados como estando de boa saude e estado
nutricional. As carcagas e tecidos foram eliminados por entrega.
A eliminacdo final dos animais de estudo foi registada no

Registo de Eliminacdo Animal.

Nos Dias 0 e 14, os porcos atribuidos aos Grupos 1-3 e 5-8
receberam 2,0 mL de Vacinas 1-4 de PCV2 atribuidas,
respectivamente, IM na regido direita e esquerda do pescogo,
utilizando uma seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e uma agulha
20g x %" estéril. O0Os porcos atribuidos ao Grupo 4 receberam
1,0 mL de Vacina N2 2 de PCV2, IM na regido direita do pescocgo,
utilizando uma seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e uma agulha

20g x %" estéril, apenas no Dia 0.

No Dia 22, todos os porcos de teste receberam 2,0 mL de
KLH/ICFA, IM na regido esquerda do pescog¢o, utilizando uma
seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e uma agulha 20 g x1”
estéril. No Dia 28, todos os porcos de teste receberam 2,0 mL de
KLH/ICFA, na regido da fossa poplitea direita, utilizando uma
seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e wuma agulha 20 g x 1”7

estéril.
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No Dia 25, os porcos atribuidos aos Grupos 1-9 receberam
1,0 mL de material de estimulo de ISUVDL de PCV2 (3,98 1logig
TCIDso/mL), IM na regido direita do pescoco, utilizando uma
seringa Luer-lock de 3,0 mL estéril e uma agulha 20 g x 1”7
estéril. 1,0 mL adicional do mesmo material foi administrado,
IN, a cada porco (0,5 mL por narina), utilizando uma seringa

Luer—-lock de 3,0 mL estéril e canula nasal.

No Dia 46, todos os porcos de teste receberam 2,0 mL de
INGELVAC® PRRS MLV, IM, na regido direita do pescoco, utilizando
uma seringa Luer lock de 3,0 mL estéril e uma agulha 20 g x 1”7
estéril. A PRRSV MLV foi administrada numa tentativa para

aumentar a viruléncia do material de estimulo de PCV2.

Os porcos de teste foram observados diariamente para saude
global e eventos adversos no Dia -3 e do Dia 0 ao Dia 21. Cada
dos porcos foi pontuado para comportamento normal ou anormal,
respiracdo ou tosse. As observacdes foram registadas no Registo
de Observacgdo Clinica. Todos os porcos de teste foram observados
do Dia 0 ao Dia 7 e o Grupo 7 foi ainda observado do Dia 14 ao
21, para reacgdes de local de injeccdo. O ganho de peso diéario
médio foi determinado pelo peso de cada porco numa balanca
calibrada nos Dias -3, 25 e 50, ou no dia em gue um porco fosse
encontrado morto apds estimulo. Os pesos corporais foram
registados no Formuldrio de Peso Corporal. Os pesos corporais do
Dia -3 foram utilizados para bloquear os porcos antes da
aleatorizacdo. Os dados de peso do Dia 25 e Dia 50 foram
utilizados para determinar o ganho de peso didrio médio (ADWG)
para cada porco durante estes intervalos de tempo. Para o0s
porcos que morreram apds estimulo e antes do Dia 50, o ADWG foi

ajustado para representar o ADWG do Dia 25 ao dia da morte.
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De modo a determinar a serologia de PCV2, sangue vVenoso
total foi recolhido de cada leitédo do seio venoso orbital nos
Dias -3 e 14. Para cada leitdo, o sangue foil recolhido do seio
venoso orbital pela insercdo de um tubo capilar estéril na
comissura palpebral medial de um dos olhos e drenagem de,
aproximadamente, 3,0 mL de sangue total para dentro de um Tubo
Separador de Soro de 4,0 mL (SST). Nos Dias 25, 32 e 50, o
sangue venoso total de cada porco foi recolhido da veia cava
anterior utilizando uma agulha estéril Vacutainer® 20 g x 1 %"
(Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, Nova Jérsia), um
suporte de agulhas Vaccutainer® e um SST de 13 mL. As recolhas de
sangue em cada intervalo de tempo foram registadas no Registo de
Recolha de Amostras. O sangue em cada SST foi deixado coagular,
cada SST foi, depois, centrifugado e o soro recolhido. O soro
recolhido foi transferido para um tubo estéril e armazenado a
=70 + 10 °C até ser testado numa data ulterior. As amostras de
soro foram testadas para a presenga de anticorpos de PCVZ2 por

pessoal de BIVI-R&D.

Os porcos foram observados uma vez, diariamente, do Dia 22
ao Dia 50 para sintomas clinicos e pontuados para comportamento
normal ou anormal, respiracdo ou tosse. As observacgdes clinicas

foram registadas no Registo de Observacgdo Clinica.

Os porcos N° 46 (Grupo 1) e 98 (Grupos 9) morreram no
primeiro local de estudo. Ambas estas mortes foram categorizadas
como mortes de sangramento e as necropsias nao foram conduzidas
nestes dois porcos. No segundo local de estudo, o0s porcos dJgque
morreram apds estimulo e antes do Dia 50 e 0S porcos
eutanasiados no dia 50 foram necropsiados. Quaisquer lesdes

grosseiras foram anotadas e as percentagens de lobos pulmonares
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com lesbes foram registadas no Formuldrio de Relatdrio de

Necropsia.

De cada dos porcos necropsiados no segundo local de estudo,
uma amostra de tecido de amigdala, pulmdo, coragdo e nddulo
linfadtico mesentérico foi colocada num UuUnico recipiente com
formalina a 10% tamponada; enquanto outra amostra de tecido dos
mesmos Orgdos mencionados acima foi colocada num Whirl-pak®
(M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, RU) e cada Whirl-pak® foi
colocado sobre gelo. Cada recipiente foi devidamente rotulado.
As recolhas de amostras foram registadas no Formuldrio de
Relatério de Necropsia. Depois, as amostras de tecido fixas em
formalina e um Formuldrio de Pedido de Diagndstico foram
submetidos para testes de IHC. Os testes de IHC foram conduzidos
de acordo com processos laboratoriais padrdo para recepcao de
amostras, ©preparacdo de amostras e lédminas e técnicas de
coloracdo. Os tecidos frescos em Whirl-pak® foram enviados com
sacos de gelo para a Monitorizacdo de Estudo para armazenamento

(=70° + 10° C) e possivel utilizacdo futura.

Os tecidos fixos em formalina foram examinados por um

patologista para deteccdo de PCV2 por IHC e pontuados utilizando

o0 seguinte sistema de pontuacao: 0 = Nenhum; 1 = Coloracéao
positiva escassa, poucos locais; 2 = Coloracéao positiva
moderada, multiplos locais; e 3 = Coloracdo positiva abundante,

difusa por todo o tecido. Para fins analiticos, uma pontuacgdo de
0 foi considerada "“negativa” e uma pontuacdo superior a 0 foi

considerada “positiwva”.
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Resultados

Os resultados para este exemplo sao dados abaixo. Importa
notar que os Porcos N2 46 e 98 morreram nos Dias 14 e 25,
respectivamente. Estas mortes foram categorizadas como mortes de
sangramento. O Porco N¢ 11 (Grupo 1) estava ofegante, com
respiragédo réapida, no Dia 15. De outro modo, durante este
periodo de observacao, todos 0S POrcos eram normais em
comportamento, respiracdo e tosse e nao foram notados eventos
adversos sistémicos com quaisquer grupos. Nao foram notadas
reacgdes de local de injeccédo apds a vacinagdo no Dia 0. Apds a
vacinacédo no Dia 14, sete (7) em catorze (14) porcos do Grupo 1
(50,0%) tiveram inchaco, com uma pontuacao de “2” no Dia 15.
Quatro (4) em catorze (14) do Grupo 1 (28,6%) tiveram ainda um
inchaco de “2” no Dia 16. Nenhum dos outros grupos sentiu

reacgdes de local de injeccado apds qualgquer vacinacéao.

Os resultados de ganho de peso didrio médio (ADWG) séo
apresentados abaixo na Tabela 18. 0Os Porcos N¢ 46 e 98 que
morreram de sangramento foram excluidos dos resultados de grupo.
O Grupo 4, o gqual recebeu uma dose de 16 pg de vORF2 - Carbopol,
teve o ADWG mais elevado (1,16 = 0,26 1lb/dia), seguido dos
Grupos 1, 2, 3, 5, 6 e 10, 0s quais tiveram ADWG que
variaram desde 1,07 + 0,23 1lb/dia a 1,11 + 0,26 1b/dia. 0
Grupo 9 teve o ADWG mais baixo (0,88 + 0,29 1lb/dia), seguido dos
Grupos 8 e 7, o0s qguails tiveram ADWG de 0,93 = 0,33 1lb/dia e

0,99 £+ 0,44 1b/dia, respectivamente.

122



Tabela 18. Sumdrio de Ganhos de Peso DiAdrios Médios (ADWG)
de Grupo
Grupo Tratamento N | ADWG - 1lb/dia (Dia 25 ao Dia 50)
ou ajustado para porcos mortos
antes do Dia 50
1 rORF2 - 16 pg - IMS 14 1,08 £ 0,30 1lb/dia
1314 2 doses
2 vORF2 - 16 ug - 15 1,11 =+ 0,16 1b/dia
Carbopol 2 doses
3 rORF2 - 16 pg - 15 1,07 £ 0,21 1b/dia
Carbopol 2 doses
4 vORF2 - 16 ug - 15 1,16 £+ 0,26 1b/dia
Carbopol 1 dose
5 rORF2 - 4 pg - Carbopol |15 1,07 £ 0,26 1lb/dia
1 dose
6 rORF2 - 1 pg — Carbopol |15 1,11 £ 0,26 1lb/dia
2 doses
7 rORF2 - 0,25 pg - 15 0,99 = 0,44 1b/dia
Carbopol 2 doses
8 KV > 8,0 log - Carbopol |15 0,93 + 0,33 1lb/dia
2 doses
9 Controlos de Estimulo |14 0,88 + 0,29 1b/dia
10 Controlos Negativos 15 1,07 + 0,23 1b/dia
Estritos
VORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada
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Os resultados de serologia de PCV2 sao apresentados abaixo
na Tabela 19. Todos os dez (10) grupos eram seronegativos para
PCV2 no Dia -3. No Dia 14, os titulos de PCV2 permaneceram
baixos para todos os dez (10) grupos (gama de 50-113). No Dia
25, o Grupo 8, o qual recebeu a vacina de virus morto de célula
intacta, teve o titulo de PCV2 mais elevado (4617), seguido do
Grupo 2, o qual recebeu 16 pug de vORF2 - Carbopol, Grupo 4, o
qual recebeu como dose UuUnica de 16 pg de vORF2 - Carbopol e
Grupo 3, o qual recebeu 16 pug de rORF2 - Carbopol, o gqual teve
titulos de 2507, 1920 e 1503, respectivamente. No Dia 32 (uma
semana apds estimulo), os titulos para os Grupos 1-6 e Grupo 8
variaram desde 2360 a 7619; enquanto os Grupos 7 (0,25 pg de
rORF2 - Carbopol), 9 (Controlo de Estimulo) e 10 (controlo
negativo Estrito) tiveram titulos de 382, 129 e 78,
respectivamente. No Dia 50 (dia de necropsia), todos os dez (10)

grupos demonstraram titulos elevados de PCV2 (2 1257).

