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DESCRIPCION
Una vacuna que comprende una proteina ORF2 del PCV2 de genotipo 2B
Campo general de la invencién

La presente invencién se refiere en general a vacunas para proteger a los cerdos contra una infeccién por el circovirus
porcino tipo 2.

Antecedentes de la invencion

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un patégeno porcino de importancia econémica y, aunque pequefio, tiene latasa
de evolucién mas alta entre los virus de ADN. Desde el descubrimiento del PCV2 a finales de los afios 90, este virus
minimalista con un genoma de ADN monocatenario de 1,7 kb y dos genes indispensables (ORF1 y ORF2) se ha
convertido en uno de los patégenos porcinos mas importantes y actualmente estd sujeto al mayor volumen de
intervencién profilactica en forma de vacunas en la produccién de cerdos a nivel mundial. El gen ORF2 del PCV
codifica la proteina de la céapside del virus, que en toda su longitud es una proteina de aproximadamente 233
aminoécidos. El gen ORF2 de todos los aislados de PCV2 comparte 91-100 % de identidad en la secuencia de
nucleétidos y 90-100 % de identidad deducida en la secuencia de aminoacidos. Actualmente, el PCV2 se puede dividir
en cinco genotipos diferentes, PCV2a a PCV2e (Karuppannan y Opriessnig en Viruses 2017, 9, 99). Esta bien
documentado que el PCV2 continta evolucionando, lo cual se refleja en cambios en la prevalencia de los genotipos.
Durante 20086, se introdujeron vacunas comerciales contra el PCV2 a gran escala en una poblacién de cerdos
principalmente infectados con el PCV2b. Desde el afio 2012, el genotipo PCV2d esencialmente ha reemplazado al
genotipo PCV2b previamente predominante en América del Norte y también se documentan tendencias similares en
otras regiones geograficas como China y Corea del Sur. Este es el segundo cambio importante en el genotipo del
PCV2 desde el descubrimiento del virus. El posible aumento de la virulencia del genotipo emergente del PCV2 y la
eficacia de las vacunas actuales derivadas del genotipo PCV2a contra los virus del genotipo PCV2d han recibido una
atencioén considerable.

Las vacunas para proteger contra la infeccién por el virus PCV2, sin excepcidn, se basan en el gen ORF2 del PCV2,
que comprende material de ADN o ARN para proporcionar una proteina correspondiente después de la administracién
al animal en cuestién, que comprende una proteina codificada por el gen ORF2 (por ejemplo, la proteina de longitud
completa, una o més versiones truncadas o una mezcla de las mismas), o que comprende el virus completo y, por lo
tanto, inherentemente, la proteina de la capside. En la técnica estan disponibles comercialmente varias vacunas contra
el PCV2. Porcilis® PCV (disponible en MSD Animal Health, Boxmeer, Paises Bajos) es una vacuna para la proteccion
de los cerdos contra el circovirus porcino tipo 2, para usar en cerdos a partir de tres semanas de edad. Cuando se
administra como vacuna de dos inyecciones (dos dosis), la duracién de la inmunidad (DOI) es de 22 semanas,
cubriendo casi por completo el periodo de engorde de los cerdos. Ingelvac CircoFlex® (disponible en Boehringer
Ingelheim, Ingelheim) es una vacuna para la proteccién de cerdos contra el circovirus porcino tipo 2, para usar en
cerdos a partir de dos semanas de edad. Esta registrada como vacuna de una sola inyeccién (una dosis). Circovac®
(disponible en Merial, Lyon, Francia) es una vacuna para la proteccién de los cerdos contra el circovirus porcino tipo
2, para usar en cerdos de tres semanas o mas. Suvaxyn® PCV (disponible en Zoetis, Capelle aid lJssel, Paises Bajos)
es una vacuna para la proteccién de los cerdos contra el circovirus porcino tipo 2, para usar en cerdos a partir de tres
semanas de edad. Otras vacunas contra al PCV2 se describen, por ejemplo, en los documentos WO2007/028823,
WO 2007/094893 y WO2008/076915.

El articulo de revisién reciente mencionado aqui anteriormente (Viruses 2017) resume el conocimiento actual sobre la
biologia del PCV2, los estudios experimentales sobre la variabilidad antigénica, el analisis epidemiolégico molecular
de la evolucién de los genotipos del PCV2 y de las vacunas contra el PCV2. En referencia a esto Ultimo, se afirma que
la proteccién homdloga puede ser mejor que la proteccién heteréloga. En cuanto a la proteccién cruzada, se concluye
(pagina 5, lineas 29-32) que "los estudios experimentales controlados y los ensayos de campo muestran que las
vacunas basadas en el PCV2 [como Porcilis PCV y CircoFLEX] y una vacuna basada en el PCV2b confieren una
proteccién cruzada adecuada contra la enfermedad clinica tras la exposicién a los virus de genotipo PCV2a, PCV2b y
PCV2d y mejoran el aumento de peso diario promedio". Por eso se entiende cominmente que la proteccién cruzada
es adecuada para cada genotipo.

