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PL 0edo 5§34

Relatério Descritivo da Patente de Invengcao para "USO DE
COMPOSICOES IMUNOGENICAS CONTRA PCV2 PARA DIMINUI(;T\O
DE SINTOMAS C_LI'NICOS EM PORCOS".

Listagem de seqléncias

Este pedido de patente contém uma |istagém de sequéncias no
formato em papel ou no formato para leitura em corhputador, cujos ensina-
mentos e contelddo sdo aqui incorporados por referéncia neste pedido.
Antecedentes da Invengao ’

Campo da Invencio

A presente invengdo refere-se ao uso de uma composigéo imu-

_ nogénica, contendo um antigeno do circovirus ”suino tipo 2 (PCV2), para tra-

tamento de varias manifestagoes clinicas (doencgas). De preferéncia, as ma-

nifestagcbes clinicas estdao associadas a infecgdo por PCV2. Mais especial-

-mente, a presente invengao relaciona-se com uma composi¢do imunoldgica

com efeito para induzir uma resposta imunolégica que reduz ou diminui a
gravidade dos sintomas clinicos associados a infecgdo por PCV2. De prefe-
réncia, a composi¢@o imunoldgica compreende um antigeno do PCV2, pro-
duzido por recombinégéo. Ainda mais preferivelmente, o antigeno do PCV2
é uma proteina produzida por recombinagdo, codificada por uma das se-
qi'l_éncias de fase de leitura aberta (ORFs) no genoma do PCV2. Ainda mais
preferivelmente, o antigeno é uma proteina da ORF2 do PCV2. Mais especi-
almente, a presente invengao relaciona-se com uma composi¢do imunologi-
ca efetiva para tratamento de sintomas clinicos associados a infec¢gdes por
PCV2 em suinos que receberam a composi¢cdao imunoldgica, e em que a
composicdo compreende  a proteina expressa pela ORF2 do PCV2. Outra
caracteristica da presente invencao é o uso de qualquer uma das composi-
¢cdes providas neste pedido de patente, sob a forma de medicamento, de
preferéncia, um medicamento veterinario e, ainda mais preferivelmente, sob
a forma de vacina. Ademais, a presente invengao refere-se também ao uso
de qualquer uma das compoéigées aqui expostas, para o preparo de um
medicamento que reduza ou diminua a gravidade de sintomas clinicos, as-
sociados com infecgdo por PCV2. De preferéncia, o medicamento objetiva a
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prevencdo de uma infecgdo por PCV2 e, ainda mais preferivelmente, em
suinos. Uma outra caracteristica da presente invengao refere-se"a um pro-
cesso para a produgdo de um medicamento, compreendendo uma composi-
¢do imunogénica contra PCV2 para o tratamento ‘de varias manifestacdes
clinicas.

Descricao da-Técnica Anterior

O circovirus suino‘tipo 2 (PCV2) é um virus pequeno (17 -22 nm
de diametro), icosaédrico ndo envelopado cujo genoma é composto por DNA
de fita Unica circular. O PCV2 compartilha aproximadamente 80% de identi-

dade de sequéncia com o circovirus suino tipo 1 (PCV1). No entanto, ao

“contrario do PCV1, que é, de maneira geral, ndo virulento, suinos infectados

pelo PCV2 exibem uma sindrome comumente denominada como Sindrome
Multissistémica do Definhamento Pés-Desmame (PMWS). A PMWS é carac- '
terizada clinicamente por emagrecimento progressivo, palidez cutanea, des-

gaste, dificuldade respiratéria, diarréia, ictericia e coloragdo amarela. Alguns

suinos afetados poderdo apresentar uma combinagéo de todos os sintomas,
enquanto que outros afetados terdo somente um ou dois destes sintomas.

Na necropsia, lesbes microscopicas e macroscopicas estao também presen-
tes em mﬁltiplos tecidos e 6rgaos, sén_do os orgaos linféides o local mais
comum das lesdes. Foi observada uma forte correlagdo entre a quantidade -
de acido nucléico ou antigeno do PCV2 e a gravidade das lesdes linféides
microscépi'Cas; As taxas de mortalidade de suinos infectados por PCV2 po-
dém aproximar-se de 80%. Além da PMWS, o PCV2 foi associado com va-
rias outras infecgbes incluindo pseudo-raiva, sindrome reprodutiva e respira-
téria de suinos (PRRS), doenca de Glasser, meningite estreptocécica, sal-
monelose, colibacilose pés-deSmame, hepatose dietética e broncopneumo-

nia supurativa. No entanto, nao foi ainda confirmado por pesquisa se quais-

quer destes sintomas clinicos sdo, de fato, o resultado direto de uma infec-

cdo por PCV2. Além disso, ndo se sabe ainda se qualquer um destes sinto-
mas clinicos pode ser efetivamente reduzido ou curado por um agente ativo
direcionado contra o PCV2.

Abordagens atuais para tratamento de infec¢cdes por PCV2 in-
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cluem vacinas a base de DNA, como aquelas expostas na patente U.S. n? 6
703 023. No enfanto, estas vacinas ndo tém sido eficientes para conferir i-
munidade protetora contra infecgéo por PCV2 ou para reduzir, diminuir a
gravidade ou curar quaisquer sintomas clinicos associados com a mesma. .
Além disso, vacinas descritas na técnica anterior centraram-se exclusiva-
mente na prevengéo de infecgdes por PCV2 em suinbs, porém nao conside-
raram qualquer outro uso médico.

De acordo com o mesmo, a técnica necessita uma composigéo
imunogénica para o tratamento de varias manifestagdes clinicas. Ademais, a

técnica necessita uma composi¢ao imunoldgica que confira imunidade prote-

- tora contra infecgao por PCV2, porém que possa ser utilizada também para

tratar sintomas clinicos existentes associados com infecgao por PCV2.
Decrigédo da Invengao

A presente invengado supera os problemas inerentes na técnica
anterior e proporciona um avango distinto no estado da técnica. A presente
invencdo propicia uso(s) medicinais de composicao(des) imunogénica(s)
compreendendo antigeno do PCV2. | '

' Em geral, ndo foram observados eventos adversos ou reagoes
no local da inje¢do em quaisquer das composi¢des imunogénicas de antige-
nos do PCV2, conforme utilizadas no presente. Dessa forma, as composi-
¢des imunogénicas utilizadas neste pedido parecem ser seguras quando
administradas a porcos com menos de 15 semanas de vida, de preferéncia,

com menos de 6 semanas de vida, mais preferivelmente, com menos de 3

~ semanas, sendo o mais preferivel com menos 2 de semanas. Alternativa-

mente, é preferida a administragdo das composi¢des imunogénicas da pre-
sente invengdo no periodo de, pelo menos, 2, sendo preferivelmente de, pe-
lo menos, 3 semanas da descricdo a PCV virulento. De acordo com uma
outra concretizacdo, composi¢cdes imunogénicas utilizadas neste pedido pa-
ra qualquer uso medical aqui descrito, sdo administradas a porcos de 3 se-
manas de vida ou mais, de préferéncia, de 2 semanas de vida ou mais, sen-
do o mais preferivel que nao tenham mais do que 15 semanas de vida.
Inesperadamente, foi constatado que o uso terapéutico das

composi¢cdes imunogénicas descritas abaixo é efetivo para diminuir a gravi-
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composigdes imunogénicas descritas abaixo é efetivo para diminuir a gravi-
dade de varios sintomas clinicos em suinos. Foi descoberto, espeCialmente,
que o uso terapéutico das composigdes imunogénicas da presente invencao
e, especificameénte, das composi¢oes compreendendo antigeno da ORF2 do
PCV2 ORF2 é efetivo para reduzir ou diminuir linfoadenopatia, deplegao lin-
féide e/ou histidcitos multinucleados/gigantes, em suinos infectados por
PCV2. Além disso, o uso terépéutico de uma composicao antigénica, con-
forme provido neste pedido, e que éompreende antigeno de PCV2, de prefe_—
réncia, _antigeno Qa ORF2, reduz a carga global do circovirus e o seu impac-

to imunossupressor e, pelo mesmo, resulta em nivel mais alto de resisténcia

-geral & doenga e redugdo de incidéncia de doencgas e sintomas associados a

PCV-2.
Dessa forma, uma caracteristica da presente invengao refere-se
ao uso de uma composi¢do imunogénica compreendendo antigeno do

'PCV2, de preferéncia, antigeno recombinante do PCV2 e, mais preferivel-

mente, proteina da ORF2 do PCV2, conforme aqui provida, para o preparo
de um medicamento para a prevengao, diminui¢do e/ou redugao de linfoa-
denopatia, deplecao linféide e/ou histidcitos multinucleados/gigantes em sui-
nos. De pkeferéncia, o referido medicamento ¢ efetivo para a prevengéo, di-
minuigao e/ou redugéo de linfoadenopatia, deplegao linféide e/ou histiécitos
multinucleados/gigantes, associados a infecgdes por PCV2 em suinos. Ainda
mais prefei'iveimenté, o referido medicamento é efetivo para prevengéao, di-
minuicdo e/ou redugdo de linfoadenopatia, deplec¢éo linféide e/ou histiocitos
multinucleados/gigantes, associados a infec¢des por PCV2 em porcos,
quando administrado a porcos com menos de 15 semanas de vida; de prefe-
réncia, com menos de 6 semanas de vida, preferivelmente, com menos de 3

semanas, sendo o mais preferivel, com menos de 2 semanas de vida. Alter-

nativamente, é preferida a administragdo das composigoes imunogénicas da

presente inveng¢ao no periodo de, pelo menos, 2 e, de preferéncia, no perio-
do de, pelo menos, 3 semanas da exposi¢do a PCV virulento.
Outra caracteristica da presente invengao refere-se a um méto-

do para o tratamento de linfoadenopatia, deplecdo linféide e/ou histidcitos
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multinucleados/gigantes em suinoé, compreendendo a administragdo de
uma composi¢cao imunogénica, conforme provida no presente, pa;ra'umkpor-
co, a referida cqrhposigéo imunogénica compreendendo um antigeno do
PCV2, de preferéncia, antigeno recombinante do PCV2 e, mais preferivel- .
mente, proteina da ORF2 do PCV2. Em ainda umaA outra caracteristica, a
presente invencdo prové um método para o tratamento de linfoadenopatia,
deplecdo linféide e/ou histiocitos multinucleados/gigantes, associados a uma
infecgdo por PCV2 em suinos, compreendendo a administragao de uma
composicao imunogénica, conforme provida no presente, paré um porco, a
referida composigéo imunogénica compreendendo um antigeno do PCV2, de
preferéncia, antigeno recombinante do PCV2 e, mais preferivelmente, pi'ote-
ina da ORF2 do PCV2. De preferéncia, o referido tratamento resulta na di-
minui¢do, reducéo, prevengio e/ou cura da linfoadenopatia, deplegédo linfoi-
de e/ou histiécitos multinucleados/gigantes, em suinos que recebem a referi-
da composicdo imunogénica. De acordo com uma outra caracteristica, os
referidos métodos para tratamento compreendem ainda a administragdo da
referida composi¢cdo imunogénica para porcos com menos de 15 semanas
de Vida, de preferéncia, com menos de 6 semanas de vida, preferivélmente,
com menos de 3 semanas, sendo o mais preferivel, com menos de 2 sema-
nas de vida. Alternativamente, é preferida a administragdo das composigcbes
imunogénicas da presente invengdo no periodo de, pelo menos, 2 e, de pre-
feréncia, no periodo de, pelo menos, 3 semanas da exposicdo a PCV viru-
lento. '
Foi ainda descoberto que o uso terapéutico de uma composi¢éao
imunogénica compreendendo um antigeno do PCV2, de preferéncia, antige-
no recombinante do PCV2 e, mais preferivelmente, proteina da ORF2 do
PCV2, conforme provida no presente, pode reduzir ou diminuir linfoadenopa-
tia, em combinacdo com um ou com varios dos seguintes sintomas em sui-
nos acometidos: (1) pneumonia intersticial com edema interlobular, (2) pali-
dez cutadnea ou ictericia, (3) figado com lesdes atrdficas disseminadas, (4)
ulceras gastricas, (5) nefrite e (6) disturbios reprodutivos, por exemplo, abor-

to, fetos natimortos, mumificados, etc.
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Dessa forma, uma caracteristica da presente invencao refere-se
ao uso de uma composi¢do imunogénica compreendendo anﬂ’geno do
PCV2, de preferéncia, antigeno recombinante do PCV2 e, mais preferivel-
mente, proteina da ORF2 do PCV2, conforme aqui provida, para o preparo
de um medicamento para a preveng¢ao, diminuicdo ou redugao de linfoade-
nopatia, em combinagdo com um ou por em combinagao com um ou com
varios dos seguintes sintomaé em suinos acometidos: (1) pneumonia inters-
ticial com edema interlobular, (2) palidez cutianea ou ictericia, (3) figado cdm
lesbes Aatréfi(:as disseminadas, (4) ulceras gastricas, (5) nefrite e (6) distur-
bios'reprodutivos', por exemplo, aborto, fetos natimortos, mumificados, etc.