Nos Dias 25, 32 e 50, o Grupo 3, o qual recebeu duas doses
de 16 pug de rORF2 - Carbopol, teve titulos de anticorpo mais
elevados do que o Grupo 1, o qual recebeu duas doses de 16 pg de
rORF2 - IMS 1314. Nos Dias 25, 32 e 50, o Grupo 2, o qual
recebeu duas doses de 16 pg de vVvORF2, teve titulos mais
elevados do que o Grupo 4, o qgual recebeu apenas uma dose
da mesma vacina. Os Grupos 3, 5, 6, 7, o0s dquais receberam
niveis decrescentes de rORF2 - Carbopol, de 16, 4, 1 e
0,25 pg, respectivamente, demonstraram titulos de anticorpo

correspondentemente decrescentes nos Dias 25 e 32.
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Tabela 19. Sumdrio de Titulos de IFA de PCV2 de Grupo

Grupo Tratamento Dia -3 Dia Dia Dia 32 Dia
14** 25*** 50****
1 rORF2 - 16 ung — IMS 50 64 646 3326 4314

1314 2 doses

2 VvORF2 - 16 ng - 50 110 2507 5627 4005
Carbopol 2 doses

3 rORF2 - 16 pg - 50 80 1503 5120 6720
Carbopol 2 doses

4 vORF2 - 16 pg - 50 113 1920 3720 1257
Carbopol 1 dose

5 rORF2 - 4 png — Carbopol 50 61 1867 3933 4533
1 dose

6 rORF2 - 1 pg — Carbopol 50 70 490 2360 5740
2 doses

7 rORF2 - 0,25 pg - 50 73 63 382 5819

Carbopol 2 doses

8 Kv > 8,0 log - Carbopol 50 97 4617 7619 10817
2 doses

9 Controlos de Estimulo 50 53 50 129 4288

10 |Controlos Negativos 50 50 50 78 11205
Estritos

vORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2
cultivado em cultura celular adequada

*Para fins de céalculo, um titulo de IFA <100 foi designado como um
titulo de “50”; um titulo de IFA 26400 foi designado como um titulo de
“128007,

**Dia de Estimulo
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***Dia de Necropsia

Os resultados das observacdes clinicas pbds—estimulo
sdo apresentados abaixo. A Tabela 20 inclui observagdes para
Comportamento Anormal, Respiracao Anormal, Tosse e Diarreia. A
Tabela 21 inclui os resultados do Sumdrio de Incidéncia Global
de Grupo de Sintomas Clinicos e a Tabela 22 inclui resultados do
Sumdrio de Taxas de Mortalidade de Grupo Pés—-estimulo. A
incidéncia de comportamento anormal, respiracgao e tosse
pds—estimulo foi baixa em porcos recebendo 16 pg de rORF2-IMS
1314 (Grupo 1), 16 png de rORF2-Carbopol (Grupo 3), 1 ug de
rORF2-Carbopol (Grupo 6), 0,25 ug de rORF2-Carbopol (Grupo 7) e

em porcos no Grupo de Controlo de Estimulo (Grupo 9). A
incidéncia de comportamento anormal, respiracéao e tosse
pbds—-estimulo foi Zero em porcos recebendo 16 ug de

vORF2-Carbopol (Grupo 2), uma unica dose de 16 ug de
vORF2-Carbopol (Grupo 4), 4 ug de rORF2-Carbopol (Grupo 5),
KV >8 log - Carbopol (Grupo 8) e em porcos no grupo de controlo

negativo estrito (Grupo 10).

A incidéncia global de sintomas c¢linicos wvariou entre
grupos. 0Os porcos recebendo 16 ug de vORF2-Carbopol (Grupo 2),
uma dose Unica de 16 pug de vORF2-Carbopol (Grupo 4) e porcos no
grupo de controlo negativo Estrito (Grupo 10) tiveram taxas de
incidéncia de 0%; o0s porcos recebendo 16 ug de rORF2-Carbopol
(Grupo 3) e 1 ng de rORF2-Carbopol (Grupo 6) tiveram taxas de
incidéncia de 6,7%; o0s porcos recebendo 16 ug de rORF2-IMS 1314
(Grupo 1) tiveram uma taxa de incidéncia global de 7,1%; o0s
porcos recebendo 4 png de rORF2-Carbopol (Grupo 5), 0,25 ug de

rORF2-Carbopol (Grupo 7) e vacina de KV >8 log tiveram taxas de

126



incidéncia de 13,3%; e o0s porcos no Grupo de Controlo de

Estimulo (Grupo 9) tiveram uma taxa de incidéncia de 14,3%.

As taxas de mortalidade global entre grupos também
variaram. O Grupo 8, o qual recebeu 2 doses de vacina de KV,
teve a taxa de mortalidade mais elevada de 20,0%; seguido do
Grupo 9, o grupo de controlo de estimulo, e o Grupo 7, o qual
recebeu 0,25 ug de rORF2-Carbopol, e tiveram taxas de
mortalidade de 14,3% e 13,3%, respectivamente. O Grupo 4, o qual
recebeu uma dose de 16 pg de vORF2-Carbopol, teve uma taxa de
mortalidade de 6,7%. A totalidade dos outros Grupos, 1, 2, 3, 5,

6, e 10, teve uma taxa de mortalidade de 0%.

Tabela 20. Sumario de Observacgdes de Grupo para

Comportamento Anormal, Respiragdo Anormal e Tosse Pds—estimulo

Grupo Tratamento N |Comportamento|Comportamento Tosse’
Anormal’ Anormal”
1 rORF2 - 16 pg - IMS 14 0/14 (0%) 0/14 (0%) 1/14
1314 2 doses (7,1%)
2 vORF2 - 16 pg - 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)

Carbopol 2 doses

3 rORF2 - 16 pg - 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 1/15
Carbopol 2 doses (6,7%)
4 vORF2 - 16 pg - 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)

Carbopol 1 dose

5 rORFZ - 4 pg - 15| 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) |0/15 (O

o0

)
Carbopol 1 dose
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(continuacao)

Grupo Tratamento N |Comportamento|Comportamento Tosse”
Anormal’ Anormal”
6 rORF2 - 1 pg - 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 1/15
Carbopol 2 doses (6,7%)
7 rORF2 - 0,25 ng - 15 0/15 (0%) 1/15 (6,7%) 1/15
Carbopol 2 doses (06,7%)
8 KV > 8,0 log - 15| 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) |0/15 (0%)

Carbopol 2 doses

9 Controlos de Estimulo 141 1/14 (7,1 %) 1/14 (7,1 %) 2/14
(14/3%)
10 |Controlos Negativos 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)
Estritos

'Numero total de ©porcos em cada grupo que demonstrou qualquer
comportamento anormal durante, pelo menos, um dia

“Numero total de ©porcos em cada grupo que demonstrou qualquer
respiracgdo anormal durante, pelo menos, um dia

Numero total de porcos em cada grupo que demonstrou uma tosse durante,

pelo menos, um dia

Tabela 21. Sumdrio de Incidéncia Global de Grupo de Sintomas

Clinicos Pés—estimulo

Grupo Tratamento N | Incidéncia de Taxa de
porcos com Incidéncia
Sintomas
Clinicos®
1 rORF2 - 16 pg — IMS 1314 2 doses | 14 1 7,1%
2 vORF2 - 16 png - Carbopol 2 doses | 15 0 0,0%
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(continuacgao)

Grupo Tratamento N | Incidéncia de Taxa de
porcos com Incidéncia
Sintomas
Clinicos'
3 rORF2 - 16 pg — Carbopol 2 doses| 15 1 6,7%
4 vORF2 — 16 pg — Carbopol 1 dose 15 0 0,0%
5 rORF2 - 4 png — Carbopol 1 dose 15 2 13,3%
6 rORF2 - 1 png - Carbopol 2 doses 15 1 6,7%
7 rORF2 - 0,25 pg - Carbopol 2 15 2 13,3%
doses
8 KV > 8,0 log - Carbopol 2 doses 15 2 13,3%
9 Controlos de Estimulo 14 2 14,3%
10 |Controlos Negativos Estritos 15 0 0,0%

VvORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2Z = ORF2Z expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2
cultivado em cultura celular adequada

'Numero total de porcos em cada grupo que demonstrou qualquer sintoma

clinico durante, pelo menos, um dia

Tabela 22. Sumdrio de Taxas de Mortalidade de Grupo

Pés-Estimulo

Grupo Tratamento N Morte P&s— Taxa de
estimulo Mortalidade
1 rORF2 - 16 pg — IMS 1314 2 doses 14 0 0,0%
2 vORF2 - 16 pg — Carbopol 2 doses 15 0 0,0%
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(continuacao)

Grupo Tratamento N Morte Pés-— Taxa de
estimulo Mortalidade
3 rORF2 - 16 pg - Carbopol 2 doses 15 0 0,0%
4 vORF2 - 16 pg - Carbopol 1 dose 15 1 6,7%
5 rORF2 - 4 pg - Carbopol 1 dose 15 0 0,0%
6 rORF2 - 1 pg - Carbopol 2 doses 15 0 0,0%
7 rORF2 - 0,25 pg - Carbopol 15 2 13,3%
2 doses
8 KV > 8,0 log - Carbopol 2 doses 15 3 20,0%
9 Controlos de Estimulo 14 2 14,3%
10 Controlos Negativos Estritos 15 0 0,0%