Huang Liping et al en Appl Microbiol Biotechnol (2016) 100:5923-5943 divulgan una vacuna que comprende proteinas
de la capside del genotipo PCV2a.

El documento US2015/0056248 divulga una proteina ORF2 del subtipo 2b del PCV para proteccién heterdloga.
Objeto de la invencién

Un objeto es proporcionar una vacuna mejorada para la proteccion contra una infeccién con el PCV2.
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Sumario de la invencién

Para cumplir el objeto de la invencidn, se ha ideado una vacuna que comprende una proteina codificada por ORF2
del circovirus porcino 2 (PCV2) de genotipo 2b y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, siendo la vacuna para
usar en un método para proteger a un cerdo contra una infeccidén con circovirus porcino tipo 2 de genotipo 2d mediante
la administracién de la vacuna al cerdo, en donde la vacuna comprende menos de 20 ug por dosis de la proteina
codificada por ORF2 (por ejemplo, la proteina de longitud completa, una o mas versiones truncadas o una mezcla de
las mismas), siendo la proteina de un circovirus porcino de genotipo 2b en donde la vacuna proporciona proteccion
contra el PCV2 de genotipo 2d a un nivel correspondiente a la proteccidén conferida si el cerdo hubiera sido vacunado
con una proteina codificada por ORF2 del PCV2d. Las cantidades pueden tener cualquier valor de 20, 19, 18, 17, 16,
15,14,13,12,11,10,9,8,7,6, 5, 4, 3,2 0 1 ug por dosis.

Sorprendentemente, contra el conocimiento actual como se refleja en Viruses 2017, se descubrié que por debajo de
una dosis de 20 pg de proteina codificada por ORF2 (en adelante también llamada "proteina ORF2"), la proteina
derivada del genotipo 2b del PCV2 proporciona una proteccién cruzada notablemente mejor que la proteina ORF2 del
genotipo 2a que estd presente en la mayoria de las vacunas comerciales, incluidas las vacunas que dominan el
mercado (es decir, Porcilis PCV de MSD Animal Health y CircoFLEX de Boehringer Ingelheim). Por encima de 20 pg
no se observa diferencia en la proteccién cruzada. Dado que Porcilis PCV y CircoFLEX contienen niveles muy
superiores a 20 JUg por dosis, esto explica por qué ambas vacunas tienen éxito en la proteccidén contra la exposicién
heterdloga. Sin embargo, el uso de la proteina ORF2 del PCV2b brinda la oportunidad de reducir la cantidad de
antigeno en la vacuna y aun asi lograr una proteccién cruzada adecuada. Esto no sélo es Util desde el punto de vista
econbdmico, sino que puede llegar a ser muy relevante para evitar la interferencia entre antigenos en vacunas
combinadas listas para usar, o para estrategias de vacunacién que utilizan menos volumen de vacuna, como la
vacunacién intradérmica.

La cantidad minima de proteina codificada por ORF2 por dosis es la cantidad con la que todavia se puede obtener
inmunidad protectora contra una infeccién por PCV2. Esto puede establecerse mediante experimentacién rutinaria y
depende, entre otros, del nivel de proteccidén requerido. Para la vacuna actual, basado en los datos actuales y la
técnica anterior con respecto a la cantidad protectora minima de una proteina ORF2 en una vacuna (véase, entre
otros, WO2006/072065) se cree que una cantidad minima es 0,2 ug del antigeno por dosis, pero puede ser cualquier
dosis mayor tal como 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 y 1,0 ug por dosis.

Cabe sefialar que la invencién también describe la vacuna como tal y un método para proteger a un cerdo contra una
infeccién por circovirus porcino tipo 2, administrando esta vacuna al cerdo.

Definiciones

Una vacuna es una composicién farmacéutica que es segura para administrar a un animal en cuestién y es capaz de
inducir inmunidad protectora en ese animal contra un microorganismo patégeno, es decir, para inducir una proteccion
exitosa contra una infeccién con el microorganismo.