-em porcos. De preferéncia, o referido medicamento é efetivo para a preven-

cao, diminuigdo e/ou redugdo de linfoadenopatia, em combinagao com ou
com varios dos seguintes sintomas, associados com infeccdo por PCV2 em

| porcos: (1) pneumonia intersticial com edema interlobular, (2) palidez cutéa-

nea ou ictericia, (3) figado com lesbes atréficas disseminadas, (4) ulceras
gastricas, (5) nefrite e (6) disturbios reprodutivos; por exemplo, aborto, fetos
natimortos, mumificados, etc. De acordo com uma outra caracteristica, o re-
ferido medicamento é efetivo para a prevengao diminuicdao e/ou redugao de
Imfoadenopatla em combinagéo com um ou com varios dos segumtes sin-
tomas em porcos: (1) 1) pneumonia intersticial com edema interlobular, (2)
palidez cutanea ou ictericia, (3) figado com lesdes atroficas disseminadas,
(4) Ulceras géStricaS, (5) nefrite e (6) disturbios reprodutivos, por exemplo,
aborto, fetos natimortes, mumificados, etc, em porcos, quando administrado
para porcos com menos de 15 semanas de vida, de preferéncia, com menos
de 6 semanas de vida, preferivelmente, com menos de 3 semanas, sendo o
mais preferivel com menos de 2 semanas de vida. Alternativamente, é prefe-

rida a administragdo das composi¢des imunogénicas da presente invencao

no periodo de, pelo menos, 2 e, de preferéncia, no periodo de, pelo menos,

3 semanas da exposigao a PCV virulento.
Além disso, a presente invengao refere-se também a um método
para o tratamento de linfoadenopatia, em combinagao com um ou com va-

rios dos seguintes sintomas em porcos: (1) 1) pneumonia intersticial com
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edema interlobular, (2) palidez cutanea ou ictericia, (3) figado com lesdes
étréficas disseminadas, (4) ulceras gastricas, (5) nefrite e (6) distirbios re-
produtivos, por exemplo, aborto, fetos natimortos, mumificados, etc, o referi-
do método compreendendo a administragdo de uma composi¢do imunogéni-.
ca compreendendo antigeno do PCV2, de preferéncia, antl’genorecqmbinan-
te do PCV2 e, preferivelmente, proteina da ORF2 do PCV2, conforme aqui
provida. De prefeféncia, a presente invencao refere-se também a um método
para o tratamento de linfoadenopatia, em combinagdo com um ou com va-
rios dos seguintes sintomas em porcoé: (1) pneumonia interst‘icial com ede-
ma interlobular, (2A) palidez cutanea ou ictericia, (3) figado com lesdes atrofi-
cas disseminadas, (4) ulceras gastricas, (5) nefrite e (6) disturbios reproduti-
vos, por exemplo, aborto, fetos natimortos, mumificados, etc, o referido mé;
todo compreendendo a administragdo de composicao imunogénica compre-
endendo antigeno do PCV2, de' preferéncia, antigeno recombinante do
PCV2 e, preferivelmente, proteina da ORF2 do PCV2, conforme'vaqui provi-
da, para um porco. De’preferéncia, o referido tratamento resulta na diminui-
cao ou reducgdo da linfoadenopatia e de um ou varios dos seguihtes sinto- - -
mas associados con’i infecgdo, por PCV2 em porcos: (1) pneumonia intersti-
cial com edema interlobular, (2) palidez cuténea ou ictericia, (3) figado com
lesbes atréficas disseminadas, (4) ulceras gastricas, (5) nefrite e (6) distur-

bios reprodutivos, por exemplo, aborto, fetos natimortos, mumificados, etc.

De acordo com uma outra caracteristica, os referidos métodos para trata-

mento compreendem ainda administragdo da composicdo imunogénica

 compreendendo antigeno do PCV2, de preferéncia, antigeno recombinante

do PCV2 e, preferivelmente, proteina da ORF2 do PCV2, conforme aqui pro-
vida, para porcos com menos de 15 semanas de vida, de preferéncia, com
menos de 6 semanas de vida, preferivelmente, com menos de 3 semanas,
sendo o mais preferivel com menos de 2 semanas de vida. Alternativamente,
é preferida a administragdo das composi¢des imunogénicas da presente in-
vencao no periodo de, pelo menos, 2 e, de preferéncia, no periodo‘ de, pelo
menos, 3 semanas da exposi¢do a PCV virulento.

Foi também inesperadamente constatado que o uso terapéutico
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de uma composi¢do imunogénica compreendendo antigeno do PCV2, de
preferéncia, antigeno recombinante do PCV2 e, preferivelmente, pro_tel’na da
ORF2 do PCV2, conforme aqui provida, pode reduzir também lesbes seme-
lhantes as de EPS (En_teropatia Proliferativa Suina), conhecidas normalmen-
te como estando associadas a infecgdes por Lawsonia intracellularis (lleite).
Dessa forma, uma caracteristica da presente invengao refere-se
ao uso de uma composigéd imunogénica compreendendo antigeno do
PCV2, de preferéncia, antigeno recombinante do PCV2 e, preferivelmen{e,
protein_a da ORF2 do PCV2, conforme aqui provida, para o preparo de um
medicamento pa}a a prevencgao, diminuigdo da gravidade e/ou redugédo de

lesbes semelhantes as de EPS, conhecidas normalmente como estando as-

sociadas a infecgdes por Lawsonia intracellularis em suinos. De acordo com
ainda uma outra caracteristica, o referido medicamento é efetivo para a pre-

~ vengao, diminuigdo da gravidade e/ou redugéo de lesdes semelhantes as de

EPS, conhecidas normalmente como estando associadas a infecgdes por
Lawsonia intracellularis,.quando administrado para porcos com menos de 15
semanas de vida, de preferéncia, com menos de 6 semanas de vida, preferi-
velmente, com menos de 3 semanas, sendo o mais preferivel com menos de
2 semanas de vida. Alternativamente, é preferida a administragiéo das com-
posigéés imunogénicas da presente invengao no periodo de, pelo menos, 2
e, de preferéncia, no periodo de, pelo menos, 3 semanas da exposi¢cao a
PCV virulento.

Além disso, a presente invencéao refere-se também a um método
para o tratamento de lesdes semelhantes as de EPS, conhecidas normal-
mente como estando associadas com infecgbes por Lawsonia intracellularis, '
o referido método compreendendo a administragdo de uma composigao i-
munogénica compreendendo antigeno do PCV2, de preferéncia, antigeno
recombinante do PCV2 e, preferivelmente, proteina da ORF2 do PCV2, con-
forme aqui provida, para um porco. De preferéncia, o referido tratamento
resulta na diminuigdo ou redugdo das lesdes semelhantes as de EPS, nor-
malmente conhecidas como estando associadas a infec¢bes por Lawsonia

intracellularis. De acordo com uma outra caracteristica, os métodos de tra-
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tamento descritos acima compreendem ainda a administracao da
composi¢do imunogénica compreendendo antigeno do PCV2, de preferén-
cia, antigeno recqmbinante do PCV2 e, preferivelmente, proteina da ORF2
do PCV2, conforme aqui provida, para porcos com menos de 15 semanas de
vida, de preferéncia, com menos de 6 semanas de Vida, preferivelmente,
com menos de 3 semanas, sendo‘ o mais preferivel com menos de 2 sema-
nas de vida. Alternativamente, é preferida a administragdo das composi¢des
imunogénicas da presente invengao no periodo de, pelo menos, 2 e, de pre-
feréncia, no periodo de, pelo menos, 3 semanas da exposigéo a PCV viru-

lento.

A Composicdo Imunogénica

A composigcdo imunogénica, conforme utilizada no presente,
possui o efeito de induzir resposta imune contra PCV2 e de prevenir, reduzir
e/ou diminuir a gravidade dos sintomas clinicos, associados a infecgcao por
PCV2. A composicdo compreende geralmente, pelo menos, um antigeno do
PCV2.

A ndo ser que definidos de outra forma, todos os termos técnicos
e cientificds, utilizados neste pedido de patehte, possuem 0s mesmos signi-
ficados conforme comumente entendidos por qualquer técnico no-assunto ao
qual esta invengao pertence. O termo "composigdo imunogénica", conforme
utilizado neste pedido, refere-se a qualquer composicdo farmacéutica con-
tendo um antigeno do PCV2 que pode ser utilizada para prevenir ou tratar
uma doenca ou condicdo associada a infeccdo por PCV2 em um sujeito.

- Uma composicao imunogénica preferida pode induzir, estimular ou intensifi-

car a resposta imune contra PCV2. O termo, dessa forma, abrange
composi¢gdes imunogénicas subunitarias, conforme descritas abaixo, bem
como composi¢des contendo PCV2 completo morto ou atenuado e/ou inati-
vado. ‘

O termo "composi¢do imunogénica subunitaria”, conforme utili-
zado neste pedido, refere-se a uma composi¢ao contendo, pelo menos, um
polipeptideo imunogénico ou antigeno, porém nao todos os antigenos, deri-
vados ou homdlogos a um antigeno do PCV2. Esse tipo de composigcao é
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substancialmente livre de PCV2 intacto. Dessa forma, uma "composi¢ao i-
munogénica subunitaria" é preparada a partir de polipeptideos i_rhunogéni-
cos, pelo menos, parcialmente purificados ou fracionados (de preferéncia,
substancialmernite purificados), do PCV2 ou de analogos recombinantes dos
mesmos. Uma composi¢do imunogénica subunitaria pode compreender su-
bunidades do antigeno ou antigenos de interesse, substancialmente livres
de outros antigenos ou. polipéptideos do PCV2, ou em fragcdes do mesmo..
Uma composigdo imunogénica subunitaria preferida compreende a proteiha
da ORF2 do PCV2, conforme descrita abaixo. |

Uma"'resposta imunolégica ou imune" a uma composi¢gao ou

-vacina é o desenvolvimento, no hospedeiro, de uma resposta imune celular

e/ou mediada por anticorpo a composigao ou vacina de interesse. Geralmen-
te, uma "resposta imune" inclui, entre outros, um ou mais dos seguintes efei-
tos: a producdo ou ativagdo de anticorpos, células B, células T auxiliares,

células T supressoras e/ou células T citotdxicas e/ou células T yd, direciona-

da especificamehte para um antigeno ou antigenos, incluidos na composi-
¢do ou vacina de interesse. De preferéncia, o hospedeiro exibira uma res-
posta imunoldgica terapéutica ou imunolégica de forma que a resisténcia a
nova infecgdo sera intensificada e/ou a gravidade da doenca, reduzida. Essa
protecdo sera demonstrada por redugdo em numero ou gravidade ou ausén-
cia de um ou mais dos sintomas associados a infec¢des por PCV2, conforme
descritas acima. '

Os termos proteina ou polipeptideo "imunogénico" ou "antigeno®,
conforme utilizados neste pedido, referem-se a uma seqténcia de aminoaci-
dos que provoca uma resposta imunoldgica, conforme descrita acima. Uma
proteina ou polipeptideo "imunogénico”, conforme utilizado neste pedido,
inclui a cadeia em extensdo completa de quaisquer proteinas do PCV2, ana-
logos das mesmas ou fragmentos imunogénicos das mesmas. O termo
"fragmento imunogénico" refere-se a um fragmento de uma proteina que in-
clui um ou mais epitopos e, dessa forma, provoca a resposta imunoldgica
descrita acima. Estes fragmentos podem ser identificados empregando

quaisquer técnicas de mapeamento de epitopos, bem conhecidas na técni-
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ca. Consultar, por exemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Mole-
cular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, VTotcl)wa,
New Jersey. Por exemplo, epitopos lineares podem ser determinados, por
exemplo, pela sintese concomitante de um grandé numero de peptideos, em .
suportes sélidos, correspondentes a porcdes da molécula protéica e a rea-
cao dos peptideos com anticorpos enquanto ainda présos aos suportes. Es-
tas técnicas sdo conhecidas na arte e estdo descritas, por exemplo, na Pa-
tente U.S. N2 4 708 871; Geysen et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:3998-4002; Geysen et al. (1986) Mo/ec. Immunol. 23:709-715. Semelhan-
temente, epl’topoS' que se combinam sao prontamente identificados por de-

terminagédo de conformagéao espacial de aminoacidos como por cristalografia

de raios x e ressondncia magnética nuclear bidimensional. Consultar, por

R exemplo, Epitope Mapping Protocols, supra.

Antigenos sintéticos estdo incluidos também na definigéo, por

exemplo, poliepitopos, epitopos adjacentes e outros antigenos recombinan-

tes ou derivados por via sintética. Consultar, por exemplo, Bergmann et al.