VvORF2 = ORF2 viral isolada; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada

O Sumdrio de Percentagem Média de Grupo de Lesdes
Pulmonares e Diagndstico Experimental ¢ dado abaixo na
Tabela 23. O Grupo 9, o grupo de controlo de estimulo, teve a
percentagem mais elevada de lesdes pulmonares, com uma média de
10,81 + 23,27%, seguido do Grupo 7, o qual recebeu 0,25 ug de
rORF2-Carbopol e teve uma média de 6,57 + 24,74%, Grupo 5, ©
qual recebeu 4 ug de rORF2-Carbopol e teve uma média de
2,88 + 8,88% e Grupo 8, o qual recebeu a vacina de KV e teve uma
média de 2,01 + 4,98%. Os restantes seis (6) grupos tiveram
percentagem média inferior de lesbes pulmonares gque variou de

0,11 = 0,38% a 0,90 £ 0,15%.
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0O diagndéstico experimental de pneumonia variou entre
0os grupos. O Grupo 3, o qual recebeu duas doses de 16 pg de
rORF2-Carbopol, teve o diagndstico experimental de pneumonia
mais baixo, com 13,3%. O Grupo 9, o grupo de controlo de
estimulo, teve 50% do grupo diagnosticado experimentalmente com
pneumonia, seguido do Grupo 10, o grupo de controlo negativo
estrito e o Grupo 2, o qual recebeu duas doses de 16 ug
de vORF2-Carbopol, com 46,7% de 40%, respectivamente,

diagnosticados experimentalmente com pneumonia.

Os Grupos 1, 2, 3, 5, 9 e 10 tiveram 0% do grupo
diagnosticado experimentalmente como infectado com PCV2;
enquanto o Grupo 8, o qual recebeu duas doses de vacina de KV,
teve a taxa de grupo mais elevada de diagndstico experimental de
infeccdo de PCV2, 20%. O Grupo 7, o qual recebeu duas doses de
0,25 png de rORF2-Carbopol, e o Grupo 4, o qual recebeu uma dose
de 16 ug de vORF2-Carbopol, tiveram diagndsticos de grupo
experimentais de infeccdo de PCV2 em 13,3% e 6,7% de cada grupo,

respectivamente.
As Ulceras géastricas foram apenas diagnosticadas num porco

no Grupo 7 (6,7%); enquanto os outros 9 Jgrupos permaneceram

livres de ulceras géstricas.
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Tabela 23. Sumario de % Média de Grupo de Lesdo Pulmonar e

Diagnéstico Experimental

Grupo Tratamento N N2 de porcos que Taxa de
libertaram durante, Incidéncia

pelo menos, um dia

1 rORF2 = 16 pg — IMS 1314 15 0 0%
2 doses

2 vORFZ - 16 pg — Carbopol 15 1 6,7%
2 doses

3 rORF2 - 16 ng - Carbopol 15 3 20,0%
2 doses

4 vORF2 — 16 pg - Carbopol |15 2 13,3%
1 dose

5 rORF2 - 4 pg - Carbopol 15 3 20,0%
1 dose

6 rORF2 - 1 pg - Carbopol 15 6 40, 0%
2 doses

7 rORF2 - 0,25 png - 15 7 46, 7%

Carbopol 2 doses

8 KV > 8,0 log - Carbopol 15 12 80%
2 doses

9 Controlos de Estimulo 14 14 100,0%

10 |Controlos Negativos 15 14 93, 3%
Estritos

vORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2 = ORF2Z expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada
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O Sumdrio dos Resultados de Incidéncia Positiva de IHC de
Grupo ¢é mostrado abaixo na Tabela 24. O Grupo 1 (16 ug de
rORF2 - IMS 1314) teve a taxa de grupo mais baixa de resultados
positivos de IHC, com 0% dos porcos positivos para PCV2, seguido
do Grupo 2 (16 ug de vORF2 - Carbopol) e Grupo 4 (dose uUnica de
16 ng de vVvORFZ2 - Carbopol), os guails tiveram taxas de IHC de
grupo de 6,7% e 13,3%, respectivamente. O Grupo 9, o grupo de
controlo de estimulo, teve a taxa de incidéncia positiva de IHC
mais elevada, com 100% dos porcos positivos para PCV2, seguido
do Grupo 10, o grupo de controlo negativo estrito e Grupo 8
(vacina de KV), com 93,3% e 80% dos porcos positivos para PCV2,

respectivamente.

Tabela 24. Sumdrio de Taxa de Incidéncia Positiva de IHC de

Grupo
Grupo Tratamento N N2 de porcos que Taxa de
libertaram durante, Incidéncia
pelo menos, um dia
1 rORF2 - 16 pg - IMS 15 0 0%
1314 2 doses
2 vORF2 - 16 ng - 15 1 6,7%
Carbopol 2 doses
3 rORF2 - 16 pg - 15 3 20,0%
Carbopol 2 doses
4 VvORF2 - 16 pg - 15 2 13,3%
Carbopol 1 dose
5 rORF2 - 4 pg - 15 3 20,0%
Carbopol 1 dose
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(continuacao)

Grupo Tratamento N N¢ de porcos que Taxa de
libertaram durante, Incidéncia

pelo menos, um dia

6 rORF2 - 1 pg - 15 6 40, 0%
Carbopol 2 doses

7 rORF2 - 0,25 pg - 15 7 46,7%
Carbopol 2 doses

8 Kv > 8,0 log - 15 12 80%
Carbopol 2 doses

9 Controlos de 14 14 100,0%
Estimulo

10 |Controlos Negativos 15 14 93, 3%
Estritos

vORF2 = ORF2 wviral isolada; rORF2 = ORF2Z expressa por baculovirus
recombinante; KV ou virus de célula intacta morto = virus PCV2

cultivado em cultura celular adequada

Discussao

Neste exemplo, foram avaliadas sete wvacinas de PCV2, as
quais incluiam uma dose elevada (16 pg) de antigénio de rORF2
com o adjuvante IMS 1314 administrado duas vezes, uma dose
elevada (16 pg) de antigénio de vORF2 com o adjuvante Carbopol
administrado uma vez a um grupo de porcos e duas vezes a um
segundo grupo de porcos, uma dose elevada (16 ug) de antigénio
de rORF2 com o adjuvante Carbopol administrado duas vezes, uma
dose de 4 pg de antigénio de rORF2 com o adjuvante Carbopol

administrado duas vezes, uma dose de 1 pg de antigénio de rORF2
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com o adjuvante Carbopol administrado duas vezes, uma dose baixa
(0,25 ng) de antigénio de rORF2 com o adjuvante Carbopol
administrado duas vezes e uma dose elevada (> 8 log) de vacina
de PCV2 de célula intacta morta com o adjuvante Carbopol.
Globalmente, o Grupo 1, o qual recebeu duas doses de 16 ng de
rORF2 - IMS 1314, teve um desempenho ligeiramente melhor do que
os Grupos 2 até 7, os quais receberam vacinas contendo diversos
niveis de antigénio de vORF2 ou rORF2 com o adjuvante Carbopol e
muito melhor do gque o Grupo 8, o dgqual recebeu duas doses de
vacina de PCV2 de célula intacta morta. O Grupo 1 teve o0

terceiro ADWG mais elevado (1,80 = 0,30 1lb/dia), a incidéncia

mais baixa de comportamento anormal (0%), a incidéncia mais
baixa de respiragdo anormal (0%), uma baixa incidéncia de tosse

(7,1%), uma baixa incidéncia de sintomas <c¢linicos globais
(7,1%), ficou empatado com trés outros grupos para a taxa de
mortalidade mais baixa (0%), a segunda taxa mais baixa para %
média de lesdes pulmonares (0,15 + 0,34%), a segunda taxa mais
baixa para pneumonia (21,4%) e a taxa de incidéncia mais baixa
para tecidos de IHC positivos (0%). O Grupo 1 foi, contudo, o
unico grupo no qual foram notadas as reacgbes de local de
injecg¢do, as quais incluiam 50% dos wvacinados 1 dia apds a
segunda vacinacao. As outras vacinas administradas aos Grupos 2

até 7 tiveram um desempenho melhor do que a vacina inactivada e

quase tado bom quanto a vacina administrada ao Grupo 1.

O Grupo 8, o qual recebeu duas doses de vacina de PCV2
morta com o adjuvante Carbopol, teve o pior conjunto de
resultados para qualquer grupo vacinal. O Grupo 8 teve o ADWG
mais baixo (0,93 £ 0,33 1lb/dia), a segunda taxa mais elevada de
comportamento anormal (6,7%), a taxa mais elevada de respiracao
anormal (6,7%), estava empatado com trés outros grupos para a

taxa de incidéncia global mais elevada de sintomas clinicos
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(13,3%), teve a taxa de mortalidade mais elevada de todos os
grupos (20%) e teve a taxa de IHC positiva mais elevada (80%) de
qualquer grupo vacinal. Existiu a preocupagdo de que a vacina de
PCV2 de célula intacta morta pudesse ndo ter sido totalmente
inactivada antes da administracdo ao Grupo 8, o dque pode
explicar estes fracos resultados do grupo. Infelizmente, néo
estavam disponiveis dados definitivos ©para confirmar esta
preocupacdo. Globalmente, no contexto deste exemplo, uma vacina
de PCV2 Morta Convencional nado ajudou na reducdo de doenca

associada a PCV2.

Como mencionado anteriormente, nado foram associados eventos
adversos as vacinas de teste, com excepcdo da vacina com o©
adjuvante IMS 1314. As reaccgdes de 1local de 1injecgcao foram
notadas em 50,0% dos porcos, 1 dia apds a segunda vacinacdo com
a vacina formulada com IMS 1314 e em 28,6% dos porcos, 2 dias
apbés a segunda vacinacdo. Nao foram notadas reaccgdes em
quaisgquer porcos recebendo vacinas com o adjuvante Carbopol.
Quaisquer estudos adicionais que 1incluam porcos vacinados com
vacinas com o adjuvante IMS 1314 devem continuar a monitorizar

de perto porcos para reacclOes de local de injeccéao.