Un vehiculo farmacéuticamente aceptable es un medio biocompatible, a saber, un medio que después de la
administracién no induce reacciones adversas significativas en el animal sujeto, capaz de presentar el antigeno al
sistema inmunitario del animal hospedador después de la administracion de la vacuna. Dicho vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, un liquido que contiene agua y/o cualquier otro disolvente
biocompatible o un vehiculo sélido tal como los cominmente utilizados para obtener vacunas liofilizadas (a base de
azucares y/o proteinas), que comprende opcionalmente agentes inmunoestimulantes (adyuvantes). Opcionalmente
otras sustancias tales como estabilizantes, modificadores de la viscosidad u otros componentes se afiaden
dependiendo del uso previsto o las propiedades requeridas de la vacuna.

Proteccién contra una infeccién con un microorganismo es ayudar a prevenir, mejorar o curar una infeccién con ese
microorganismo o un trastorno que surja de esa infeccion, por ejemplo, para prevenir o reducir uno 0 mas signos
clinicos asociados con la infeccién con el patégeno.

Una vacuna que proporciona proteccién después de una unica administracién significa que la inmunidad protectora se
confiere después de una Unica inyeccién de la vacuna y, por lo tanto, que no es necesaria una vacunacién de refuerzo
para alcanzar dicha inmunidad protectora. En un régimen de dos dosis, la primera vacunacién (sensibilizacién)
generalmente se refuerza dentro de las 6 semanas posteriores a la primera administracién, cominmente dentro de 3
o incluso 2 semanas desde la primera administracion, y se entiende que solo después de la segunda administracién
(refuerzo) se obtiene una inmunidad protectora, es decir, una protecciéon exitosa como se ha definido aqui
anteriormente.

Realizaciones de la invencién
En una primera realizacién, la vacuna contiene menos de 5 g por dosis. Se ha demostrado que incluso con una dosis

de 1/16 de la dosis completa de una vacuna que contiene 80 ug de proteina ORF2 se puede obtener una proteccién
cruzada adecuada con una proteina ORF2 del genotipo PCV2b.
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En una segunda realizacién, la vacuna se utiliza en cerdos que tienen anticuerpos anti-PCV2. Fue muy sorprendente
establecer que se podia obtener inmunidad protectora contra el PCV2 con una dosis de la proteina ORF2 del genotipo
2b inferior a 20 pg. A partir de la técnica anterior, por ejemplo, el documento EP 1926496, se sabe que se necesita
una dosis superior a 20 ug para lograr una proteccion adecuada en lechones seropositivos con una proteina ORF2 de
genotipo 2a. En efecto, las vacunas contra el PCV2 comerciales exitosas, como Porcilis PCV y CircoFLEX, se
administran en dosis muy por encima de 20 ug. Por lo tanto, la presente invencién proporciona la opcién de utilizar
menos de 20 ug de la proteina ORF2 por dosis, incluso cuando los anticuerpos anti-PCV2 sean de origen materno.

En otra realizacién, la vacuna es para usar en cerdos que tienen una edad de 4 semanas 0 menos. Para lograr una
proteccién adecuada en el periodo mas critico de 5 a 10 semanas de edad, la vacunacién antes de las 4 semanas de
edad ha resultado adecuada, aunque podria haber interferencia de los anticuerpos maternos a esta temprana edad.

En ofra realizacién mas, la vacuna proporciona proteccion después de una Unica administracién de la vacuna.
Sorprendentemente se establecié que incluso una dosis Unica de la vacuna que contenia la proteina ORF2 del
genotipo PCV2b era capaz de proporcionar una proteccidén cruzada adecuada a un nivel muy bajo de 5 ug por dosis,
mientras que la proteina ORF2 del genotipo PCV2a fue menos capaz de proporcionar proteccion contra la exposicion
heteréloga al virus PCV2.

La invencién se explicard ahora adicionalmente usando los siguientes ejemplos no limitativos.

El Ejemplo 1 describe métodos para determinar la cantidad de proteina ORF2 en una muestra. El Ejemplo 2 describe
el establecimiento de proteccién cruzada de la proteina ORF2 del PCV2a, 2b y 2d.

La Figura 1 muestra esqueméticamente la puntuacién IHC después de la exposicién al PCV2b.
La Figura 2 muestra esqueméticamente la puntuacién IHC después de la exposicién al PCV2d.