(1993) Eur. J. Immunol. 23:2777-2781; Bergmann et al. (1996), J. Immunol.
157:3242-3249; Suhrbier, A. (1997), Immunol. and Cell Biol. 75:402-408;
Gardner et al., (1998) 122 Conferéncia Mundial sobre AIDS, Genebra, Suiga,
28 de junho - 03 de julho de 1998. ‘ '
Em uma concretizacao preferida da presente invengéo, é provida
uma composigéb imunogénica que induz resposta imune e, de preferéncia,
confere imunidade protetora contra os sinais clinicos de infecgdo por PCV2.
A composi¢cdo compreende do modo mais preferivel o polipeptideo, ou frag-
mento deste, expresso pela ORF2 do PCV2, como o componente antigénico
da composicdo. O DNA da ORF2 e da proteina do PCV2, conforme utiliza-
dos no presente, para o preparo das composi¢des e nos processos providos
neste pedido, é um dominio altamente conservado nos isolados de PCV2 e,
de acordo com o mesmo, qualquer ORF2 do PCV2 seria efetiva como a fon-
te do DNA da ORF2 e/ou do polipeptideo do PCV, conforme utilizado neste
pedido. Uma proteina preferida da ORF2 do PCV2 é aquela representada
pela SEQ ID NO. 11. Um polipeptideo preferido da ORF2 do PCV é provido,
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neste pedido, como a SEQ ID NO. 5, porém ficando entendido por aqueles
versados na técnica que a homologia desta sequéncia poderia vafiar em até
6-10% e ainda assim, reter as caracteristicas antigénicas que a torna util em
composicdes imunogénicas. As caracteristicas antigénicas de uma composi-
¢ao imunolégica podem ser, por exemplo, estimadas pelo experimento de
provocacgao, conforme provido pelo Exemplo 4. Além disso, a caracteristica
antigénica de um antigeno modificado é retida ainda quando o antigeno mo-
dificado confere, pelo menos, 70%, de preferéncia, 80% e, preferivelmente,
90% da imunidade protetora' em comparagao a da proteina da ORF2 do
PCV2 ORF 2, cédificada pela sequéncia de polinucleotideos, representada

-pela SEQ ID NO:3 ou SEQ ID NO:4. Uma "composi¢do imunogénica“, con-

forme utilizada neste pedido, significa uma proteina da ORF2 do PCV2 que
provoca uma "resposta imunolégica", no hospedeiro, de resposta imune ce-
lular e/ou mediada por anticorpo a proteina da ORF2 do PCV2. De preferén-

cia, esta composicao imunogénica é capaz de provocar ou intensificar uma

resposta imune contra PCV2 e, pelo mesmo, conferir imunidade protetora
contra infecgdo por PCV2 e redugéo na incidéncia, gravidade ou prevengéao
de um ou mais, de preferéncia, de todos os sinais clinicos associados com a |
mesma. o

| Em algumas formas, as porgdes imunogénicas da proteina da
ORF2 do PCV2 sao utilizadas como o componente antigénico na composi-
¢do. O termo "‘porgéb imunogénica”, conforme utilizado neste pedido, refere-
sé a formas truncadas e/ou substituidas, ou fragmentos da proteina e/ou
polinucleotideo da ORF2 do PCV2, respectivamente. De preferéncia, estas
formas truncadas e/ou vsubstituidas, ou fragmentos, compreendéréo, pelo
menos, 6 aminoacidos contiguos do polipeptideo de sequéncia completa da
ORF2. De preferéncia, as formas truncadas e/ou substituidas, ou fragmen-

tos, terdo, pelo menos, 10, preferivelmente, pelo menos, 15, e, ainda mais

preferivelmente, pelo menos, 19 aminoacidos contiguos do polipeptideo de
sequéncia completa da ORF2. A esse respeito, duas seqijéhcias preferidas
séo fornecidas neste pedido, representadas pelas SEQ ID NOs. 9 e 10. Fi-

cando entendido ainda que estas sequéncias podem fazer parte de fragmen-
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tos maiores ou de formas truncadas'.

Um butro polipeptideo da ORF2 do PCV2, fornecido neste pedi-
do, ¢ codificado pelas sequéncias de nucleotideos, representadas pela SEQ
ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4. No entanto, ficando entendido por especialistas
na técnica que a homologia desta seqiiéncia poderia variar em até 6-20% e |
ainda reter as caracteristicas antigénicas que a torna util em composigoes
imunogénicas. Em algumas formas sdo utilizadas formas truncadas ou subs-
tituidas, ou fragmento, deste polipeptideo da ORF2 do PCV2 como o com-
ponente antigénico na composigao. De- preferéncia, estas forrhastruncadas
ou substituidas, ‘oLi fragmentos, compreenderao pelo menos 18 nucleotideos
contiguos da sequiéncia completa de nucleotn’deos da ORF2, por exemplo,
da SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4. De preferéncia, as formas truncadas o&
substituidas, ou fragmentos, terdo, pelo menos, 30, preferivelmente, pelo
menos 45, sendo ainda mais préferivel, pelo menos, 57 nucleotideos conti-
guos da sequéncia completa de nucleotideos da ORF2, por exemplo, da
SEQ . ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4.

“Identidade dé seqiéncia, conforme conhecida na téchica, refe-
re-se a relagdo entre duas ou mais seqﬂéncias de polipeptideos, a saber,
uma seqléncia de referéncia, e uma seqiéncia especifica a ser comparada
cbm a sequéncia de referéncia. A identidade de sequéncia é determinada
pela comparacao da seqijénéia especifica com a sequéncia de referéncia,
depois que -as sequiéncias tiverem sido o mais adequadamente alinhadas a
fim de ser obtido o grau mais alto de similaridade, conforme determinado
pela combinacdo entre faixas destas seqliiéncias. Apds este alinhamento, a
identidade de sequiéncia é averiguada de posicao em posi¢gao, por exemplo,
as sequiéncias sao "idénticas" em uma posigao em particular, se naquéla
posigcdo os nucleotideos ou residuos de aminodcidos forem idénticos. O nu-
mero total destas identidades de posicao € dividido, em seguida, pelo nume-
ro total de nucleotideos ou residuos na sequéncia de referéncia, fornecendo
0 % de identidade de seqiiéncia. A identidade de sequéncia pode ser calcu-
lada prontamente por métodos conhecidos, incluindo, entre outros, aqueles

descritos em Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford Uni-
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versity Press, New York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome Pro-
jects, Smith, DW., ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analy-
sis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A.M., and Giriffin, H. G., eds., Humana
Press, New Jeisey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von He-
inge,' G., Academic Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M.
and Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York (1991); e Carillo, H.,
and Lipman, D., SIAM J. Appliéd Math., 48: 1073 (1988), cujos ensinamentos
sdo aqui incorporados por referéncia neste pedido. Métodos preferidos péfa
detérmAinar identidade de sequéncia sdo criados para que a maior combina-

cao entre as sequéncias testadas possa ser fornecida. Os métodos para de-

-terminar identidade de sequiéncia sao codificados em programas de compu- -

tador publicamente disponiveis que determinam a identidade de sequéncia

entre seqiéncias especificadas. Exemplos destes programas incluem, entre

~ outros, o pacote de programas GCG (Devereux, J. et al., Nucleic Acids Re-

search, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN e FASTA (Altschul, S. F. et al,,
J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990). O programa BLASTX ¢ disponibilizado
para o publico pelo NCBI e por outras fontes (BLAST Manual, Altschul, S. et
al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. F. et al., J. Molec. Bi-
ol., 215:403-410 (1990),'cujos ensinar'ne_ntos’séo aqui incorporados por refe- '
réncia neste pe'dido). Estes programas alinham sequiéncias da forma mais
adequada, ponderando intervalos padrao a fim de ser produzido o nivel mais
alto de idehtidade dé'seqij_éncia entre a seqUéncia especificada e a de refe-
révncia. A titulo de ilustrag¢do, por polinucleotideo contendo seqiéncia de nu-
cleotideos com, pelo menos, por exemplo, 85%, de preferéncia, 90% e, mais
preferivelmente, com 95% de "identidade de sequéncia”, em rela¢éo auma
sequéncia de nucleotideos de referéncia, pretende-se que a seqiiéncia de
nucleotideos do polinucleotideo especificado € idéntica a sequéncia de refe-
réncia, exceto que a sequéncia do polinucleotideo especificado podera inclu-
ir até 15, de preferéncia, até 10 e, mais preferivelmente, até 5 mutagdes pon-
tuais a cada 100 nucleotideos da sequéncia de nucleotideo de referéncia.
Em outras palavras, em um polinucleotl’deb contendo seqléncia de nucleoti-

deos com, pelo menos, por exemplo, 85%, de preferéncia, 90% e, ainda
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mais preferivelmente, com 95% de identidade em relagao a seqiéncia de
nucleotideos devreferéncia, até 15%, de preferéncia, 10% e, ainda mais pre-
ferivelmente, até 5% dos nucleotideos na seqiiéncia de referéncia poderao
ser excluidos ou substituidos por um outro nucleotideo, ou um nimero de
nucleotideos até 15%, de preferéncia, 10% e, ainda mais preferivelmente,
5% dos nucleotideos totais na sequéncia de referéncia podera ser inserido -
na sequéncia de referéncia. Essas mutagdes da sequéncia de re_féréncia
poderdao ocorrer nas posi¢des 5' ou 3' terminais da seqiéncia de nucleoti-
deos de referéncia ou em qualquer local entre estas posigéeé terminais, in-
tercaladas indivi'dUalmente entre nucleotideos na seqléncia de referéncia ou

em um ou mais grupos contiguos dentro da sequéncia de referéncia. Analo-

gamente, por polinucleotideo contendo uma sequéncia especificada de ami-
noacidos com, pelo menos, por exemplo, 85%, de preferéncia, 90% e, ainda
mais preferivelmente, com 95% de identidade de sequiéncia em relagao a .
uma sequiéncia de aminoacidos de referéncia, pretende-se que é sequéncia
especificada de aminoacidos do polipeptideo é idéntica a sequéncia de refe-
réncia, exceto que a sequiéncia especificada do polipeptideo pod'e‘ré incluir
até '15,_de preferéncia, até 10‘é,»ainda mais preferivelmente, até 5 alteragdes
em aminoacido por cada 100 aminoacidos da sequéncia de aminoacidos de
referéncia. Em outras palavras, para obter uma sequéncia especificada de
polipeptideo com, pelo menos, 85%, de preferéncia, 90% e, ainda mais pre-
ferivelmente, com 95% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
aminoacidos de referéncia, até 15%, de preferéncia, até 10% e, ainda mais
preferivelmente, até 5% dos residuos de aminoacidos na seqtiéncia de refe-
réncia poderao ser excluidos ou substituidos por outro aminoacido, ou um
numero de aminoacidos até 15%, de preferéncia, até 10% e, ainda mais pre-
ferivelmente, até 5% do niumero total de residuos de aminoacidos na
sequéncia de referéncia poderao ser inseridos na sequéncia de referéncia.
Essas alteragbes da sequéncia de referéncia poderao ocorrer nas posi¢oes
terminais de aminoacidos ou de carboxi da seqUéncia de aminoacidos de
referéncia ou em qualquer local entre estas posi¢cdes terminais, intercaladas

individualmente entre residuos na sequéncia de referéncia ou em um ou
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mais dos grupos contiguos dentro da sequéncia de referéncia. De preferén-
cia, posi¢des de residuos que nao forem idénticas diferem por substituicdes
conservadoras de aminoacidos. No entanto, substituicbes conservadoras
ndo estdo incluidas como combinagdo, quando se determina identidade de
sequéncia.

"Homologia de sequéncia”, conforme utilizada neste pedido, re-
fere-se a um método de detérminagéo da relacdo entre duas seqiiéncias.
Para determinar homologia de sequéncia, duas ou mais seqiiéncias sdo ali-
nhadas do modo mais adequado, sendo introduzidos intervalos, se necessa-
rio. No entanto, ao contrario de "identidade de sequéncia’, substituicoes
conservadoras de aminoacidos sdo contadas como combinagdo, quando se
determina homologia de seqliiéncia. Em outras palavras, para se obter um
polipeptideo ou polinucleotideo com 95% de homologia de sequéncia com
uma sequéncia de referéncia, 85%, de preferéncia, 90% e, ainda mais prefe-

rivelmente, 95% dos residuos de aminoacidos ou nucleotideos na sequéncia

de referéncia deverdo combinar ou compreender uma substituicdo conser-
vadora por outro aminoacido ou nucleotideo, ou um namero de aminoacidos
ou nucleotideos até 15%, de preferéncia, até 10% e, ainda mais preferivel-
mente , até 5% dos residuos de'aminoécidos ou nucleotideds totais, néao
incluindo substituicdes conservadoras, na sequéncia de referéncia poderdao
ser inseridos na sequéncia de referéncia. De preferéncia, a sequéncia homo-
loga comp'reehde um trecho de, pelo menos, 50, preferivelmente, de, pelo
menos, 100, ainda mais preferivelmente de, pelo menos, 250, sendo o mais
preferivel, de pelo menos, 500 nucleotideos.

“Substituigéo conservadora" refere-se a substituigao de um resi-
duo de aminoacido ou nucleotideo por outro residuo de aminodcido ou nu-

cleotideo com caracteristicas ou propriedades semelhantes, como tamanho,

hidrofobicidade, etc., de forma que a funcionalidade total néo se altere signi-

ficativamente.