Todos o©0s porcos eram seronegativos para PCVZ2 no Dia -3 e
apenas o Grupo 2 teve um titulo acima de 100 no Dia 14. No
Dia 25 (dia de estimulo), o Grupo 8 teve o titulo mais elevado
de anticorpo de PCV2 (4619), seguido do Grupo 2 (2507). Com a
excepcao dos Grupos 7, 9 e 10, todos os grupos demonstraram uma
forte resposta de anticorpo no Dia 32. No Dia 50, todos os
grupos, incluindo os Grupos 7, 9 e 10, demonstraram uma forte

resposta de anticorpo.
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Um dos tragcos distintivos da infeccdo de PCV2 de fase
tardia e subsequente desenvolvimento de PMWS €& a retardacdo do
crescimento em porcos desmamados e, em casos graves, € notada a
perda de peso. O ganho de peso didrio médio de grupos € um
método quantitativo de demonstrar a retardagdo do crescimento ou
perda de peso. Neste exemplo, nao existiu uma grande diferenca
em ADWG entre grupos. O Grupo 8 teve o ADWG mais baixo, de
0,88 + 0,29 1lb/dia, enquanto o Grupo 4 teve o ADWG mais elevado,
de 1,16 + 0,26 1lb/dia. No contexto deste estudo, ndo existiu uma
diferenca suficiente entre grupos para basear a eficdcia vacinal

futura em ADWG.

Além da perda de peso - dispneia, letargia, palidez da pele
e, por vezes, 1ictero sdo sintomas clinicos associados a PMWS.
Neste exemplo, comportamento anormal e respiragcdo anormal e
tosse, foram notados raramente para cada grupo. Como evidenciado
neste estudo, este modelo de estimulo e estirpe de estimulo néo
resultam em sintomas clinicos esmagadores e este ndo é um forte

parémetro sobre o qual basear a eficédcia vacinal.

Globalmente, neste exemplo, as taxas de mortalidade néao
foram elevadas e a auséncia de uma taxa de mortalidade elevada
no grupo de controlo de estimulo limita este parametro sobre o
qual basear a eficacia vacinal. Antes do Dia 46, os Grupos 4 e 7
tiveram, cada, um em quinze porcos mortos, o Grupo 9 teve dois
em catorze porcos mortos e o Grupo 8 teve trés em quinze porcos
mortos. Devido ao facto de o Grupo 9, o grupo de controlo de
estimulo, ndo ter demonstrado sintomas clinicos de PCV2 e tenham
ocorrido apenas duas mortes neste grupo até ao Dia 46, a vacina
de MLV do Virus da Sindrome Respiratdéria e Reprodutiva Porcina
(PRRSV) foi administrada a todos os porcos no Dia 46. Estudos

anteriores utilizaram INGELVAC® PRRS MLV como um imunoestimulante
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para exasperar a doenca de PMWS associada a PCV2 e as taxas de
mortalidade foram mais elevadas nestes estudos anteriores.
Ocorreram duas mortes pouco depois da administracdo da vacina de
PRRS no Dia 46 - o Grupo 4 teve uma morte no Dia 46 e o Grupo 7
teve uma morte no Dia 47 - as quais, provavelmente, ndo estavam
associadas a administracdo da wvacina de PRRS. No Dia 50, o
Grupo 8, o qual recebeu duas doses de vacina inactivada, teve a
taxa de mortalidade mais elevada (20%), seguido do Grupo 9
(controlo de estimulo) e Grupo 7 (0,25 ug de rORF2 - Carbopol),
com taxa de mortalidade de 14,3% e 13,3%, respectivamente.
Globalmente, a administracédo da wvacina de PRRS ao modelo de
estimulo mais tarde na fase de observacdo de pédés-estimulo deste

exemplo ndo aumentou significativamente as taxas de mortalidade.

As lesbdes grosseiras em porcos com PMWS secunddria a
infeccdo de PCV2, tipicamente, consistem de linfadenopatia
generalizada, em combinagcdo com um ou mais dos seguintes:
(1) pneumonia intersticial com edema interlobular, (2) palidez
cutdnea ou ictero, (3) figados atrdéficos mosqueados, (4) uUlceras
gadstricas e (5) nefrite. Na necropsia (Dia 50), ictero, hepatite
e nefrite ndo foram notados em gquaisquer grupos. Uma ulcera
gadstrica foi notada num porco do Grupo 7, mas a linfadenopatia
ndao foi especificamente examinada. Com Dbase na presenga de
lesdes que eram consistentes com infeccdo de PCV2, trés grupos

tiveram, pelo menos, um porco experimentalmente diagnosticado

com PCVZ2 (PMWS). O Grupo 8, o qual recebeu duas doses de vacina
inactivada, foi 20% diagnosticado experimentalmente com

PCV2, enquanto o Grupo 7 e Grupo 4 foram 13,3% e 6,7%,

oe

respectivamente, experimentalmente diagnosticados com PCV2. A
média de pontuacdes de lesdes pulmonares variou entre grupos na
necropsia. Os Grupos 1, 2, 3, 4, 6 e 10 tiveram baixa % de

pontuacdes de lesdes pulmonares, que variou desde 0,11 £ 0,38% a
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0,90 + 0,15%. Como esperado, o Grupo 9, o grupo de controlo de

Q

estimulo, teve a % média mais elevada de pontuacdo de leséao
pulmonar (10,81 + 23,27%). Em quatro grupos, a % média de
pontuagdes de lesbes pulmonares foi elevada, devido a um a trés
porcos em cada destes grupos ter pontuacdes de lesdes pulmonares
muito elevadas. As lesdes pulmonares eram vermelhiddo/pUrpura e
consolidadas. Tipicamente, as lesbdes pulmonares associadas a
PMWS s&do descritas como castanho-claras, nao colapséaveis, com
edema interlobular. As lesbes pulmonares notadas neste estudo ou
ndo estavam associadas a infeccdo de PCV2 ou pode ter estado
presente um segundo agente infeccioso pulmonar. No contexto
deste estudo, a % de pontuacgdes de lesdes pulmonares
provavelmente né&o reflecte uma verdadeira medida da quantidade
de infeccédo pulmonar devido a PCV2. Do mesmo modo, o diagndstico
experimental de pneumonia também pode ter sido sobreutilizado.
Quaisquer porcos com lesdes pulmonares, algumas tdo pequena
quanto 0,10%, foram listados com um diagnéstico experimental de
pneumonia. Neste exemplo, nao existiu diferenca suficiente entre
o

grupos com respeito a lesdes grosseiras e % de lesbes pulmonares

sobre as quais basear a eficédcia wvacinal.

Os resultados de IHC mostram as maiores diferencas entre
grupos. O Grupo 1 (16 pg de rORF2 - IMS 1314) teve os resultados
de TIHC positivos mais baixos para antigénio de PCV2 (0%);
enquanto os Grupos 9 e 10 tiveram os resultados de IHC positivos
mais elevados, com taxas de incidéncia de 100% e 93,3%,
respectivamente. Os Grupos 3, 5, 6 e 7, o0s dquails receberam 16,
4, 1 ou 0,25 pg de antigénio de rORF2, respectivamente, com o
adjuvante Carbopol, tiveram taxas positivas de IHC de 20%, 20%,
40% e 46,7%, respectivamente. O Grupo 2, o0 qual recebeu duas
doses de 16 pg de vORF2 com o adjuvante Carbopol, teve uma taxa

positiva de IHC de 6,7%, enquanto o Grupo 4, o qual recebeu
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apenas uma dose da mesma vacina, teve uma taxa positiva de IHC
de 13,3%. Devido a natureza objectiva deste teste e ao facto de
que o0s resultados de IHC se correlacionaram com resultados
esperados, 0s testes de IHC sdo provavelmente um dos melhores

parémetros sobre os quais basear a eficdcia wvacinal.

E determinada a Dosagem Minima Protectora (MPD) do
antigénio de rORF2 de PCV2 com o adjuvante Carbopol no modelo de
porco de CDCD perante um estimulo de PCV2. Os Grupos 3, 5, 6 e 7
receberam, cada, duas doses de antigénio de rORF2 com ©
adjuvante Carbopol, mas o nivel de antigénio de rORF2 variou
para cada grupo. Os Grupos 3, 5, 6 e 7 receberam, cada, 16, 4, 1
ou 0,25 png de antigénio de rORF2, respectivamente. Em geral,
diminuindo o nivel de antigénio de rORF2 diminuia os titulos
de anticorpo de PCV2 e aumentava a taxa de mortalidade,
% média de lesdes pulmonares e a incidéncia de tecidos positivos
de IHC. Dos quatro grupos recebendo niveis varidveis de
rORF2 - Carbopol, os Grupos 3 e 5, 0s qualis receberam duas doses
de 16 ou 4 pg de antigénio de rORF2, respectivamente, tiveram,
cada, uma taxa positiva de IHC de apenas 20% e tiveram, cada,
titulos de anticorpo semelhantes. Globalmente, com base nos
resultados positivos de 1IHC, a dosagem minima protectora de

antigénio de rORF2, administrado duas vezes, ¢é, aproximadamente,

4 ug.

A antigenicidade dos antigénios de PCV2 recombinante
(rORF2) e VIDO R-1 (vORF2) foi avaliada. O Grupo 2 recebeu duas
doses de 16 png de vORFZ2 e o Grupo 3 recebeu duas doses de 16 ug
de rORF2. Ambas as vacinas tinham adjuvante de Carbopol. Ambas
as vacinas verificaram ser seguras e ambas tiveram taxa de
mortalidade de 0%. O Grupo 2 teve um titulo de anticorpo de PCV2

de 2507 no Dia 25, enquanto o Grupo 3 teve um titulo de
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anticorpo de PCV2 de 1503. O Grupo 3 teve uma % média de
pontuacdao de 1lesdao pulmonar inferior ao Grupo 2 (0,11 + 0,38%
vs. 0,90 + 0,15%), mas o Grupo 2 teve uma taxa de incidéncia
positiva de IHC mais baixa do que o Grupo 3 (6,7% vs. 20%).
Globalmente, ambas as vacinas tiveram antigenicidade semelhante,
mas a VORF2 estava associada a resultados de IHC ligeiramente

melhores.