Ejemplos
Ejemplo 1: Métodos para determinar la cantidad de proteina ORF2 en una muestra

La cantidad de proteina codificada por ORF2 se puede determinar mediante cualquier método conocido en la técnica.
El documento EP 1926496, en el ejemplo 4, describe un método comun basado en electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) y coloracién con Coomassie Azul brillante. Este tipo de método para determinar el
contenido de proteinas de una muestra se conoce cominmente y se describe, por ejemplo, en The Protein Protocols
Handbook, 2.2 edicién, septiembre de 2002, editado por J.M. Walker, Humana Press Inc., Totowa, NJ Capitulo 29,
pags. 237-242. La proteina de longitud completa tiene una longitud de aproximadamente 26-27 kDa. Las versiones
truncadas comunes tienen una longitud tipicamente de 2 a 4 kDa menos. Si se considera necesario (por ejemplo,
cuando en la muestra también estan presentes otras proteinas de longitud comparable), las bandas correctas con las
proteinas ORF2 se pueden identificar utilizando anticuerpos anti-ORF2 que se pueden visualizar utilizando anticuerpos
marcados.

En un método alternativo, la cantidad de proteina codificada por ORF2 (también capaz de detectar proteinas de
longitud completa asi como versiones truncadas de las mismas), se establece mediante espectrometria de masas con
monitorizacién de reacciones multiples (MRM) utilizando la proteina ORF2 purificada como patrén. Para esto, primero
se digiere la proteina, por ejemplo, usando tripsina. A continuaciéon se separan los péptidos, por ejemplo, usando
cromatografia liquida, y luego los péptidos se someten a espectrometria de masas usando un péptido sefial (en este
caso "VEFWPCSPITQGDR") para normalizar las variaciones en la sefial. El péptido sefial observado es exclusivo de
la ORF2 del PCV2 digerido con tripsina. Una descripcién detallada del método se da en una declaracién de Merill
Schaeffer, Ph. D, enviado a la Oficina Europea de Patentes como documento "D60" el 23 de agosto de 2016 por
Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, representado por Hoffmann Eitle, en su oposicién al documento EP 1926496.

La aplicacién de estos métodos a Porcilis PCV y CircoFLEX revela que en cada caso la cantidad de proteina codificada
por ORF2 estd muy por encima de 20 ug por dosis.

Ejemplo 2: establecimiento de proteccién cruzada de la proteina ORF2 del PCV2a, 2b y 2d

Como se conoce en la técnica, a un nivel del 100 % de las vacunas existentes, la proteina ORF2 del PCV2a y otros
genotipos proporciona una proteccién cruzada adecuada, todo a niveles comparables. En el siguiente experimento,
se utilizaron vacunas correspondientes a Porcilis PCV, diluidas ya sea 4 veces (versién 25 %) o 16 veces (versién
6,25 %) en comparacién con la vacuna en su dosis completa ("100 %"). La vacuna se fabricé de acuerdo con las
enseflanzas del documento EP1926496, teniendo una dosis completa de aproximadamente 80 pg de proteina
codificada por ORF2.

El estudio se realizd para evaluar la eficacia de las vacunas veterinarias con diferentes cepas del PCV2 (PCV2a,
PCV2b y PCV2d) contra la exposicién al PCV2b y PCV2d para investigar si en alguna dosis baja existe preferencia
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por una proteina ORF2 de un genotipo concreto, en particular cuando se evallan las propiedades de proteccion
cruzada.

Para este estudio se realizaron 2 experimentos separados, cada experimento involucré a 70 animales. Los 140
animales procedian de 14 cerdas y se asignharon a 14 grupos de tratamiento de 10 animales cada uno. Los lechones
tenian niveles detectables de anticuerpos anti-ORF2 que iban de bajos a muy altos, siendo sustancialmente el mismo
valor medio para todos los animales en ambos experimentos (aproximadamente 5,8 en el momento de la vacunacién).
Los lechones fueron vacunados por via intramuscular con 2 ml cuando tenian aproximadamente tres semanas de
edad. En cada experimento de 70 animales, los grupos 1 a 6 fueron vacunados con una vacuna contra el PCV2 con
diferentes concentraciones de PCV2 codificado por ORF2 y cepas de diferentes genotipos de PCV2, como sigue:

Experimento 1

Los lechones del grupo 1 fueron vacunados con una dosis del 25 % de la cepa PCV2a (aproximadamente 20 ug); Los
lechones del grupo 2 fueron vacunados con una dosis del 6,25 % de la cepa PCV2a (aproximadamente 5 ug); Los
lechones del grupo 3 fueron vacunados con una dosis del 25 % de la cepa PCV2b (aproximadamente 20 pg); Los
lechones del grupo 4 fueron vacunados con una dosis del 6,25 % de la cepa PCV2b (aproximadamente 5 ug); Los
lechones del grupo 5 fueron vacunados con una dosis del 25 % de la cepa PCV2d (aproximadamente 20 ug); Los
lechones del grupo 6 fueron vacunados con una dosis del 6,25 % de la cepa PCV2d (aproximadamente 5 ug). Los
lechones del grupo de control 7 no fueron vacunados.