"Isolado” significa alterado “artificialmente pelo homem" de seu
estado natural, ou seja, se ocorre em natureza, foi modificado ou retirado de
seu ambiente original ou ambos. Por exemplo, um polinucleotideo ou poli-
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peptideo naturalmente presente em um organismo vivo nao € "isolado", po-
rém o mesmo polinucleotideo ou polipeptideo separado dos materiais que
coexistem em seu estado natural é "isolado", de acordo com o uso empre-
gado para este termo neste pedido. ' ‘
Dessa forma, a composi¢do imunogénica, conforme utilizada
neste pedido, refere-se também a uma composi¢ao que compreende protei-
na da ORF2 do PCV2, em que a proteina da ORF2 do PCV2 é qualquer uma
das descritas acima. De preferéncia, a referida proteina da ORF2 do PCV2 é
i) um polipeptideo compreendendo a sequéncia representadé pela SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NOA: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 ou SEQ ID NO: 11;

~ i) qualquer polipeptideo, pelo menos, 80% homblogo ao polipeptideo de i),

iii) qualquer porgcao imunogénica dos polipeptideos de i) e/ou ii);

iv) a porgao imu:nogénica de iii), compreendendo, pelo menos, 10 aminoéci-
dos contiguos, incluidos nas sedﬂéncias representadas pela SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 ou SEQ ID NO: 11;

v) um polipeptideo codificado por DNA que compreenda a sequéncia repre-
sentada pela SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4; o

~ vi) qualquer polipeptideo codificado por um polinucleotideo, pelo menos,

80% homdlogo ao polinucleotideo de v); _
vii) qualquer porgcao imunogénica dos polipeptideos codificados pelo polinu-
cleotideo de v) e/ou vi);

viii) a porgdo imunogénica de vii), em que o polinucleotideo que codifica a
referida porgédo imunogénica compreende, pelo menos, 30 nucleotideos con-
tiguos, incluidos nas sequiéncias representadas pela SEQ ID NO: 3 ou SEQ
ID NO: 4.

De preferéncia, qualquer uma destas porgdes imunogénicas
possuem as caracteristicas da proteina da ORF do PCV2, codificada pela
seqliéncia representada pela SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4. '

De acordo com outra caracteristica, a proteina da O_RF2 do
PCV2 é provida na composi¢cdo imunolégica em nivel de incluséao de antige-
no efetivo para indugédo da resposta imune desejada, a saber, redugcdao da
incidéncia, diminuicao da gravidade ou prevengdao de um ou mais sinais cli-
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nicos, resultantes de infecgao por PCV2. De preferéncia, o nivel de inclusao
da proteina da ORF2 do PCV2 é de, pelo menos, 0,2 ug de antigeno/ml da
composig¢do imunogénica final (ug/ml), preferivelmente de aproximadamente
0,2 a aproximadament_e 400 pg/ml, ainda mais preferivelmente, de aproxi-
madamente 0,3 a aproximadamente 200 pg/ml, ainda mais preferivelmente,
de aproximadamente 0,35 a aproximadamente 100 pg/ml, ainda mais prefe-
rivel, de aproximadamente 0,4-a aproximadamente 50 pg/ml, ainda mais pre-.
ferivelmente, de aproximadamente 0,45 a aproximadamente 30 pg/ml, ainda
mais preferivelmente, de aproximadamente 0,6 a aproximadamente 15 pg
/ml, ainda mais breferivelmente, de aproximadamente 0,75 a aproximada-

-mente 8 pg/ml, ainda mais preferivelmente, de aproximadamente 1,0 a apro-

ximadamente 6 pg/ml, ainda mais preferivelmente, de aproximadamente 1,3
a aproximadamente 3,0 pg/ml, ainda mais preferivelmente, de aproximada-

mente 1,4 a aproximadamente 2,5 pg/ml, ainda mais preferivelmente, de a-

proximadamente 1,5 a aproximadamente 2,0 uyg/ml, sendo o mais preferivel
de aproximadamente 1,6 pg/ml. | A
De acordo com outra caracteristica, o nivel de inclusdo de anti-

geno da ORF2 ¢, de pelo menos, 0,2 pg/ proteina da ORF2 do PCV2, con- |
forme 'desbrita acima, por dose da -corhposigéo antigénica final (ug/dose), de
preferéncia de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 400 pg/dose, pre-
ferivelmente, de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 200 pg/dose,
ainda mais preferivellmente,‘ de aproximadamente 0,35 a aproximadamente
100 pg/dose, ainda mais preferivelmente, de aproximadamente 0,4 a apro-
ximadamente 50 pg/dose, ainda mais preferivelmente, de aproximadamente
0,45 a aproximadamente 30 pg/dose, ainda mais preferivelmenté, de apro-
ximadamente 0,6 a aproximadamente 15 pg/dose, ainda mais preferivelmen-
te, de aproximadamente 0,75 a aproximadamente 8 pg/dose, ainda mais
preferivelmente, de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6 pg/dose,
ainda mais preferivelmente, de aproximadamente 1,3 a aproximadamente
3,0 pg/dose, ainda mais preferiveimente, de aproximadamente 1,4 a aproxi-
madamente 2,5 pg/dose, ainda mais preférivelmente, de aproximadamente
1,5 a aproximadamente 2,0 pg/dose, sendo o mais preferivel de aproxima-



10

15

20

25

30

19

damente 1,6 pg/dose.

O polipeptideo da ORF2 do PCV2, utilizado na composi¢éo imu-
nogénica de acordo com a presente invengao, pode ser derivado de qual-
quer maneira, incluindo isolamento e purificagdo da ORF2 do PCV2, sintese .
protéica convencional e metodologia recombinante. Métodos preferidos para
se obter polipeptideo da ORF2 do PCV2 ORF2 séo»providos no Pedido de
Patente U.S. Série N2 11/034 797, cujos ensinamentos e exposi¢ao sé&o aqui
incorporados por referéncia neste pedido. Resumidamente, células suScept;’-
veis sdo infectadas por um vetor viral recombinante, contendo sequéncias
codificadoras de DNA da ORF2 do PCV2, o polipeptideo da ORF2 do PCV2
expressado é recuperado do sobrenadante pof filtracdo e inativado por qual-
quer método convencional, de preferéncia utilizando etilenimina binaria, é
qual é’neutraliza:da, em seguida, para interromper o processo de inativagao.

A composicao imuhogénica, conforme utilizada neste. pedido,
refere-se também a uma composi¢cdo que compreende i) qualquér proteina
da ORF2 do PCV2 descrita acima, de preferéncia em concentragdes descri-
tas acima, e ii) pelo menos uma parte do vetor viral que e_xp_ressa'a referida

‘ profeina da ORF2 do PCV2, de preferéncia um baculovirus recombinante.

Além disso, a composigdo imunogénica pode compreender i) qualquer prote-
ina da ORF2 do PCV2 descrita acima, de preferéncia em concentragées
descritas acima, ii) pelo menos uma parte do vetor viral que expressa a refe-
rida proteina da 'ORF2 do PCV2, de preferéncia um baculovirus recombinan-
te, e iii) uma parte do sobrenadante da cultura celular. '

A composigéo' imunogénica, conforme utilizada neste pedido,
refere-se também a uma composi¢cdo que compreende i) qualquer proteina
da ORF2 do PCV2 descrita acima, de preferéncia em concentragoes descri-
tas acima, ii) pelo menos uma parte do vetor viral que expressa a referida
proteina da ORF2 do PCV2, de preferéncia um baculovirus recombinante, e
ili) uma parte da cultura celular; em que aproximadamente 90% dos compo-
nentes apresentam tamanho in-ferior alpum. '

A composicdo imunogénica, conforme utilizada neste pedido,

refere-se também a uma composicdo que compreende i) qualquer proteina
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da ORF2 do PCV2 descrita acima, de preferéncia em concentragdes descri-
tas acima, ii) pelo menos uma parte do vetor viral que expressa_'a referida
proteina da ORF2 do PCV2, iii) uma parte da cultura celular, iv) e agente
inativador para inativar o vetor viral recombinante, de preferéncia, BEI, em
que aproximadamente 90% dos componentes i) a iii) apresentam tamanho
inferior a 1 pm. De preferéncia, BEI esta presente em concentragOes efetivas
para inativar o baculovirus. Co'ncentragées efetivas sao descritas acima.

A composicao. imunogénica, conforme utilizada neste pedido,
refere-se também a uma composi¢cdo que compreende i) qualgquer proteina
da ORF2 do PCV2 descrita acima, de preferéncia em concentragdes descri-

-tas acima, ii) pelo menos uma parte do vetor viral que expressa a referida -

proteina da ORF2 do PCV2, iii) uma parte da cultura celular, iv) um agente
inativador para inativar o vetor viral recombinante, de preferéncia, BEI, e v) '

um agente de neutralizagdo para interromper a inativagao mediada pelo a-

gente inativador, em que aproximadamente 90% dos componentes i) a iii)
apresentam tamanho inferior a 1 ym. De preferéncia, se o agente inativador
for BEI, a referida composicdo compreende tiossulfato de sédio em quanti-
dades equivalentes as de BEI. |
- O polipeptideo é incorporado em uma composigéo que pode ser
administrada a um animal suscetivel a infecgdo por PCV2. Em formas prefe- -

‘ridas, a composicdo podera incluir também componentes adicionais, conhe-

cidos de e"spelcialistas na técnica (consuitar também Remington's Pharma-
ceutical Sciences, (1990), 182 ed. Mack Publ., Easton). Adicionalmente, a
composicdo podera incluir um ou mais veiculos veterinarios aceitaveis. Con-
forme utilizado neste pedido, "veiculo veterinario aceitavel" inclui qUaisquer e
todos os solventes, meio de dispersao, revestimentos, adjuvahtes, agentes

estabilizantes, diluentes, conservantes, agentes antibacterianos e antifungi-

cos, agentes isotbnicos, agentes de adsorcao prolongada e semelhantes.

Em uma concretizacdo preferida, a composigdo imunogénica compreende
proteina da ORF2 do PCV2, conforme provida neste pedido, de preferéncia
em concentra¢gdes descritas acima, a qual é misturada com um adjuvante,

de preferéncia, Carbopol, e solugao salina fisiologica.
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Especialistas na técnica entenderdo que a composic¢do utilizada
neste pedido podera incorporar soldgées estéreis conhecidas injetéveis, fi-
siologicamente aceitaveis. Para o preparo de uma solugdo de uso imediato,
para inje¢cdo parenteral ou infusdo, solugdes aquosas isotonicas como, por.
exemplo, solugdo salina ou solugbes de proteinas plasmaticas correspon-
dentes, sdo disponiveis de imediato. Ademais, as cdm_posigées imunogeéni-
cas e de vacina da presente invengdo pode incluir diluentes, agentes isotoni-
cos, estabilizadores ou adjuvantes. Diluentes podem incluir agua, solugdo
salina, dextrose, etanol, glicerol e semelhantes. Agentes isoténicos podem
incluir cloreto deé -sédio,-dextrose, manitol, sorbitol e lactose, entre outros.
Estabilizadores incluem albumina e sais alcalihos do &cido etilendiaminote-
tracético, entre outros. ’

. "Adjuvantes”, conforme utilizado no presente, podem incluir hi-
droxido de aluminio e fosfato dé aluminio, saponinas, por exemplo, Quil vA;
QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI1-0100 (Galenica Phar-
maceuticals, Inc., Birmingham, AL), emulsdo agua-em-6leo; emulsdo Oleo-
em-agua, emulsido agua-em-6leo-em-agua. A emulséo pode ser especial-
mente a base de dleo de parafina liquida leve (do tipo da Farmacopéia Eu-
ropéia), oleo isoprendide, como esqualano ou 6leo de esqualeno, resultante
da oligomerizacdo de alcenos, especialmente de isobuteno ou deceno; éste-
res de acidos ou de alcoois contendo grupo alquila linear, mais especialmen-
te, 6leos vegetais, etil oleato, propileno glicol di-(caprilato/caprato), gliceril tri-
(caprilato/caprato) ou dioleatopropileno glicol ; ésteres de acidos graxos ou

~ alcoois ramificados, especialmente ésteres de acido isoestearico. O dleo é

utilizado em combinacdo com emulsificantes para formar a emulsdo. Os e-
muisificantes séo, de preferéncia, tensoativos ndo idnicos, especialmente,
ésteres de sorbitano, de manitol (por exemplo, oleato de manitol anidro), de
glicol, de poliglicerol, de propilenoglicol e de acido oléico, isoestearico, ricino-
léico ou hidroxiestearico, os quais sdo opcionalmente etoxilados e copoh’me-
ros de bloco de polioxipropileno-polioxietileno, em particular, os 'produtos
Plurénicos, especialmente, L121. Consultar, Hunter et al., The Theory and

‘Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. S.). JohnWiley and
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Sons, NY, paginas 51-94 (1995) e Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997).
_ Por exemplo, é possivel usar a emulsdo SPT, descritaAna pagina
147 do livro "Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach®, editado
por M. Powell € M. Newman, Plenum Press, 1995, e a emulsdo MF59, des-
crita na pagina 183 do mesmo livro. |

Um outro exemplo de adjuvante é um composto escolhido entre
os polimeros de acido ;acn'licd ou metacrilico e os copolimeros de anidrido
maléico e derivado alquenila. Compostos adjuvantes vantajosos sdo 0s po- -
limeros de &cido acrilico ou metacrilico, em ligagdo cruzada, especialmente

com éteres polialquenila de agucares ou polidlcoois. Estes compostos sao

-conhecidos pela denominagdo carbémero (Phameuropa Vol. 8, N2 2, Junho -~

1996). Técnicos no assunto podem consultar também a Patente U.S. N2 2
909 462 que descreve estes polimeros acrilicos em ligagédo cruzada com um

composto polihidroxilado com, p‘e’Io menos, 3 grupos hidroxilas, de preferén-

cia, com ndo mais do que 8, os atomos de hidrogénio de, pelo menos, trés
hidroxilas sendo substituidos por radicais alifaticos ndo saturados com, pelo
menos, 2 atomos de carbono. Os radicais preferidos sdo aqueles contendo

de 2 a 4 atomos de carbono, por exemplo, vinilas, alilas e outros grupos nao
saturajdos'.por radicais etilenilas. Os pré‘prios' radicais nao saturados podem
conter outros substituintes, como metila. Os produtos vendidos sob o nome

“Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, USA) sdo particularmente apropriados. Eles

apresentam ligagéo cruzada com alil sacarose ou com alil pentaeritritol. En-
tre eles, podem ser mencionados Carbopol 974P, 934P e 971P. O mais pre-
ferido é o uso de Carbopol, especialmente, o uso de Carbopol 971P, de pre-
feréncia em quahtidades aproximadamente de 500 pg a aproximadamente 5
mg por dose, ainda mais prefe‘rido, em quantidade de aproxima'damente 750

pg a aproximadamente 2,5 mg por, sendo o mais preferido em quantidade

de aproximadamente 1 mg por dose.