A adequacdo de dois adjuvantes diferentes (Carbopol e
IMS 1314) foi determinada. Os Grupos 1 e 3 receberam ambos duas
doses de vacina contendo 16 ug de antigénio de rORF2, mas o
Grupo 1 recebeu o antigénio com o adjuvante IMS 1314, enquanto o
Grupo 3 recebeu o antigénio com o adjuvante Carbopol. Ambos os
grupos tiveram, essencialmente, o mesmo ADWG, essencialmente, a
mesma incidéncia de sinais clinicos pds-estimulo, a mesma taxa
de mortalidade e, essencialmente, a mesma % média de lesdes
pulmonares; mas o Grupo 1 teve uma taxa positiva de IHC de 0%,
enquanto o Grupo 3 teve uma taxa positiva de IHC de 20%.
Contudo, o Grupo 3, o qual recebeu a vacina com o adjuvante
Carbopol teve titulos de PCV2 de IFAT mais elevados nos Dias 25,
32 e 50 do que o Grupo 1, o qual recebeu a vacina com ©
adjuvante IMS 1314. Globalmente, embora a vacina de PCVZ2 com o
adjuvante IMS 1314 proporcionasse melhores resultados de IHC,
nao proporcionou proteccdo esmagadoramente melhor da infeccdo de
PCV2 e induziu reaccadao de local de injeccdo. Embora a vacina de
PCV2 com o adjuvante Carbopol tivesse um desempenho quase tao
bom quanto a vacina com o adjuvante IMS 1314, mas nao estava

associada a quaisquer eventos adversos.

A exequibilidade de ORF2 de PCV2 como um produto de 1 dose
de 1 mL foi determinada. Os Grupos 2 e 4 receberam ambos 16 ug

de vacina de vVvORFZ2 com o adjuvante Carbopol no Dia 0, mas o
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Grupo 2 recebeu uma segunda dose no Dia 14. O Grupo 4 teve um
ADWG ligeiramente mais elevado e uma % média de lesdes
pulmonares mails baixa do que o Grupo 2, mas o Grupo 2 teve
titulos de PCV2 de IFAT mais elevados no Dia 25, 32 e 50 e uma
taxa de incidéncia ligeiramente mais baixa de tecidos positivos
de TIHC. Todos os outros resultados para estes dois grupos eram
semelhantes. Globalmente, uma dose de vORF2 com o adjuvante

Carbopol teve um desempenho semelhante a duas doses da mesma

vacina.
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<400> 1

ccgccatg

<210> 2
<211> 6
<212> ADN
<213> Art
<220>

<223>

<400> 2

gaattc

<210> 3
<211> 713
<212> ADN

<213>

<400> 3

cagctatgac
ttggccagat
gaaggaaaaa
aggaaaaatg
ttgttcccec
gaaaggttaa
gcteccactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gcactgcgtt

tacaattcag

ificial

gtatccaagg
cetecgecyge
tggcatcttc
gcatcttcaa
9992969999
ggttgaattc
tgttattcta
aaactactcc
acccaaacct
gctttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

Circovirus porcino

aggegttace
cgececctgac
aacacccgec
caccecgectce
accaacaaaa
tggeectget
gatgataact
tcecgecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagacc

gcagaagaag
tcgtecaccee
tctececgeac
tcccgeacct
tctctatacce
cccecatcac
ttgtaacaaa
caatccccea
ccactattga
cctctagaaa
aggactacaa

ccccacttaa

144

acaccgeccc
ccgecaccegce
cttcggatat
tcggatatac
ctttgaatac
ccagggtgat
ggccacagcec
acccttctec
ttacttccaa
tgtggaccac
tatccgtgta

accctaaatg

Esta é uma sequéncia de EcoR1l recombinante.

cgcagccatc
taccgttgga
actgtggaga
tgtgacgact
tacagaataa
aggggagtgg
ctaacctatg
taccactccce
ccaaataaca
gtaggcctcg
accatgtatg

aat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
6G0
660
713



<210> 4
<211> 713
<212> ADN

<213>

<400> 4

ccgccatgac
ttggccagat
gaaggaaaaa
ctaccacagt
ttgttcceec
gaaaggttaa
gctccactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gcactgegtt

tacaattcag

<210> 5
<211> 233
<212> PRT

<213>

<400> b5

gtatccaagg
ccteegeege
tggcatcttc
cacaacgecec
99929499999
ggttgaattc
tgttattcta
aaactactcc
acccaaacct
getttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

Circovirus porcino

aggcgttacc
cgececectygge
aacacccgec
tcctgggegg
accaacaaaa
tggccctget
gatgataact
tccegecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagacc

Circovirus porcino

gcagaagaag
tegtecaccce
tcteeccgeac
tggacatgat
tctctatacce
cceecateac
ttgtaacaaa
caatccceca
ccactattga
cctctagaaa
aggactacaa

cceccacttga

acaccgececce
cegeeacege
cttcggatat
gagatttaat
ctttgaatac
ccagggtaat
ggccacagec
acccrretec
ttacttccaa
tgtggaccac
tatccgtgta

accctaagaa

Met Thr Tyr Pro érg Arg Arg Tyr Arg égg Arg Arg His
1

Ser His Leu ggy GIn Ile Leu Arg ggg Arg Pro Trp Leu

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile phe
9 359 Y g Irp Arg 409 .

145

c¢gcagecatc
taccgttgga
actgtcaagg
attgacgact
tacagaataa
aggggagtag
ctaacctatg
taccactccce
ccaaataaca
gtaggccteg
accatgtatg
ttc

Arg Pro Arg
15

val His Pro

30

Asn Thr Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
713



Leu
Pro

65

Pro

Arg

GlIn

Phe

Ser

145

Phe

Asn

val

Gln

Asn
225

<210> ©

Ser
50

Ser

Pro

Ile

Gly

val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Arg

Trp

Gly

Arg

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

<211> 233

<212> PRT

Thre
Ala

Gly

LyS
Arg
Lys
His
Lys
Ar

18

val
Asn

Asp

Phe

val

Gly
85

val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asnh

Gly

Ile

Pro

Gly
Asp
70

Thr

Lys

val

Thr

Ite

150

val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Tyr
55
Met

Asn

val
Gly
Ala
135
Pro
Leu
Leu
Gly
val

215

Leu

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Lys

<213> Circovirus porcino

val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

146

Lys

Phe

Ser
90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Ala
Asn

75

Ile

Pro

val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

val

Thr
60

Ile

Pro

Cys

Iie

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

val

Ser

Phe

Ser

150

Lys

Arg

Thr

Phe

Tyr
95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Thr

val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

TYyr

Pro

Ash

AsSp

Phe



<400> 6

Met Thy Tyr Pro
1

Ser His Leu Gly

20

Arg His Arg Tyr
35

Leu Ser Arg Thr

Pro Ser Trp Ala
65

Pro Pro Gly Gly

Gln Gly Asp Arg
118

val Thr

130

Phe Lys

Ser Sar His

Arg
145

Phe Thr Pro Lys

Asn Asn AL

Lys
18

Hig val

195

val Asp

Gln Asp Ash

p Tyr
210

Asn
225

Leu Lys Asp

Arg

Gln

Arg

Phe

val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

pro

Val

Thr

Ile

150

val

Glin

Leu

Arg

Pro
230

Arg Arg
Ile Leu
Trp Arg
Gly Tyr
55

Asp Met
70

Gly
Ala
135
Pro
Ley
Leu
Gly
val
215

Leu

Tyr
Arg

Arg
40

Thr

Met

Ser

120

Ley

Glin

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Glu

Arg

Arg
25

Lys
val

Arg

Gly Thr Asn Lys Ile
85

Arg Ile Arg Lys val tys val Glu Phe Trp Pro Cys
100 105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu
185

Ala

Met

Pro

147

Arg

Arg
10

Arg His

Arg Pro Trp Leu

Ile Phe
45

Asn Gly

Ala Thr Thr

60

Lys

Phe Asn Ile Asp

75

Ser ITe Pro Phe
90

ser

Ala val Ile teu

325

Pro
140

Tyr Asp Tyr

Phe Ser His

155

Tyr

Thr Ile Asp Tyr
170

Arg Leu Gln Thr

Phe Glu Asn Ser

205

Gln
220

TV val phe

Pro
15

Arg

val His

30

Asn Thr

val Thr

Asp Phe

Glu Tyr

95
Pro Ile
110

AsSp Asp
val Asn
Ser Arg
phe Gln

175

Ser Ar
190 ’

Lys Tyr

Arg Glu

Arg

Pro

Arg

Thr

val
80

Tyr

Thr

&Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Ash

Asp

£he



<210> 7
<211> 756
<212> ADN
<213> Art
<220>

<223>

circovirus porcino tipo 2,

Esta

ificial

sequéncia é

de

do vector pGEM T-easy.

<400> 7

gcggecgegg
caccgeccce
cgecaccgcet
ttcggatata
agatttaata
tttgaatact
cagggtgata
gccacagece
ccettctect
tacttccaac
gtggaccacg
atccgtgtaa

ccctaagaat

<210> 8
<211> 103
<212> ADN

<213> Art

gaattcgatc
gcagccatct
accgttggag
ctgtcaaggc
ttgacgactt
acagaataag
ggggagtggg
taacctatga
accactcccg
caaataacaa
taggectegy
ccatgtatgt

tctatcacta

87

ificial

cgccatgacy
tggccagatc
aaggaaaaat
taccacagtc
tgtrececcceg
aaaggttaag
cteccactget
cccatatgta
ttacttcaca
aaggaatcag
cactgegttc
acaattcaga

gtgaattcgc

tatccaagga
ctccgecgee
ggcatcttca
acaacgcect
ggagggggga
gttgaattct
gttattctag
aactactcct
cccaaacctg
ctrtggctga
gaaaacagta

gaatttaatc

ggcecge

148

fase de

ggcgttacceg
gcecectgget
acacccgect
cctgggeggt
ccaacaaaat
ggcectgete
atgataactt
cccgecatac
ttcttgacte
ggctacaaac
aatacgacca

ttaaagaccc

leitura

cagaagaaga
cgtccaccce
ctceoegeacce
ggacatgatg
ctctataccc
ceeeatcace
tgtaacaaag
aatcccccaa
cactattgat
ctctagaaat
ggactacaat

cccacttgaa

aberta 2 de

juntamente com uma pPorgao

60
120
180
240
360
360
420
480
540
600
660
720
756



<220>

<223> Esta ¢é a construcdo de ORF2 de circovirus porcino
tipo 2, a qual inclui as sequéncias codificantes de
baculovirus e pGEM T-easy.