Experimento 2

Los lechones del grupo 1 fueron vacunados con una dosis del 25 % de la cepa PCV2a (aproximadamente 20 ug); Los
lechones del grupo 2 fueron vacunados con una dosis del 6,25 % de la cepa PCV2a (aproximadamente 5 ug); Los
lechones del grupo 3 fueron vacunados con una dosis del 25 % de la cepa PCV2b (aproximadamente 20 pg); Los
lechones del grupo 4 fueron vacunados con una dosis del 6,25 % de la cepa PCV2b (aproximadamente 5 ug); Los
lechones del grupo 5 fueron vacunados con una dosis del 25 % de la cepa PCV2d (aproximadamente 20 ug); Los
lechones del grupo 6 fueron vacunados con una dosis del 6,25 % de la cepa PCV2d (aproximadamente 5 ug). Los

lechones del grupo de control 7 no fueron vacunados.

Dos semanas después de la vacunacién, todos los animales fueron transportados a las instalaciones de exposicién
de Intervet International B.V. Tres semanas después de la vacunacién (6 semanas de edad), todos los animales fueron
expuestos usando 5.0 log10 TCIDS0/ml de cepa de virus de exposicién PCV2b de tipo silvestre (Experimento 1) o una
cepa de PCV2d de tipo silvestre (Experimento 2) aplicada por via intranasal a 3 ml por fosa nasal. Tres semanas tras
la exposicién, a todos los animales se les realizd la necropsia y se recogieron muestras de ganglio linfatico
mesentérico, amigdalas y ganglios linfaticos inguinales para la deteccién del virus PCV2 mediante un anélisis de
inmunohistoquimica (IHC), utilizando una puntuacién que va de 0 (sin tincién positiva especifica) a 3 (més del 50 %
de los foliculos linfoides contienen células con tincién positiva).

Los resultados se presentan en las figuras 1 y 2. Como queda claro en la figura 1, la proteccién homébloga de una
vacuna contra el PCV2b, como se esperaba, es mejor que la proteccién heteréloga. PCV2a parece proporcionar una
proteccién cruzada ligeramente mejor frente al PCV2b que PCV2d, aunque a la dosis méas baja no hay diferencia.

Sorprendentemente, como muestra la figura 2, la proteina codificada por ORF2 del PCV2b proporciona proteccién
heter6loga en las dosis bajas probadas a un nivel que es el mismo que la proteccién homéloga de la proteina codificada
por ORF2 del PCV2d. Esto contrasta con la proteccién heteréloga ofrecida por la proteina codificada por ORF2 del
PCV2a, que proporciona una proteccion peor en las dosis bajas probadas. Entonces, en comparacién con el
conocimiento comun de que la proteina ORF2 de los genotipos PCV2a y PCV2b proporciona el mismo nivel de
proteccidn cruzada, parece que por debajo de 20 pg, una dosis que se sabe que es necesaria para actuar eficazmente
contra el PCV2 en presencia de MDA (véase el documento EP 1926496), la proteina codificada por ORF2 del PCV2b
proporciona una proteccién cruzada significativamente mejor que la proteina codificada por ORF2 del PCV2a. Del
mismo modo, a pesar de la presencia de MDA, se podria llegar a una proteccién adecuada en comparacién con el
control a estos niveles de dosis bajos, en particular cuando se utiliza la proteina codificada ORF2 del PCV2b.
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna que comprende una proteina codificada por ORF2 del circovirus porcino 2 (PCV2) de genotipo 2b y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, para usar en un método para proteger a un cerdo contra una infeccién con el
circovirus porcino tipo 2 de genotipo 2d administrando la vacuna al cerdo, en donde la vacuna comprende menos de
20 pg por dosis de la proteina codificada por ORF2, siendo la proteina de un circovirus porcino de genotipo 2b y en
donde la vacuna proporciona proteccién contra el PCV2 de genotipo 2d a un nivel correspondiente a la proteccién
conferida si el cerdo hubiera sido vacunado con una proteina codificada por ORF2 del PCV2d.

2. Una vacuna para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada por que la vacuna comprende menos de
5 pg por dosis.

3. Una vacuna para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la
vacuna se utiliza en cerdos que tienen anticuerpos anti-PCV2.

4. Una vacuna para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la
vacuna se utiliza en cerdos que tienen anticuerpos anti-PCV2 de origen materno.

5. Una vacuna para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la
vacuna se utiliza en cerdos de 4 semanas de edad 0 menos.

6. Una vacuna para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la
vacuna proporciona protecciéon después de una sola administraciéon de la vacuna.
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