‘ Outros adjuvantes adequados incluem, entre outros, o sistema
adjuvante RIBI (Ribi Inc.), Co-polimero de bloco (CytRx, Atlanta GA), SAF-M
(Chiron, Emeryville CA), monofosforil Iipl’deo A, adjuvante Avridina lipideo-
amina, enterotoxina labil ao calor de E. coli (recombinante ou néo), toxina de
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célera, IMS 1314 ou muramil dipepti’deo, entre muitos outros.

De preferéncia, a quantidade do adjuvante acrescenta{da é de
aproximadamente 100 pg a aproximadamente 10 mg por dose. Ainda mais
preferivelmente, a quantidade do adjuvante acrescentada é de aproximada- .
mente 100 pg a aproximadamente 10 mg por dose. Ainda mais preferivel-
mente, a quantidade do adjuvante acrescentada é de aproximadamente 500
pg a aproximadamente 5 mg por dose. Ainda mais preferivelmente, a quan-
tidade do adjuvante acrescentada é de aproximadamente 750 pg a ‘aproxi-
madamente 2,5 mg por dose. Sendo o mais preferivel que a QUantidade de
adjuvante acrescéntada seja de aproximadamente 1 mg por dose.

Adicionalmente, a composigéo podé incluir um ou mais veiculos
farmaceuticamente aceitaveis. Confbrme utilizado no presente, "veiculo far;
maceuticamente aceitavel" inclui quaisquer e todos os solventes, meios de
dispersdo, revestimentos, agentes estabilizantes, diluentes, conservantés,
agentes antibacterianos e antifungicos, agentes de adsorgéo prolongada e
semelhantes. Mais preferivelmente, a composi¢édo aqui provida contém pro-
teina da ORF2 do PCV2 fecuperada do sobrenadante de células cultivadas
in vitro, em que as referidas células foram infectadas por um vetor viral re-

combinante contendo DNA da ORF2 do PCV2 ORF2 que expressa a pro_ten’-

ha_da ORF2 do PCV2 e, em que a referida cultura de células foi tratada com
aproximadamente BEI em concentragdo de 2 a aproximadamente 8 mM, de
preferéncia, com BEI a aproximadamente 5 mM para inativar o vetor viral, e

uma concentragdo equivalente de um agente neutralizador, de preferéncia,

- uma solugdo de tiossulfato de sédio em concentragéo final de aproximada-

mente 2 a aproximadamente 8 mM, de preferéncia, de aproximadamente 5
mM. _

A presente invengao refere-se também a uma composigéo imu-
nogénica que compreende i) quaisquer das proteinas da ORF2 do PCV2
ORF2, descritas acima, de preferéncia, em concentragdes descritas acima,
ii) pelo menos uma parte do vetor viral que expressa a referida proteina da
ORF2 do PCV2, iii) uma parte da cultura celular, iv) um agente inativador

para inativar o vetor viral recombinante, de preferéncia, BEI, e v) um agente
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neutralizador para interromper a inativagdo mediada pelo agente inativador,
de preferéncia, tiossulfato de sédio em quantidades equivalentes as de BEI;
e vi) um adjuvante adequado, de preferéncia, Carbopol 971 em quantidades
descritas acima; em que aproximadamente 90% dos componentes i) a iii)
possvuem tamanho inferior a 1 pm. De acordo com uma outra caracteristica,
esta composi¢do imunogénica compreende ainda um sal farmacéutico acei-
tavel, de preferéncia, um sal de fosfato em concentragées fisiologicamente
aceitaveis. De preferéncia, o pH da referida composigdo imunogénica é ajus-
tado para um pH fisioldgico, ou seja, entre aproximadamente 6,5 e 7,5.

A composi¢ao imunogénica, conforme utilizada no presente, re-

.fere-se também a uma composi¢do que compreende por um ml i) pelo me- -

nos, 1,6 ug de proteina da ORF2 do PCV2, descrita acima, ii) pelo menos
uma parte do baculovirus que expressa a referida proteina da ORF2 do

- PCV2 iiif) uma parte da cultura éelular, iv) BEl de 2 a 8 mM, v) tiossulfato de

sédio- em quantidades equivalentes as de BEIl; e vi) aproximadamente 1 mg
de Carbopol 971, e vii) sal de fosfato em concentragao fisiologicamente a-
ceitavel; em que aproximadamente 90% dos componentes i) a iii) possuem
tamanho inferior a 1 pm e o pH da referida composigao imunogénica é ajus-
tado para 'aproximadamente 6,5a 7,5.' ' _ '

As composi¢gbes imunogénicas podem incluir ainda um ou mais
outros agentes imunomoduladores como, por exemplo, interleucinas, interfe-
rons ou oUtraé citocinas. As composigdes imunogénicas podem incluir tam-
bém Gentamicina e Mertiolate. Embora as quantidades e concentragdes de
adjuvantes e aditivos, Uteis no. contexto da presente invengao, possam ser
imediatamente determinadas por um versado na técnica, a presénte inven-
cdo contempla composi¢gdes compreendendo de aproximadamente 50 pg a

aproximadamente 2000 pg de adjuvante e, de preferéncia, de aproximada-

mente 250 pg/ ml de dose da composi¢do da vacina. Dessa forma, a

composi¢do imunogénica, conforme utilizada no presente, refere-se também
a uma composicdo que compreenda de aproximadamente 1 pg/ml a aproxi-
madamente 60 pg/ml de antibiéticos e, mais preferivelmente, com menos de

aproximadamentet 30 pg/ml de antibiéticos.
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A composicdao imunogénica, conforme utilizada no presente, re-

fere-se também a uma composigdo que compreende i) quaisquer das prote-

inas da ORF2 do PCV2 ORF2, descritas acima, de preferéncia, em concen-
tracbes descritas acima, ii) pelo menos uma parte do vetor viral que expres-
sa a referida proteina da ORF2 do PCV2, iii) uma parte da cultura celular, iv)
um agente inativador para inativar o vetor viral recombinante, de preferéncia,
BEIl, e v) um agente neutralizador para interromper a inativagdo mediada
pelo agente inativador, de preferéncia, tiossulfato de sédio em quantidades
equivalentes as de BEI; vi) um adjuvahte adequado, de preféréncia, Carbo-
pol 971 em quantidades descritas acima; vii) um tampéao salino em concen-
tracdo farmacéutica aceitavel, de preferéncia d'e um sal de fosfato, e viii) um
agente ativo antimicrobiano; em queb aproximadamente 90% dos compo'nen;
tes de i) a iii) possuem tamanho inferiora 1 pm.

Foi surpreendenteménte constatado que a composi¢gao imuno-
génica, compreendendo a proteina da ORF2 do PCV2, permaneceu alta-
mente estavel por um periodo acima de 24 meses. Foi também constatado
que as composig¢oes imuhogénicas sdo muito eficazes em reduzir os sinto-
mas clinicos associados a infecgdes por PCV2. Foi descoberto também que
as composigbes imunogénicas, compreendendo a proteina da ORF2 do
PCV2, conforme descrita no presente, expressa pelo baculovirus recombi-
nante, tém efeito surpreendentemente maior do que uma composi¢ao imu-
nogénica compfeendendo o virus completo PCV2 sob forma inativada ou
antigeno viral isolado da ORF2 do PCV2. Em particular, foi surpreendente-

~ mente constatado que, a protel’na da ORF2 do PCV2 expressa pelo baculo-

virus recombinante é eficaz em concentragdes muito baixas, ou seja, con-
centracdes de até 0,25 pg/dose. Este alto potencial imunogénico inesperado
da proteina da ORF2 do PCV2 é aumentado pelo Carbopol. Os Exemplos 1
a 3 expdem em detalhes a produgdao de composi¢des imunogénicas com-
preendendo ORF2 do PCV2. _

A composi¢cdo imunogénica, conforme utilizada no presente, re-
fere-se também a CircoFLEX®, (Boehringer Ingelheim Vetmedica Inc, St Jo-
seph, MO, EUA), CircoVac® (Merial SAS, Lyon, Franga), CircoVent (Intervet
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Inc., Millsboro, DE, EUA), ou Suvaxyn PCV-2 One Dose® (Fort Dodge Ani-
mal Health, Kansas City, KA, EUA).
Administragdo da composigdo imunogénica

A composigdo de acordo com a invengdo pode ser aplicad._é por
via intradérmica, intratraqueal ou intravagiinal. A composi¢cao pode ser apli-
cada, de preferéncia, por via intramuscular ou intranasal, mais preferivel-
mente, por via intramuscular. Em animal, pode ser vantajoso aplicar as com-
posicdes farmacéuticas, conforme descritas acima, por via intravenosa ou
injegéo_ direta em tecidos direcionados. Em relacdo a aplicagao sistémica, a

via intravenosa, intravascular, intramuscular, intranasal, intra-arterial, intrape-

-ritoneal, oral ou intratecal sao preferidas. Uma aplicacdao mais local pode ser

efetuada por via subcutanea, intradérmica, intracutanea, intracardiaca, intra-
lobal, intramedular, intrapulmonar ou diretamente ou préximo do tecido a ser

 tratado (tecido conjuntivo, 6sse6, muscular, nervoso, epitelial). Dependendo
da duragao e efetividade desejadas do tratamento, as composi¢cdes de acor-

do com a invengdo podem ser administradas uma ou varias vezes, além de
intermitentemente, por exemplo, diariamente por varios dias, semanas ou
meses, e em doses diferentes.

) De preferéncia, pelo menbsAuma dose das composigées imuno-
génicas, conforme descritas acima, é'administrada'por via intramuscular pa-
ra o sujeito em necessidade das mesmas. De acordo com uma outra carac-
teristica, o antigeno do PCV-2 ou a composi¢do imunogénica compreenden-
do qualguer um destes antigenos do PCV-2, conforme descritos acima, é
formulado e administrado em um (1) mL por dose. Dessa forma, de acordo
com uma outra Caracteristica, a presente invengao refere-se também a uma
composi¢do imunogénica de 1 ml, compreendendo antigeno do PCV-2, con-
forme déscrito acima, para reducgao ou diminuigdo de linfoadenopatia, deple-
¢do linféide e/ou histiécitos multinucleados/gigantes, em porcos infectados
por PCV2.

De ac_:ordo com uma outra caracteristica, a presente invengao
refere-se a uma composigao imunogénica de 1 ml, compreendendo antigeno

do PCV-2, conforme descrito acima, para redugao ou diminui¢gao de linfoa-
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denopatia em combinagdo com um ou varios dos seguintes sintomas em
porcos: (1) pneumonia intersticial com edema interlobular, (2) palidez cuta-
nea ou ictericia, (3) figado com lesdes atréficas disseminadas, (4) dlceras
gastricas, (5) nefrite e (6) disturbios reprodutivos; por exemplo, aborto, fetos
natimortos, mumificados. ~ | _

De acordo com uma outra caracten’stica,rpelo menos uma outra
administracéo de, pelo menos, uma dose da composi¢do imunogénica, con-
forme descrita acima, é fornecida a um sujeito em necessidade da mesma,
em que a segunda ou qualquer outra administragéo é fornecidé, pelo menos,
14 dias apos a administragéo inicial ou de quaisquer administragées anterio-
res. De preferéncia, a composi¢ao imunogénicva é administrada com um es-
timulante imune. De preferéncia, o referido estimulante imune é fornecido,
pelo menos, dua‘s vezes. De preferéncia, o intervalo entre a primeira e a se-
gunda ou qualquer outra adminiétragéo do estimulante imune é de, pelo me-
nos, 3 dias, mais preferivelmente de, pelo menos, 5 dias e ainda mais prefe-
rivelmente de, pelo menos, 7 dias. De preferéncia, o estimulante imune é
fornecido, pelo menos, 10 dias, preferivelmente, 15 dias, ainda mais preferi-
velmente, 20, ainda mais preferivelmente, pelo menos, 22 dias apds a admi-
nistracdo inicial da composigdo imunogénica provida neste pedido. Um esti-
mulante imune preferido é, por exemplo, hemocianina do molusco keyhole
limpet (KLH), de preferéncia, emulsificada com adjuvante incompleto de
Freund (KLH/ICFA). No entanto, deve ser entendido com isso, que qualquer
outro estimulante imune conhecido de um versado na técnica pode ser utili-
zado também. O termo "estimulante imune", conforme utilizado no presente,
significa qualquer agente ou composi¢do que consiga desencadear a res-
posta imune, de preferéncia sem iniciar ou aumentar uma resposta imune
especifica, por exemplo, a resposta imune contra um patégeno especifico. E
ainda orientada administracdo do estimulante imune em dose adequada.