<400> 8

aagctttact cgtaaagcga gttgaaggat catatttagt tgcgtttatg agataagatt 60
gaaagcacgt gtaaaatgtt tcccgcgegt tggcacaact atttacaatg cggccaagtt 120
ataaaagatt ctaatctgat atgttttaaa acacctttgc ggcccgagtt gtttgcgtac 180
gtgactagcg aagaagatgt gtggaccgca gaacagatag taaaacaaaa ccctagtatt 240
ggagcaataa tcgatttaac caacacgtct aaatattatg atggtgtgca ttttttgcgg 300
gcgggcctgt tatacaaaaa aattcaagta cctggccaga ctttgccgcc tgaaagcata 360
gttcaagaat ttattgacac ggtaaaagaa tttacagaaa agtgtcccgg catgttggtg 420
ggcgtgcact gcacacacgg tattaatcgc accggttaca tggtgtgcag atatttaatg 480
cacaccctgg gtattgcgcc gcaggaagcc atagatagat tcgaaaaagc cagaggtcac 540
aaaattgaaa gacaaaatta cgttcaagat ttattaattt aattaatatt atttgcattc 600
tttaacaaat actttatcct attttcaaat tgttgcgctt cttccagcga accaaaacta 660
tgcttcgett gectccgttta gecttgtagecc gatcagtggce gttgttccaa tcgacggtag 720
gattaggccg gatattctcc accacaatgt tggcaacgtt gatgttacgt ttatgctttt 780
ggttttccac gtacgtcttt tggccggtaa tagccgtaaa cgtagtgccg tcgcgcgtca 840
cgcacaacac cggatgtttg cgcttgtccg cggggtattg aaccgcgcga tccgacaaat 900
ccaccacttt ggcaactaaa tcggtgacct gcgcgtcttt tttctgcatt atttcgtctt 960
tcttttgcat ggtttcctgg aagccggtgt acatgcggtt tagatcagtc atgacgcgeg 1020
tgacctgcaa atctttggcc tcgatctgct tgtccttgat ggcaacgatg cgttcaataa 1080
actcttgttt tttaacaagt tcctcggttt tttgcgccac caccgcttge agegegtttg 1140
tgtgctcggt gaatgtcgca atcagcttag tcaccaactg tttgctctcc tcctcccgtt 1200
gtttgatcgc gggatcgtac ttgccggtgc agagcacttg aggaattact tcttctaaaa 1260
gccattcttg taattctatg gcgtaaggca atttggactt cataatcagc tgaatcacgc 1320
cggatttagt aatgagcact gtatgcggct gcaaatacag cgggtcgccc cttttcacga 1380
cgctgttaga ggtagggccc ccattttgga tggtctgctc aaataacgat ttgtatttat 1440
tgtctacatg aacacgtata gctttatcac aaactgtata ttttaaactg ttagcgacgt 1500
ccttggccac gaaccggacc tgttggtcgc gctctagcac gtaccgcagg ttgaacgtat 1560

149



cttetccaaa

tttgcaacaa

tatgggggaa
ggcgcaageg
tacagtittg
atgacgccra
cttectecgt
cgacgcacaa
ggcaatatty
cgttgggeat
tagtgegatt
atcgagtcaa
gegegtattt
aataatatat
acgactatga
atctgtgcac
tgaccccegt

atgtcggtga

tggtgcgaga

agagcgtcat
aaattgaccc
ggactgcgat
aattttaaaa
aatgtcgtcy
aacgatttga
aactgttaca
gctctgacgce
atcaaatcce
ctctgtccgt
aaacaattat
catttgtagt
aatcattttc
tagacgectt

aattaacata

tttagattet
ctattgtrtt
catgcgeoge
gctaaaacgt
atttgcatat
caactececy
gtggccgaac
gtatctgtac
gcaaattcga
gtacgtecega
aaaacgttgt
gtgatcaaag
taacaaacta
tatgtatcge
tagagatcaa
gcgttcegge
agtgacaacg
cgttaaaact
agccgegaag
gtttagacaa
taactccata
tgtacatgct
aacgcagcaa
acatgctgaa
aagaaaacaa
ttacaaacgt
atttctacaa
aagatgtgta
ttgctggcaa
aaatgctaaa
attatctata
aaatgattca
gtcgtcttet
gttattatcg

ccaattttaa
ttaacgcaaa
tacaacactc
gttgcgoger
taacggcgat
ccogegttga
acgtcgageg
accgaatgat
aaatatatac
acgttgattt
acatcctege
tgtggaataa
gcecatettgt
acgtcaagaa
ataaagegcy
acgagctttyg
atcacgccca
attaagccat
tatggcgaat
gaaagctaca
cacggtattc
gttaacggct
gagaaacatt
caacaagatt
tgtaccgegce
ggtttcgtgt
ccaegactcc
taaaccacca
ctgcaagggt
tttgtrtttt
attg aaaacg
cagttaattt
tettcgtatt

tatccatata

cgcgageeat
ctaaacttat
gtcgttatga
caacgcggea

tttttaaatt

ctegetgeac

ggtggtcgat
cgtegggega
agttgggttyg
gecatgceaagce
ttttaatcat
tgtttLcttt
aagttagttt
ttaacaatge
aattaaatag
attgtaataa
aaagaactgc
ccaatcgacc
gcatcgtata
tatttaattg
tacaatggcg
ccgcccacta
tgtatgaaag
aatatgcctc
ggcggtatgt
gccaagtgtg
aagtgtgtgg
aactgccaaa
ctcaatrccta
attaacgata
cgtagttata
gcgacaatat
ccttctettt
tgtatctate

150

tttgatacac
tgtggtaage
acgcagacygg
aacatcgeaa
atcttattta
ctegageagt
gaccagegyc
aggcacgtcg
tttgegeata
cgaaattaaa
goegtegatt
gtattccega
catttaatgc
gececgttgte
cttgcgacgc
gtttttacga
cgactacaaa
gttagtcgaa
acgtgtggag
atcccgatga

gggrrityggt

ttaatgaaat
aatgcgtaga
cgtgtataaa
acaggaagag
aaaaccgatg
gtgaagtcat
aaatgaaaac
tttgtaatta
Caaaccaaac
atcgctgagg
aattttattt
ttcatttttc
gtatagagta

gtgtgtcgat
aataattaaa
cgeeggtote
aagccaatag
ataaatagtt
tcgttgacge
gtgcegeacg
gcetccaagt
tctategtag
tcattgegat
aaatcgegca
gtcaagcgca
aactttatec
gcatcteaac
aacgtgcacyg
agcgatgaca
atrtaccgagt
tcaggaccgce
tcegeteatt
rttrattgat
caaaatttcc
taaaaattcc
aggaaagaaa
aaaaatattg
gtttatacta
tttaatcaag
gcatctttta
tgtcgacaag
ttgaataata
gcaacaagaa
taatatttaa
tcacataaac
tcctcataaa

aattttttgt

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



tgtcataaat
tgtaatttac
aatttatata
acgecagerto
ccaaaatgtt
ctgcgageag
atcacaaact
gataaccatc
aaacctataa
€ageyggecge
gacaccgeec
ccegeeaceyg
ccttcggata

tgagattiaa

cctttgaata
cccagggtga
aggccacage
aacccttcte
attacttcca
atgtggacca
atatcegtyt
aaccctaaga
ggtacccggg
atccgtaaty
tacagggaaa
gtgatggatg
ttcctggeec
atcgtegage

atatatgtet
aacagtgcta
atcaatgaat
ttctagttca
gtacgaaccy
ttgtttgttg
ggaaatgtct
tcdcaaataa
atattcegga
gggaattcga
ccgeagecat
ctaccgttgy
tactgtcaag
tattgacgac
ctacagaata
taggggagty
¢Ctaacctat
ctaccactec
accaaataac
cgraggectc
aaccatgtat
attctatcac
atcetttect
ttaaacccga
cttggacccg
ttttecttgt
aacacgctct

ctteatgggt

tttttaatgg
ttttctggta
ttgagatcgt
attacaccat
ttaaacaaaa
ttaaaaataa
atcaatatat
ataagtattt
ttattcatac
tccgecatga
cttggccaga
agaaggaaaa
gctaccacag

tttgtteecce

agaaaggtta
gactecacty
gacccatatg
cgttacttca
aaaaggaatc
ggcactgagt
gtacaattca
tagtgaattc
gggacccgge
cacgatgaag
cttcatggaa
tgtcaacatg
gegttgcgac

gggcageaac

ggtgtatagt
gttcttegga
cggttttgta
tttttagcag
acagttcacc
cagecattgt
agttgctgat
tactgttttc
CYLCeccacea
cgtatccaag
tectecgecg
atggcatctt
tcagaacgege
€ggg9aggggg
aggttgaatt
ctgttattct
taaactactc
cacceaaace
agetttgget
tcgaaaacag
gagaatttaa
gcggeoegocg
aagaaccaaa
cttgtegttg
gacagettee
cgtcccacta
cccgactatyg

aacgagtacc
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accgctocge
gtgtgtrget
caatatgttg
caccggatta
tcccttttet
aatgagacgce
atcatggaga
gtaacagttt
tcgggcgegy
gaggegttac
cegeeectygy
caacaccege
ctectgggey

gaccaacaaa

ctggeeetye
agatgataac
ctccegeeat
tgttettgac
gaggctacaa
taaatacgac
tcttaaagac
gcecgetecag
aactcactet
gatggaaagg
ccattgttaa
gacceaaccy
tacctcatga

gcatcageet

atagtttttc
ttaattatta
ceggeatage
acataacttt
atactattgt
dcaaactaat
taattaaaat
tgtaataaaa
atcagatctyg
cgcagaagaa
ctegtecacc
ctetececgea
gtggacatga
atctctatac
tceeecateca
tttgtaacaa
acaatrccccc
tecactatty
acctctagaa
caggactaca
cccccactty
aattctagaa
cttcaaggaa
aaaagagttc
cgaccaagaa
ttgttacaaa
cgtgattagg
ggctaagaag