Além disso, foi também surpreendentemente constatado que o
potencial imunogénico das composi¢des imunogénicas utilizadas no presen-
te, de preferéncia, aquelas que compreendem proteina da ORF2 do PCV2
expressa por baculovirus recombinante, ainda mais preferivelmente, em
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combina¢do com Carbopol, pode ser ainda confirmado pela administragao
da vacina MLV contra PPRS (Sindrome respiratoria e reprodutivaf suina) da
IngelVac (consultar, o Exemplo 5). Sinais clinicos e manifestagdes da doen-
¢a causados por PCV2 sao ampliados em grande medida na presengé de
infeccdo com PRRS. No entanto, as composi¢des imunogénicas e estraté-
gias de vacinagado, conforme aqui providas, diminuem este efeito em grande
medida, além de mais .do qué o esperado. Em outras palavras, um efeito,
sinergistico inesperado foi observado quando animais, de preferéncia, Iéi—
tdes, foram tratados com quaisquer das composigdes imunogénicas de
QRFZ do PCV2,'conforme aqui providas, e a vacina MLV contra PRRS da

.Ingelvac (Boehringer Ingelheim).

Breve Descrigao dos Desenhos

A Figura 1 € um fluxograma esquematico de uma construgdo

| preferida do baculovirus recombinante contendo ORF2 do PCV2; e

As Figuras 2a e 2b sdo fluxogramas esquematicos da produgéo
de uma das composigGes utilizadas de acordo com a presente invengao.
Descricao Detalhada das Concretizagdes Preferidas

Os exemplos seguintes expdem materiais e procedimentos pre-
feridos de acordo com a presente mvengao Embora qualsquer métodos e
materiais semelhantes ou equivalentes aqueles aquu descritos possam ser

“utilizados, na pratica ou em teste da presente invengao, os métodos, disposi-

tivos e materiais preferidos sdo descritos abaixo. Devera ser entendido, con-
tudo, que estes exemplos sdo fornecidos a titulo somente de ilustragéo e,
nada nos mesmos, deve ser considerado uma limitagéo sobre o alcance ge-
ral da invengao. ' | '
Exemplo 1 .

Este exemplo compara os rendimentos relativos de ORF2, em-

pregando métodos da presente invengdo com métodos conhecidos na técni-

ca anterior. Quatro frascos tipo spinner (rotagdo) de 1000 ml foram cultiva-
dos com aproximadamente 1,0 x 10° células Sf+ /ml em 300 m! de meio livre
de soro para inseto, Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS). A cultu-
ra principal de células é identificada como Estoque Principai de Célula SF+
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(Spodoptera frug/perda) passagem 19, Lot n® N112-095W. As celulas utili-
zadas para gerar o Estoque Principal de Célula SF+ foram obtidas da Prote-
in Sciences Corporatlon Inc., Meriden, CT. A Imhagem de células SF+, para
este exemplo, foi confirmada entre as passagens 19 e 59. Outras passagens.
funcionarao para finalidades da presente in\)engéo, pdrém, para aumentar a
escala do processo até produgdo em larga escala, séréo necessarias prova-
velmente, pelo menos, 19 passagens, e passagens além da 59?2 poderao ter
efeito sobre expressdo, embora esse fato ndo tenha sido investigado. Mais
detalhadamente, as culturas iniciais de. células SF+, proveniehtes de arma-
zenamento em ‘niﬁogé’nio liquido, foram cultivadas em meio Excell 420 em
suspensao em frascos estéreis tipo spinner sob constante agitagao. As cultu-
ras foram cultivadas em frascos tipo spinner de 100 ml a 250 ml com 25 é
150 ml de meio iivre de soro Excell 420. Quando as células multiplicaram-se
e atingiram densidade -celular dé 1,0 — 8,0 x 10° células/ml, foram divididas
em novos frascos com densidade de plantio de 0,5 - 1.5 x 10° células/ml.
Culturas de expansao subseqijente foram cultivadas em frascos tipo spinner
até que fossem produzndos 36 litros, ou em biorreatores de ago |nOX|daveI de
até 300 litros por um periodo de 2-7 dias a 25 - 29°C. ’

Apés a semeadura, os frascos foram incubados a 27°C por
quatro horas. Subsequentemente, cada frasco foi sémeado com baculovirus
recombinante contendo o gene da ORF2 do PCV2 (SEQ ID NO: 4). O bacu-
lovirus recombinante contendo o gene da ORF2 do PCV2 foi gerado da se-
guinte maneira: o gene da ORF2 do PCV2 de uma cepa norte-americana de

- PCV2 foi amplificado por PCR para conter uma sequéncia 5’ de Kozak (SEQ

ID NO: 1) e um sitio 3' de EcoR1 (SEQ ID NO: 2), e clonado no vetor pGEM-
T-Easy (Promega, Madison, WI). Em seguida, foi extraido, subsequentemen-
te, e subclonado no vetor de transferéncia pVL1392 (BD Biosciences Phar-
mingen, San Diego, CA). A por¢ao subclonada é representada neste pedido
pela SEQ ID NO: 7. O plasmideo pVL1392, contendo o gene da ORF2 do
PCV2, foi denominado N47-064Y.e, em seguida, co-transfectado com DNA
de baculovirus BaculoGold® (BD Biosciences Pharmingen) em células Sf+
de insetos (Protein Sciences, Meriden, CT) a fim de ser gerado o baculovirus
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recombinante contendo o gene da ORF2 da PCV2. O novo constructo é a-
presentada neste pedido como SEQ ID NO: 8. O baculovirus rec_dmrbinante,
contendo o gene da ORF2 do PCV2 ORF2, foi purificado em placa e o Virus
Semente Principal (MSV) foi propagado na linhagem de células SF+, dividido
em aliquotas e armazenado a -70 2C. O MSV foi identificado positivamente
como baculovirus com ORF2 do PCV2 por PCR-RFLP; empregando inicia-
dores especificos de baﬁculovn’fus. Células de inseto infectadas por baculovi-
rus com ORF2 de PCV2 para gerar MSV ou Virus Semente de Trabalho éx-
pressam antigeno da ORF2 do PCV2, conforme detectado por anticorpos
policnlonais do sdro ou anticorpos monoclonais em um ensaio indireto fluo-

-rescente de anticorpos. Adicionalmente, a identidade do baculovirus com -

ORF2 do PCV2 foi confirmada por seqlienciamento de aminoacido N-
terminal. O MSV do baculovirus com ORF2 do PCV2 foi testado de novo

’ quanto a ph_reza, de acordo com 9 C.F.R. 113.27 (c), 113.28 e 113.55. Cada

baculovirus recombinante semeado nos frascos tipo spinner apresentou mul-
ﬁplici_dades de infecgdo (MOlIs) variadas. O Frasco 1 foi semeado com 7,52
ml de semente de 0,088 MOI; o frasco 2, com 3,0 ml de semente de 0,36
MOI; o frasco 3, com 1,5 mi de semente de 0,18 MOI e o frasco 4 com 0,75
mi de semente de 0,09 MOI. Um fluxdgr_ama esquematico, ilustrando as eta-
pas basicas utilizadas para construir um baculovirus recombinante com

“ORF2 de PCV2 é fornecido aqui como a Figura 1.

" Apb’s terem sido semeados com o baculovirus, os frascos foram
inéubados, em seguida, a 27 = 2°C por 7 dias, além de serem agitados a 100
rpm durante esse periodo. Os frascos foram fechados com tampas ventila-
das para permitif passagem de ar. Amostras de cada frasco foram coletadas
a cada 24 horas durante os 7 dias seguintes. Apés extracdo, cada amostra
foi ce_nfrifugada e o pélete e o sobrenadante foram separados e microfiltra-

dos, em seguida, através de uma membrana com tamanho de poro de 0,45

- 1,0 pm.

Em seguida, foi efetuada a quantificagao de ORF2 presente nas
amostras resultantes por meio de um ensaio por ELISA. O ensaio por ELISA
foi conduzido com o anticorpo de captura anti-Prot.G de IgG Pab Suina de
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PCV2 purificado (diluido 1:250 em PBS) diluido até 1:6000 em tampao Car-
bonato a 0,0 5M (pH 9,6). 100 pl do anticorpo foram colocados, em Seguida,
nas cavidades da placa de microtitulagéo, incubada durante a noite a 37°C.
A placa foi, em seguida, lavadas trés vezes com uma solucdo de lavagem
que compreendia 0,5 ml de Tween 20 (Sigma, St. LoUié, MO), 100 ml de 10X
D-PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) e 899,5 ml de agua destilada. Sub-
sequentemente, 250 pl de uma solugéo bloqueadora (5 g de leite desidrata-
do sem gordura da marca Carnation (Nestle, Glendale, CA) em 10 ml de D-
PBS QS até 100 ml com agua destilada) foram acrescentados a cada cavi-
dadé. A proxima étapa foi lavar a placa de teste e, em seguida, adicionar
antigeno pré-diluido. O antigeno pré-diluido foi”produzido pela adigao de 200
pl de solucéo diluente (0,5 ml de Tween 20 em 999,5 ml de D-PBS) a Cadé
cavidade em urha placa de diluicdo. A amostra foi diluida, em seguida, na
proporgdo de 1:240 e de 1:480, e 100 pl de cada uma destas amostras dilui-
das foram acrescentados a uma das cavidades superiores na placa de dilui-
cao (ou seja, uma cavidade superior recebeu 100 pl da diluigdo de 1:240 e a
outra, 100 pl da diluicao de 1:480). Diluicdes em série foram efétuadas,'a

- seguir, com o restante da placa, removendo-se 100 pl de cada cavidade su-

cessiva e transferindo-os para a cavidade seguinte na placa. Cada cavidade
foi misturada antes de ser efetuada a transferéncia.seguinte. A Iavagem"da
placa de teste incluiu trés lavagens da placa com o tampé&o de lavagem. A
placa foi lacrada, em seguida, e incubada por uma hora a 37°C antes de ser
lavada trés vezes mais com o tampao de lavagem. O anticorpo de detecgéo
utilizado foi o anticorpo monoclonal contra ORF2 de PCV. Ele foi diluido até
1:300 em solugéo diluente, e 100 pl do anticorpo de detecgao diluido foi adi-
cionado, em seguida, as cavidades. A placa foi lacrada, em seguida, e incu-
bada por ufna hora a 37°C antes de ser lavada trés vezes com tamp&o de
lavagem. O diluente conjugado foi preparado, em seguida, pela adigdo de
soro normal de coelho (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a solu-
cao diluente até concentragdo de 1%. O conjugado formado pelo anticorpo
de Cabra anti-(H+l)-HRP de camundongo (Jackson Immunoresearch) foi di-
luido no diluente conjugado até 1:10.000. 100 pl do anticorpo conjugado dilu-
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ido foram acrescentados, em seguida, a cada cavidade. A placa foi lacrada,
em seguida, e incubada por 45 minutos a 37°C antes de ser Iava‘da trés ve-
zes com o tampéao de lavagem. 100 ul do substrato (Substrato -Peroxidase
TMB, Kirkgaard and Perry Laboratories (KPL), Gaithersberg, MD), misfura—
dos com volume igual de Substrato Peroxidase B (KPL), foram acrescenta-
dos a cada cavidade. A placa foi incubada em temperatura ambiente por 15
minutos. 100 pl de solugao dé HCl a 1 N foram acrescentados, em seguida,
a todas as cavidades para interromper a reagdo. A placa foi submetida, em
seguida, a leitura por ELISA. Os resultados deste ensaio sao fornecidos na
Tabela 1 abaixo:.

.Ia=bela 1 : _

Dia Frasco ORF2 em pélete (ug) | ORF2 em sobrenadante (pg)
3 1 47,53 _ 12
3 2 | 57,46 o 22
3 3 53,44 14
3 4 58,64 112
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
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 13 15,84 158
7 4 15,19 1152

Estes resultados indicam que, quando o tempo de incubagao é

estendido, a expressido de ORF2 no sobrenadante das células centrifugadas
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e meio é maior do que no pélete das células centrifugadas e meio. De acor-
do com o mesmo, permitir que a expressao de ORF2 prossiga por, 'peld me-
nos, 5 dias, e a sua recuperagdo no sobrenadante, em vez de permitir que a
expressao prossiga por menos de 5 dias e recuperar ORF2 das células, for-
nece um aumento maior em rendimentos de ORF2 eAUma melhora significa-
tiva sobre métodos anteriores. |
Exemplo 2

Este exemplo fornece dados sobre a eficacia da invengao reivin-
dicada neste pedido. Um frasco tipo spinner de 1000 ml foi Semeada com
aproximadamenté 1 ,0 x 10° células Sf+ /ml em 300 ml de meio Excell 420. O
frasco foi incubado, em seguida, a 27°C e agitédo a 100 rpm. Subsequente-
mente, o frasco foi semeado com 10 ml de virus semente PCV2 ORFZ/Baé
p+6 (o baculovirhs recombinante contendo o gene da ORF2 do PCV2, com 6
passagens adicionais nas célulés Sf9 de inseto) com 0,1 MOI, apds 24 horas
de incubagio. ' '

O frasco foi incubado, em seguida, a 27°C por, no total, 6 dias.
Apés a incubacao, o frasco foi centrifugado e trés amostras do sobrenadante
resUlta_nte foram colhidas e inétivadas. O sobrenadante foi inativado por ele-
vacgédo de sua temperatura até 37 + 2°C. A primeira amostra, foi acrescenta-
da uma solugdo de 2-bromoetilamina hidrobrometo a 0,4 M, que tinha sido
submetido a ciclizagao para etilenoimina binaria (BEI) a 0,2 M em NaOH a
0,3 N, ao sobrenadante para fornecer uma concentragéo final de BEI de 5
mM. A segunda amostra, foi acrescentado BEl a 10 mM ao sobrenadante. A
terceira amostra, néo foi acrescentado BE! ao sobrenadante. As amostras
foram agitadas, em seguida, continuamente por 48 horas. Foi acrescentada
solugdo de tiossulfato de sédio a 1,0 M para fornecer uma concentragao mi-
nima final de 5 mM a fim de ser neutralizado qualquer BEI residual. A quan-
tidade de ORF2 em cada amostra foi quantificada em seguida, empregando
o mesmo procedimento de ensaio por ELISA, descrito no Exemplo 1. Na Ta-
bela 2 abaixo, sao apresentadds os resultados deste ensaio. '
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Tabela 2
Amostra ORF2 em sobrenadante (pg)
1 78,71
2 . 168,75
3 83,33

Este exemplo demonstra que a neutralizagdo com BEI néo re-
move ou degrada quaniidades significativas da proteina da ORF2 do PCV2
produzida. Esse achado é evidenciado pelo fato de ndo haver perda grande
de ORF2 no'sob_renadante' do BEI ou de temperaturas elevadas. Especialis-
tas na técnica reconhecerdo que a ORF2 recuperada € um produto protéico
estavel. . -

Exemplo 3
- Este exemplo demonstra que a presente invengdo permite a |

produgao de ORF2 recombinante do PCV2 em escala pequena' para produ-

¢do em grande escala. 5,0 x 10° células/ml de células SF+/ml em 7000 ml de
meio ExCell 420 foram' plantadas em Biorreator A‘pplikon de 20000 mil. O
meio e as células foram incubados em seguida a 27°C e agitados a 100
RPM pelas préximas 68 horas. Na 682 hora, 41,3 ml do MSV+3vdo Baculovi-
rus ORF2 PCV2 foram acrescentados a 7000 ml do meio ExCell 420. A mis-
tura resultante foi acrescentada, em Seguida, ao bibrreator. Durante os sete

“dias seguintes, a mistura foi incubada a 27°C e agitada a 100 RPM. Foram

extraidas amostras do biorreator a cada 24 horas, iniciando-se no 42 dia,
apos infecgcao, e cada amostra foi centrifugada. O sobrenadante foi preser-
vado e a quantidade de ORF2 foi quantificada em seguida, empregando
densitometria por SDS-PAGE. Na Tabela 3 abaixo sao apresentados os re-

sultados dessa analise:

Tabela 3
Dia apds infeccéo: ORF2 em sobrenadante (pg/ml)
4 29,33

41,33

5
6 31,33
7 ’ 60,67
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Exemplo 4
Este exemplo testa a eficacia de sete possiveis vacinas contra

PCV2 e define ainda parametros de eficacia, apds exposicao a uma cepa
virulenta de PCV2. Cento e oito (108) leitdes, nascidos por cesariana e pri-
vados de colostro (CDCD), com 9-14 dias de vida foram divididos aleatoria-
mente em 9 grupos de mesmo tamanho. A Tabela 4 apresenta o Desenho

Geral do Estudo para este Exemplo.
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vORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; célula completa de virus morto = Virus de PCV2 cultivado em
cultura de célula adequada

Sete dos grupos (Grupos 1 - 7) receberam doses de polipeptideo
da ORF2 do PCV2, um dos grupos atuou como cohtfole de provocagéo e
nao recebeu ORF2 de PCV2 e um outro grupo atuou como o grupo de estrito
controle negativo'é também nao recebeu ORF2 de PCV2. No Dia 0, os Gru--
pos de 1 a 7 foram tratados com as v_aci‘nas designadas. Leitdes no Grupo 7
receberam tratamento de reforgo no Dia 14. Os leitbes foram observados

quanto a eventos adversos e reagdes no local da injecdo apds a vacinagao e

~no Dia 19, sendo transferidos para o segundo centro do estudo. No segundo

centro do estudo, os Grupos 1-8 foram abrigados em um prédio, enquanto
que o Grupo 9 foi acomodado em um prédio separado. Todos os porcos re-
ceberam hemocianina do moluséo keyhole limpet (KLH)/adjuvante incomplé-
to de Freund (ICFA) nos Dias 21 e 27, e no Dia 24, os Grupo,s' 1-8 foram
provocados com uh PCV2 virulento. '

Foram coletadas amostras de sangue, pré e pré-prdvocag’éo, ’

_ para sorologia do PCV2. Apds a provocacgao, foram coletados dados de peso

corporal para determinagdo de ganho médio diario de peso (GMDP) e sinto-
mas clinicos, bem como amostras de swab nasal para determinagao de des-
carga nasal de PCV2. No Dia 49, todos os porcos sobreviventes foram ne-
cropsiados, 0s pulmc")es foram pontuados quanto a lesbes e tecidos selecio-
nados foram conservados em formalina para realizagéo de testes de Imuno-
histoquimica (IHQ) em data posterior.

Materiais e Métodos

Este foi um estudo parcialmente cego de viabilidade de vacina-
¢ao-provocacao, conduzido em porcos CDCD de 9 a 14 dias de vida no Dia
0. Para serem incluidas no estudo, titulos de PCV2 por IFA de porcas foram
= 1:1000. Adicionalmente, o status sorolégico das porcas era de uma mana-
da conhecida de PPRS negat'ivo. Vinte e oito (28) porcas foram testadas
quanto ao status sorolégico para PCV2. Quatorze (14) porcas apresentaram
titulo de PCV2 < 1000 e foram transferidas para o primeiro cento do estudo.
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Cento e dez (110) leitdes .nasceram por cirurgias por corte de cesariana e
foram disponibilizados para este estudo no Dia -4. No Dia -3, 108 porcos
CDCD, no primeiro centro do estudo, foram pesados, identificados com eti-
quetas na orelha, agrupados por peso e designadbs aleatoriamente para 1
dos 9 grupos, conforme apresentado na tabela 4. Em relagdo a animais em
teste que atenderam aos critérios de inclusao e foram incluidos no estudo,
porém excluidos mais tarde por qualquer motivo, o investigador e Monitor
efetuaram consultas para determinar o uso dos dados coletados do animal
na analise final. Os dados destes animais incluidos foram excluidos e o mo-

tivo para exclusdo foi documentado. Inicialmente, nenhuma porca foi exclui-

-da. No total, 108 de 110 porcos.disponiveis foram designados aleatoriamen- -

te para um dos 9 grupos no Dia -3. Os dois porcos menores (N°° 17 e 19)
nao foram designados para um grupo e ficaram disponiveis.como extras, se
necessario. Durante o transcurso do estudo, varios animais foram retirados.

’O Porco 82 '(-Grupo 9) no Dia -1, Porco n2 56 (Grupo 6) no Dia 3, Porco n® 53

(Grupo 9) no Dia 4, Porco n? 28 (Grupo 8) no Dia 8, Porco n® 69 (Grupo 8)
no Dia 7 e Porco n® 93 (Grupo 4) no Dia 9, foram, cada um, encontrados
mortos antes da provocagéo. Estes seis porcos néao foram incluidos nos re- |
sultados fi'nais do estudo. O Porcon? 1 7 (um dos porcos extras) fbi designa-
do para o] Grupd 9. O outro porco extra, porco n® 19, foi excluido do estudo. |
~ As férmulas fornecidas para cada um dos grupos foram as se-
guintes: O Grupo 1 foi designado para administragdo de 1 ml de ORF2 viral
(vVORF2), contendo 16 pg de ORF2/ml. Isso foi efetuado pela mistura de
10,24 ml de ORF2 viral (256 pg/25 pg/ml = 10,24 mi de vORF2) com 3,2 ml
de Carbopol a 0,5% e 2,56 ml de solug&o salina com tampao fosfato e pHde
7.4. O resultado foi 16 ml da férmula para o grupo 1. O Grupo 2 foi designa-
do para administragdo de 1 ml de VvORF2, contendo 8 pg de VORF2/ml. Isso
foi efetuado pela mistura de 5,12 ml de vVORF2 (128 pg/25 pg/ml = 5,12 ml
de vVORF2) com 3,2 ml de Carbopol a 0,5% e 7,68 ml de solugao salina com
tampéo fosfato e pH de 7,4. O resultado foi 16 ml da férmula para o grupo 2.
O Grupo 3 foi designado para administragéo de 1 ml de vORF2, contendo 4
ug de vVORF2/ml. Isso foi efetuado pela mistura de 2,56 ml de vVORF2 (64
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Hg/25 pg/ml = 2,56 ml de vORF2) com 3,2 ml de Carbopol a 0,5% e 10,24 ml
de solugao sa|iha com tampao fosfato e pH de 7,4. O resultado foi 16 ml da
formula para o grupo 3. O Grupo 4 foi designado para administragcdo de 1 ml
de ORF2 recombinante (rORF2), contendo 16 ug de rORF2/ml. Isso foi efe- .
tuado pela mistura de 2,23 ml de rORF2 (512 pg/230 pg/mi = 2,23 ml de
rORF2) com 6,4 ml de Carbopol a 0,5% e 23,37 ml de SOIugéo salina com
tampao fosfato e pH de 7,4. O resultado foi 32 ml da férmula para o grupo 4.
O Grupo 5 foi designado para administracdo de 1 ml de rORF2, cohtendo
8ug de rORF2/ml. Isso foi efetuado peI‘a mistura de 1,11 ml dé rORF2 (256
pg/230 pug/ml = 1,11 ml de rORF2) com 6,4 ml de Carbopol a 0,5% e 24,49
ml de solucdo salina com tampéo fosfato e pH de 7,4. O resultado foi 32 ml
da férmula para o grupo 5. O Grupo 6 foi designado para administragao de 1.
ml de rORF2, contendo 8 pug de rORF2/ml. Isso foi efetuado 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 solugdo salina com tampéo fosfato e pH de
7.,4. O resultado foi 32 ml da férmula para o grupo 6. O Grupo 5 foi designa-
do para administragao de "2 ml de vacina com célula inteira de PCV2 morto '

v '(PC'V2 KV), contendo o MAX de PCV2 KV. Isso foi efetuado pela mistura de

56 ml of PCV2 KV com 14 ml de Carbopol a 0,5%. O resultado foi 70 mi of
da férmula para o grupo 7. Finalmente, o grupo 8 fbi designado para admi-
nistracdo de KLH em 0,5 pg/ml ou 1,0 pg/ml por dose de 2 ml. Isso foi efetu-
ado pela misturé de 40,71 ml de KLH (7,0 pg de proteina/ml ém 0,5 pug/ml =
570 mi (7,0 pg/mi)(x) = (0,5)(570 ml)), 244,29 ml de solugdo salina com tam-

 pao fosfato e pH de 7,4 e 285 ml de adjuvante de Freund. A Tabela 5 des-

creve 0s cronogramas para as principais atividades deste Exemplo.
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Tabela 5. Atividades do estudo

Dia do estudo -

Atividade do estudo

-4, 0 a 49 Observagdes gerais quanto a saude geral e sintomas
clinicos |
-3 Pesagem; Randomizagado para grupos; Coleta de amos-
' tras de sangue de todos os porcos
0. Exame de saude; Administragao de‘ IVP N°® 1-7 aos Gru- |
pos' 1 -7, ‘respectivamente
0-7 | Observagdo dos porcos quanto a reagdes no local da
injecao .
114 Reforgo do Grupo 7 com Vacina contra PCV2 N2 7; Cole-
ta de amostras de sangue de todos o0s porcos
14-21 Observagdo do Grupo 7 quanto a reagées-nb local da
' injecao’ |
16-19 | Tratamento de todos os porcos com antibiéticos (dados
| faltando) ’
19 Transporte dos porCos do primeiro centro de teste para o
segundo centro de teste , |
21 Tratamento dos Grupos 1-9 com KLH/ICFA |
24 Coleta de ambstfas de sangue e de swab nasal de todos
| os porcos; Pesagem de todos os pdrcos; Provocacao
dos Grupbs 1-8 com material de provocagao contendo
| PCV2 |
25, 27, 29, 31,.| Coleta de amostras de swab nasal de todos os porcos
33, 35, 37, 39,
41, 43,45, 47,
27 Tratamento dos Grupos 1-9 com KLH/ICFA




'»10'