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280



ggcggegget
atcgatcgty
gctgaagagg
ccagacgcac
atttattaag
aataattcat
tcagcgtctt
cgattagttt
tcgetcaacg
gtttgtgttt
tttctttcat
tggacatatt
ccectegtegt
attgtgtcgg
gattgcggac
acgttagaaa
ggcggtggtg
ggaggcggag
ttaggcaaca
accggtctga
tcgtctaaag
gacatcgatg
9gcggcggtg
accggcgeag
ggtggtggca
gtaatttcge
ttgtaaagag
cagcattgta
aaacgtcgtt
tgtcgtaaat
gatgcgcatc
tacgattcgt

actgcaaaaa

gcccaataat
tcatctggga
aggaaattct
ctctgttcac
cgctagattc
taaatttata
tatatctgaa
caadcaaggg
ccacaaaact
tgttttgtaa
cactgtcgtt
taacatcggg
tagaagttgc
ctaacacgtc
gtttttgggce
gcgatgygtgce
gagctgatga
gcggaggtgg

cagtcggcac

gacgagtgcg
gtgcagcggg
gtggtggtgg
ccgecggtat
gcgcegetgg
attcaatatt
tatcgtttac
attgtctcaa
gtggcgagac
ggcaagcettt
gtrgtttrty
aattttgttg
catggecacce

cgtcaaaact

gaaccttcac
gaacttctac
¢cttgaagtt
tggteccggcy
tgtgcgttgt
atctttaggg
tttaaatatt
ttgtrtttcc
tgccaaatct
taaaggttcg
agtgtacaat
cgtgttaget
ttccgaagac
cgcgatcaaa
goggtttcaat
aggcggtygt
taaatctacc
tggcggtoat
ctcaactatt
atttttttcg
ttgaggttce
tggtggaggc
aatttgttct
¢tgcacaacg
ataattggaa
cgtgccgata
gctcgecgea
acttcgetgt
aaaatattta
ataatttgcg
ttcctattat
acaaatgcta

cggtataaaa

tctgagtaca
aagcccatcg
tcectggtygt
tattaaaaca
tgatttacag
tggtatgtta
aaatcctcaa
gaaccgatgg
tgtagcagca
acgtcgttca
tgactcgacg
ttattaggcc
gattttgcca
tttgtagttg

ctaactgtgc

aacatttcag
atcggtggag
gcagacggcg
gtactggttt
tttctaatag

gtcggcattg

gctggaatgt

ggtttagttt
gaaggtcgtc
tacaaatcgt
tttaacaacc
cgccgataac
cgtcgacgta
aaagaacatc
cttccgeagt
tgaataaata
cgetygcaaac

taatcaacgg
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ccaactcgtt
tttacatcgg
tcaaagtaaa
cgatacattyg
acaattgttg
gagcgaaaat
tagatttgta
ctggactatc
atctagettt
aaatattatg
taaacacgtt
gattatcgtce
tagcecacacyg
agctttttgg
ccgattttaa
acggcaaatce
gcgeaggegg
gtttaggctc
cgggcgecgt
cttccaacaa
gtggagcgag
taggcacggg
gttcgcgeac
tgcttcgagyg
aaaaatctgc
gctcaatgta
aagcctttte
catgtatgct
tctgttcage
atcgacacygt
agattgtaca
gctggtacaa
gcgetttggc

cgaacagttc
taccgactct
dgagtttgca
ttattagtac
tacgtatttt
caaatgattt
aaataggttt
taatggattt
gtcgatattc
cgcttttgta
aaataaagct
gtcgtcccaa
acgcctatta
aattatttct
ttcagacaac
tactaatgyc
ggctggeggc
aaatgtctct
ttttggtttg
ttgttgtcty
cggcaattca
agaaggtggt
gattgtgggc
cagcgettgg
tataagcatt
agcaattgta
atttttacta
ttgttgtcaa
accactgtgt
tcaaaaaatt
gattcatatc
ttttacgaaa

aaaatatcta

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260



ttttatcgea
ttaacgctga
tctattitaa
ccgatttatt
ttattagaca
acataaaact
acggattgtg
gtccggaaaa
aacatacaag
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtecgtge
tgggcgetcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaage

cgttecgctec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cccegtegty

gataccgcga

caagcccact
cgaaataaaa
tcacggttcc
tgaaacacta
getgtgtgaa
cgaaaatgtc
Ccaaacacgaa
aattcgacac
ttgctaacgt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgecatt
tccgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggc
cgaaacccga
tctectgtte

gtggcgettt

aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
trtttrgttte
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta

gacccacgct

agcaaattgt
gttcaccagt
atcaacaacc

caaattaaag

gcgetcaacy

ttatatttcg
aactcactta
acaactatgc
aatcatggtc
tacgagcecgg
taattgcgtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tecegeceecce
caggactata
cgacccigece

ctcatagetc

gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggrctga
taaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga

caccggctcce

atttgcagaa
taatgagcga
aagtgatcgt
gcgagetttce
atttgcacaa
dagcacttga
gcgtgcacga
acgtttcgtt
atagctgttt
aagcdtaaag
gcgctcactg
ccaacgegeg
ctcgetgeac
acggttatcc
aaaggccagyg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg

accccecegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgce
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttcgt
gggcttacca

agatttatca

153

aacaatttcg
ccacccaaat
gatggactac
gtaccaactt
gcacaatttc
tcgecgtgtat
cggcacgttg
tgactggtac
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccegetttec
gggagaggcg
tcggtegttc
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttcccce
tacctgtccyg

tatctcagtt

cagcccgacc
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcy
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggeccca

gcaataaacc

gcgcacaatt
tttataaaaa
attgactgtc
gttagcaata
atacacaacyg
gtttgcgatt
gagtatttta
gcggegtgtt
attgttatcc
ggggtgccta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cetttctece
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcagce
agttcttgaa
ctctgctgaa
ceaccgetygy
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat

agccagccgg

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120



aagggccgag
ttgccgggaa
tgctacaggc
ccaacgatca
cggtccteccg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tccccgaaaa
aaataggcgt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag
cgtaaggaga
agggcgatcg
aaggcgatta

cagtgee

<210> 9
20
PRT

<211>
<212>
<213>

cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecottt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggc
cagctcccgy
cagggcgegt
cagattgtac
aaataccgca
gtgcgggect
agttgggtaa

gtcctgcaac
gtagttcgcc
cacgctcgtc
catgatcccc
gaagtaagtt
ctgtcatgcc
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgccgeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtct
agacggtcac
cagcgggtgt
tgagagtgca
tcaggcgcca
cttcgetatt

cgccagggtt

Circovirus porcino

tttatccgec
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgc
ggccgeagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgcgegttte
agctigtctg
tggcgggtgt
ccatatgcgg
ttcgcecattc
acgccagetg

ttcccagtca
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tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgct
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggetgge
tgtgaaatac
aggctgegea
gcgaaagagy
cgacgttgta

ctattaattg
ttgttgccat
gctccggttc
ttagctcctt
tggttatgge
tgactggtga
cttgcccggce
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggageag
ttaactatgce
cgcacagatyg
actgttggga
gatgtgctge

aaacgacggc

9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
16020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10387



<400> 9

Ser Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg ng Arg His His Pro Pro Ser
1 5

His Leu Gly Gln
20

<210> 10
<211> 19
<212> PRT

<213> Circovirus porcino

<400> 10
Pro Arg His His Tyr Arg Pro Arg Arg Lys Asn Giy Ile Phe Asn Thr
1 3 10 15

Thr Leu Ser

<210> 11
<211> 233
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Esta ¢ uma sequéncia de aminodcidos para a fase de

leitura aberta 2 de circovirus porcino tipo 2.

<400> 11
?et Thr Tyr Pro érg Arg Arg Tyr Arg ?59 Arg Arg His Arg ;ro Arg
5

Ser His Leu Gly GIn Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu val His Pro
20 25 30

Arg His égg Tyr Arg Trp Arg ﬁgg Lys Asn Gly Ile ZEe Asn Thr Arg

155



Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

val

Gln

Ash
225

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

210

Leu

Arg

Trp

Gly

Lys

Asp

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Thr

Ala

Gly

Arg

Lys

His

Lys

Ar

18

val

Asn

Asp

Phe

val

Gly

85

val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Pro

Lisboa,

Gly

Asp

70

Thr

Lys

val

Thr

Ile

150

val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Asnh

val

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

val

215

Leu

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

GlIn

Asp

Trp

Thr
200

Thr

Lys

val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

156

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Ala

Ash

75

Ile

Pro

val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

GlIn

Asn

val Gln

220
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Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser
205

Phe

val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

val

Ser

Phe

Ser

190

Ile

Arg

Arg

Phe

TYyr

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

TYyr

Glu

Thr

val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Asn

Asp

Phe



REIVINDICACOES

Método de recuperacdo de proteina recombinante expressa por
fase de leitura aberta 2 de PCVZ2 em sobrenadante, em gque o

referido método inclui as etapas de:

i) infecgédo das células em meios de crescimento com um
vector de baculovirus contendo a referida fase de

leitura aberta 2;

ii) fazer com que o referido vector de Dbaculovirus
expresse a referida proteina de fase de leitura

aberta 2; e

iii) recuperagdo da referida proteina de fase de leitura

aberta 2 expressa no sobrenadante,

em gque a referida recuperacao ocorre, pelo menos, 5 dias
apdés a infeccdo das células com o referido vector de

baculovirus.

Método da reivindicacédo 1, compreendendo as etapas de:

A) clonagem da referida fase de leitura aberta 2

recombinante de PCV2 num vector de transferéncia;

B) introducéo da porgao do referido vector de
transferéncia contendo a referida fase de leitura

aberta 2 recombinante num baculovirus;



C) infecgdo das células em meios com o referido

baculovirus;

D) fazer com que o referido baculovirus expresse a
proteina de fase de leitura aberta 2 da referida

fase de leitura aberta 2;

E) separacdo das células contendo o referido vector de

baculovirus do sobrenadante; e

F) recuperacédo da referida proteina de fase de leitura
aberta 2 expressa no referido sobrenadante, pelo
menos, cinco dias apds a infeccgdo das células com o

referido baculovirus.

Método da reivindicagdo 1 ou 2, em que a ©proteina
recombinante de fase de leitura aberta 2 expressa é
segregada pelas células para os meios de crescimento
circundantes e em que a proteina de fase de leitura
aberta 2 é recuperada no sobrenadante, em vez de ser a

partir do interior das células.

Método de qualquer uma das reivindicagdes 1-3, em que o
referido método inclui ainda a etapa de amplificar a
referida fase de leitura aberta 2 a partir de uma estirpe
de PCV2 antes de clonar a referida fase de leitura aberta

no referido vector de transferéncia.

Método de qualquer uma das reivindicagdes 1-4, em que a
referida fase de leitura aberta 2 recombinante compreende

ainda uma sequéncia seleccionada do grupo consistindo de



10.

11.

uma sequéncia de Kozak em 5', um sitio EcoRl em 3' e as

suas combinacdes.

Método da reivindicacdo 5, em que a referida sequéncia de

Kozak em 5' compreende a SEQ ID Ne¢: 1.

Método da reivindicacdo 5, em que o referido sitio EcoR1l em

3' compreende a SEQ ID N2: 2.

Método de qualgquer uma das reivindicacgbes 1 a 7, em que
a referida fase de leitura aberta de PCV2 compreende a

SEQ ID Ne: 4.

Método de qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7, em que a
referida proteina recombinante de fase de leitura aberta 2

compreende a SEQ ID N¢: 6.

Método de qualquer uma das reivindicacbes 1 a 8, em que 0s
referidos meios compreendem meios celulares de 1insecto

isentos de soro.

Método de qualgquer uma das reivindicacgdes 2 a 10,

compreendendo ainda as etapas de:

i) antes da etapa A, clonagem da referida fase de

leitura aberta 2 amplificada num primeiro vector;

ii) excisdo da referida fase de leitura aberta 2 do

referido primeiro vector; e

iii) utilizacgcdo da referida fase de leitura aberta 2

excisada na etapa A.



12.

13.

14.

Método de qualguer uma das reivindicacgbes 1 a 11, em que as

referidas células compreendem células SF+.

Método de qualquer uma das reivindicacdes anteriores, em que
a etapa de recuperacao compreende a separacao do detritos
celulares da proteina de fase de leitura aberta 2 expressa
em meios por meio de uma etapa de separacao, em que a etapa

de separacdo inclui, de um modo preferido, filtracéao.

Método de preparagdo de uma composicdo para provocar uma
resposta imunitéria contra PCV2, 0 referido método

compreendendo as etapas de:

i) introdugdo de wuma construg¢do num Dbaculovirus, a
referida construcdo compreendendo ADN recombinante

de fase de leitura aberta 2 de PCV2Z;

ii) infecgdo das células com o referido baculovirus, as

referidas células estando em meios de crescimento;

iii) fazer com que o referido virus expresse a proteina
recombinante da referida fase de leitura aberta 2 a

partir da referida fase de leitura aberta 2;

iv) recuperagdo da referida proteina de fase de leitura
aberta 2 expressa no sobrenadante, em que a referida
proteina de fase de leitura aberta 2 é recuperada,
pelo menos, 5 dias apds a infeccdo das referidas

células com o referido baculovirus; e



15.

16.

17.

18.

19.

V) combinacéo da referida proteina de fase de
leitura aberta 2 recuperada no sobrenadante com um
adjuvante adequado ou outro veiculo ou excipiente

farmaceuticamente aceitavel.

Método da reivindicacdo 14, em gue a proteina recombinante
de fase de leitura aberta 2 expressa ¢é segregada pelas
células para os meios de crescimento circundantes e em que
a proteina de fase de leitura aberta 2 ¢é recuperada no
sobrenadante, em vez de ser a partir do interior das

células.

Método da reivindicacdo 14 ou 15, em que o referido método
inclui ainda a etapa de obtencdo da referida construcao a

partir de um vector de transferéncia.

Método de qualguer uma das reivindicacdes 14-16, em qgue O
referido método inclui ainda a etapa de amplificacdo da
referida fase de leitura aberta 2 a partir de uma estirpe
de PCV2 antes da clonagem da referida fase de leitura

aberta 2 no referido vector de transferéncia.

Método de qualguer uma das reivindicacdes 14 a 17, em que a
referida fase de leitura aberta 2 recombinante compreende
ainda uma sequéncia seleccionada do grupo consistindo de
uma sequéncia de Kozak em 5', um sitio EcoRl em 3' e as

suas combinacdes.

Método da reivindicacédo 18, a referida sequéncia de Kozak em

5' compreendendo a SEQ ID Ne: 1.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

Método da reivindicacdo 18, o referido sitio EcoRl em 3

compreendendo a SEQ ID N2: 2.

Método de qualgquer uma das reivindicacdes 14 a 20, a
referida fase de leitura aberta 2 de PCV2 compreendendo a

SEQ ID Ne¢: 4.

Método de qualquer uma das reivindicacbées 14 a 21, a
referida proteina recombinante de fase de leitura aberta 2

compreendendo a SEQ ID N¢: 6.

Método de qualquer uma das reivindicacbées 14 a 22, o0s
referidos meios compreendendo meios celulares de insecto

isentos de soro.

Método de qualquer uma das reivindicacgdes 17 a 23,

compreendendo ainda as etapas de:

i) clonagem da referida fase de leitura aberta 2

amplificada num primeiro vector;

ii) excisdo da referida fase de leitura aberta 2 do

referido primeiro vector; e

iii) utilizacdo da referida fase de leitura aberta 2
excisada para clonagem no referido wvector de

transferéncia.

Método de qualquer uma das reivindicacdes 14 a 24, em gque as

referidas células compreendem células SF+.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Método de qualgquer uma das reivindicacdes 14 a 25, em que a
referida etapa de recuperacao compreende ainda a etapa de
separagdo dos referidos meios das referidas células e

detritos celulares.

Método da reivindicacdo 26, em que a referida etapa de
separacao 1nclui a etapa de filtracédo das referidas
células, detritos celulares e meios de crescimento através
de um filtro possuindo poros variando em tamanho desde

cerca de 0,45 uM a cerca de 1,0 uM.

Método de qualgquer uma das reivindicacgdes 14 a 27, em gque O
referido método inclui ainda a etapa de inactivacdo do
referido baculovirus por adicdo de etilenimina binédria
(BEI) ciclizada e, depois de completada a inactivacédo, &
adicionada uma solucdo de tiossulfato de sdédio, antes da
combinagdo com a referida proteina de fase de leitura

aberta 2 recuperada com um adjuvante adequado.

Composicdo de matéria obtenivel pelo método de qualquer uma

das reivindicagdes 1-28.

Utilizacdo da composicédo da reivindicacdo 29 para a
preparagdo de um medicamento para a prevencao de uma

infecgcdo de PCV2.

Composigcdo da reivindicagdo 29 para utilizagdo como um

medicamento.

Composicédo da reivindicacao 29 para utilizacdo como uma

vacina para a prevencgao de infeccdo de PCV2.



33.

34.

35.

36.

37.

Composicédo da reivindicacédo 29 para utilizacdo num método de

prevengao de uma infecgdo de PCV2.

Método para producdo de um kit de diagndéstico para a
deteccédo de uma infeccdo de PCVZ2 numa amostra, o qual

compreende

i) producdo de uma proteina recombinante de fase de
leitura aberta 2 como exposto em qualquer uma das

reivindicacdes 1-28;

ii) e embalagem da referida proteina recombinante de

fase de leitura aberta 2 num recipiente adequado.

Método da reivindicacgdo 34, compreendendo ainda a etapa de
inclusdo de um manual de instrucgdes com o recipiente que

embala a proteina recombinante de fase de leitura aberta 2.

Kit incluindo, pelo menos, um recipiente compreendendo, pelo
menos, uma dose da composicdo da reivindicacdo 29, em que a
referida composicdo é imunogénica e uma dose compreende,
pelo menos, 2 pg de proteina de fase de leitura aberta 2 de

PCV2.

Kit compreendendo 1) um recipiente contendo, pelo menos, uma
dose da composicdo da reivindicacado 29 e ii) um recipiente
contendo uma composicdo imunogénica compreendendo antigénio

de PRRS.



-

38. Kit de da reivindicacdo 37, em que o antigénio de PRRS &

IngelVac PRRS MLV.

Lisboa, 11 de Maio de 2015
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Estirpe de campo
de PCV2 isolada

Fig. 1

Etapa de amplificag¢do por PCR de ORF2

@ h Kozak em 57
Gene de ORF2
(713 pb)

@

Vector
PGEMO-T
Easy
(3015 pb)

SETEMPNTAT BILLUUNED

inicio

introdugdo de uma sequéncia consenso de

introdugdo de um sitio EcoRI em 3’

Clonagem no sitio de protuberdncia em T do
Vector pGEM-T—-Easy da Promega

Excisdo de pGEM-T-
Easy no sitio de
restrigdo NotI

—

®

Gene de ORF2
(756 pb,

incluindo
algumas sequéncias

do vector pGEM)

Baculovirus
Recombinante
expressando
proteina de ORF2

Co-transfecgdo da nova
construgdo (designagdo:
N47-064Y; tamanho total:
10387 pb) com ADN de BD
BaculoGold em células Sf9

stil

Clonagem no
vector BD
pVL1392

——

®
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Fig 2(a)

1. Stock Celular Principal SF+

2. Stock Celular De Trabalho SF+

Meio Ex—Cell 420

A

3. Subcultura Psg 20 — 58

Meio Ex-Cell 420

Filtragdo Estéril

Exame Microscdpico

4. Cultura de

SF+ de Biorreactor

Meio Ex-Cell 420

5. Cultura de Baculovirus de
ORF2 de PCV-2

Exame Microscdpico
Contagem celular,
Viabilidade celular

Inoculagdo com WSV MSV-1
para MsSV+4 méx.

7. Filtracio

Exame Microscdpico
Contagem celular,
Viabilidade celular
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Fig 2(b)

Filtragdo
(Continuagdo da pagina
Anterior)

Etilenimina Bindria
(BEI)

Amostra para Teste de
Micoplasma

Tiossulfato de sSé&dio

Carbopol

Esterilidade

Selugdo Salina

v

9. Neutralizar BET em Excesso)

.

10. Mistura De Vacina

Esterilidade EP
(scp 03-183),
Inactivacdo, Teor e
Identidade de Antigénio

11. Engarrafar e Tapar

2

12. Rotular e Embalar

Esterilidade EP (SOP
03-183), Inactivacgdo,
Seqguranca Suina e
Poténcia de ELISA
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