15

20

131 Coleta de amostras de sangue de todos os porcos

42

continuacao

49 Coleta de amostras de sangue e de swab nasal de todos
' 0s porcos; Pesagem de todos os porcos; Necropsia de

todos os porcos; Anotagao de lesdes macroscopicas com |
énfase em ictericia e Ulceras gastricas; Avalia¢éo de
| pulmdes quanto a lesdes; Coleta de amostras de tecido
fresco e fixado em formalina; Concluséo da fase em vida

do estudo

Apés a conclusdo da fase em vida do estudo, tecidos fixados em

- formalina foram examinados por imuno-histoquimica (IHQ) para detec¢do de -

antigeno do PCV2 por um patologista, amostras de sangue foram avaliadas
quanto a sovroIoAgia para PCV2, amostras dé swab nasal foram aValiadas
quanto a descarga de PCV2 eo ganho médio dlano de peso (GMDP) fon de-
terminado desde o Dia 24 ao Dia 49. ,
Os animais foram abrigados no prifneiro centro do estudo em
jaulas individuais em cincé salas, desde o nascimento até abroxim_adamente

- 11 dias de vida (aproximadarhente Dia O do estudo). Cada sala tinha dispo-

Sigéo idéntica e consistiu em pilhas de jaulas de ago inoxidavel com ar aque-
cido e fiItrado, suprido separadamente para cada unidade de isolamento.
Cada sala tinha aquecimento e ventilagio separados e, pelo menos, foi im-
pedida contaminacéo cruzada de ar entre as salas. Os animais foram abri-
gados em dois prédios diferentes, no segundo centro do estudo. O Grupo 9

- (0 grupo de estrito controle negativo) foi abrigado separadamente em um

prédio de acabamento convertido, e os Grupos, em um prédio de viveiro
convertido. Cada grupo foi abrigado em cercado separado (11-12 porcos por
cercado), e em cada cercado fornecido com aproximadamente 0,28 m? '(3,0
pés quadrados) por porco. Cada cercado estava sobre um deque elevado
com piso feito de plastico. Um fosso abaixo dos cercados serviu comovtan-
que para conter excrementos e residuos. Cada prédio possuia os seus pro-
prios sistemas separados de aquecimento e ventilagdo, com pouca possibili-
dade de contaminagao cruzada entre os prédios. '
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No primeiro centro do estudo, os leitdes foram alimentados com
racdo de leite especialmente formulada desde o nascimento até -aproxima-
damente 3 semanas de vida. Préximo ao Dia 19, todos os leitdes consumi-
ram ragao sélida misturada especial (aproximadamente com 4 semanas e %
de vida). No segundo centro do estudo, todos os leitdes foram alimentados
com ragdo mista comercial de prescrigao livre, prépria para a sua idade e
peso, ad libitum. Em ambos oé centros, foi fornecida agua ad libitum.

Todos os porcos em teste foram tratados com Vitamina E no Dia
-2, com inje¢bes de ferro no Dia -1 e com NAXCEL® (1,0 ml, IM, em patas
a_Iterhadas) nosbias 16, 17, 18 e 19. Além disso, o Porco n? 52 (Grupo 9) foi

‘tratado com injegao de ferro no Dia 3, o Porco n® 45 (Grupo 6) foi tratado -

com inje¢do de ferro no Dia 11, o Porco n® 69 (Grupo 8) foi tratado com
NAXCEL® no Dia 6, o Porco n°® 74 (Gru‘pov3) foi tratado com dexametazona

e penicilina Dia 14 e o Porco ne 51 (Grupo 1) foi tratado com dexametazona

e penicilina no Dia 13 e com NAXCEL® no Dia 14, por varios motivos de sa-
ude. | | | |
Enquanto estiveram em ambos os centros de estudo, os porcos
ficam sob cuidado veterinario. Foram conduzidos exames de saude nos a-
nimais no‘ Dia 0, e registrados na Ficha-dé R-égistro_ de Exame de Saude.
Antesvda vacinag:a”io, todos os animais apresentavam boa saude e estado

“nutricional, conforme determinados por observagao no Dia 0. Foi observado

que todos os énimais apresentavam boa saude e estado nutricional antes de
ser conduzida a provecacdo. As carcacgas e tecidos foram dispostos por a-
presentagdo. A disposi¢éo final dos animais do estudo foi registrada no Re-
gistro de Disposigdo do Animal. ' |

| No Dia 0, porcos designados para os Grupos 1-6 receberam 1,0
ml de Vacinas 1-6 contra PCV2, respectivamente, IM na regido esquerda do

pescogo, utilizando seringa estéril de 3,0 mi com bico do tipo Luer lock e a-

gulha estéril de 20 g x ¥2". Porcos designados para o Grupo 7 receberam 2,0
ml de Vacina n? 7 contra PCV2, IM na regido esquerda do péscogo, utilizan-
do seringa estéril de 3,0 ml com bico do tipo Luer lock e agulha estéril de 20
g x ¥%2". No Dia 14, porcos designados para o Grupo 7 receberam 2,0 ml de
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Vacina n? 7 contra PQV2, IM na regiao direita do pescoco, utilizando seringa
estéril de 3,0 mlicom bico do tipo Luer lock e agulha estéril de 20 g X Vo'

No Dia 21, tbdos os porcos em teste receberam 2,0 ml de K-
LH/ICFA IM, na pata direita, utilizando seringa estéril de 3,0 ml com bico do
tipo Luer lock e agulha estéril de-20 g x %", No Dia 27, todos os porcos em
teste receberam 2,0 ml de KLH/ICFA IM, na pata escjuerda, utilizando serin-
ga estéril de 3,0 ml com bico do tipo Luer lock e agulha estéril de 20 g x 1°.

No Dia 24, porcos designados para os 1-8 receberam 1,0 ml de
material de provocagao ISUVDL de PCV2 (5,11 logo TCIDso/rhI) IM, na regi-
ao esquerda do péscogo, utilizando seringa estéril de 3,0 ml com bico do tipo

- Luer lock e agulha estéril de 20 g x 1". 1,0 mluadicional do mesmo material

foi administrado IN para cada porco (0,5 ml por narina), empregando seringa
estéril de 3,0 ml bom bico do tipo Luer lock e canula nasal.

Os porcos em testes foram observados diariamente quanto a
saude geral e eventos adversos, no Dia -4 e a partir do Dia 0 ao Dia 19. As
observagdes foram registradas no Registro de Observagao Clinica. Todos os
porcos em testes foram observados do Dia0ao Dia7,eo0 Grupb 7 foi ob-
ser\)ado ainda do Dia 14 ao 21, quanto as rea¢des no local da injegdo. O
ganho médio diario de peso foi determinado por pesagem de cada porco em
bal_anga calibrada nos Dias -3, 24 e 49, ou no dia em que um porco -era én-
contrado morto apés provoca¢éo. Os pesos corporais foram registrados na
Ficha de Peso Corporal. O peso corporal do Dia -3 foi utilizado para bloquear
a inclusao de porcos antes de randomizag¢do. Os dados de peso do Dia 24 ¢
Dia 49 foram utilizados para determinar o ganho médio diario de peso
(GMDP), de cada porco, durante estes intervalos de tempo. Para porcos que
morreram apds provocagao e antes do Dia 49, o GMDP foi ajustado para
represehtarbo GMDP do Dia 24 até o dia da morte. ’

A fim de determinar a sorologia para PCV2, foi coletado sangue
venoso total de cada leitdo do seio venoso orbital, nos Dias -3 e 14. De ca-
da leitao, foi coletado sangue‘do seio venoso orbital por insergdo de tubo
capilar estéril no canto médio de um dos olhos e drenagem de aproximada-
mente 3,0 ml de sangue fotal, em Tubo Separador de Soro de 4,0 ml (SST).
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Nos Dias 24, 31 e 49, foi coletado sangue venoso total de cada porco da
veia cava anterior, utilizando agulha Vacutainer estéril de 18 9 x 1 %"
(Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey), um suporte
de agulha Vacutainer e um SST de 13 ml. As coletas de sangue em cada
intervalo de tempo foram registradas no Registro de Coleta de Sangue. De-
pois de ter sido permitido que o sangue, contido em cada SST, coagulasse,
cada SST foi virado para baixd e o soro, recolhido. O soro recolhido foi trans-
ferido para um tubo estéril de pressido negativa e armazenado a -70 + 10 °C
até ser‘testado em data posterior. Amostras de soro foram testadas-quanto a
presénga de antiéorpos contra PCV2 pelo pessoal do departamento de Pes-

-quisa e Desenvolvimento da BIVI.

Os porcos foram observados uma vez ao dia, do Dia 20 ao Dia
49, quanto a sintomas clinicos, sendo as observagdes clinicas reglstradas no

’ Registro de Observacgéo Clinica.

A fim de testar descarga nasal de PCV2, nos Dias 24, 25 e, em
ségu.ida a cada dia impar do estudo até e incluindo o Dia 49, um swab estéril
de da_cron foi inserido, por via intranasal na narina esquerda ou direita de
cada porco (um swab por porco), tao assepticamente quanto possivel, girado
por alguns segundos e, em s‘eguida,' retirado. Cada swab foi, em seguida,
colocado em um tubo estéril com tampa de pressao, contendo 1,0 ml de

‘meio EMEM com IFBS a-2%, 500 unidades/ml de Penicilina, 500 pg/ml de

EStreptomiCina e 25 ug/ml de Fungizona. O swab foi quebrado dentro do
tubo de pressdo negativa, sendo este lacrado e devidamente identificado
com o numero do animal, o nimero do estudo, a data de coleta, o dia do
estudo e "swab nasal'. Tubos de pressao negativa lacrados foram armaze-’
nados a -40 + 10 °C até serem transportados durante a noite ém gelo para
BlVI-St.' Joseph. As coletas de swab nasal foram registradas na Ficha de

Coleta de Amostra de Swab Nasal. O departamento de Pesquisa e Desen-

volvimento da BIVI conduziu os testes quantitativos de isolamento de virus
(V1) para PCV2, em amostras de swab nasal. Os resultados sdo expressos
em valores de logio. Valores de 1,3 logs ou menores foram considerados

negativos e qualquer valor acima de 1,3 logs foi considerado positivo.
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Porcos que morreram (N°s 28, 52, 56, 69, 82 e 93), no primeiro
centro do estudb, foram necropsiados ao nivel necessario para determinar
um diagnostico. LesOes macroscopicas foram registradas e os tecidos des-
tes porcos foram descartados. No segundo centro do estudo, porcos cuja.
morte foi anterior ao Dia 49 (N°° 45, 23, 58, 35), porcbé encontrados mortos
no Dia 49 antes de ser conduzida eutanasia (N°° 2, 43) e 'porcos sacrificados
no Dia 49 foram submetidos a necrbpsia. Lesbes macroscdpicas foram ano-
tadas e os percentuais de lobos pulmqhares com lesdes foram registrados

" na Ficha de Relatério de Necropsia.

De c‘ada um dos 103 porcos necropsiados no segundo centro do
estudo, uma amostra de tecido de narina, pulmvéo, coragao, figado, linfonodo
mesentérico, rim e de linfonodo inguinal foram colocadas em um unico reci;
piente com formalina a 10% tamponada, enquanto que uma outra amostra
de tecido dos mesmos 6rgaos foi colocada em saco plastico Whirl-pak (M-
Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino Unido) e cada Whirl-pak foi colocado
em gelo. Cada recipiente foi devidamente identificado. Coletas de amostras -
foram registradas na Ficha de Relatério de Necropsia. POSteriofmente; a-
mostras de tecidos fixadas em formalina e uma Ficha de Solicitagéo De Di-
agnoéstico foram submetidas para testes de IHQ. Os testes de IHQ foram
conduzidos de acordo com os procedimentos |aboratoriais padrdo do ISU de

‘amostras recebidas, preparo de amostra e slide e técnicas de coloragao.

Tecidos frescos em Whirl-paks foram enviados em sacos de gelo para o Mo-
nitor do Estudo para armazenamento (-70 ° + 10 °C) e possivel uso futuro.
Tecidos fixados em formalina foram examinados por um patologista para
deteccdo de PCV2 por IHQ e classificados utilizando o seguinte sistema de
pontuacdo: 0 = Nenhuma; 1 = Escassa coloragdo positiva, poucos sitios; 2=
Coloragao positiva moderada, multiplos sitios; e 3 = Coloragéo positiva a-
bundante difusa em todo o tecido. Em decorréncia de LN inguinal de LN me-
sentérico ndo poder ser diferenciado positivamente pelo patologista, os re-
sultadoé. para estes tecidos foram identificados simplesmente como Linfono-
do, e a pontuacao foi fornecida para a pontuagédo mais alta para cada um

destes dois tecidos por animal.
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Resultados A
_ Os resultados para este exemplo sao fornecidos abai){o. Segun-
do anotagdes, um porco do Grupo 9 morreu antes do Dia O, e 5 outros por-
cos morreram apoés a vacinagao (1 porco do Grupo 4; 1 porco do Grupo 6; 2
porcos do Grupo 8 e porco do Grupo 9). O exame poés-morte indicou que
todos os seis morreram em decorréncia de infecgdes subjacentes que nao
foram associadas a vaCinagéd ou a PMWS. Adicionalmente, nao foram ob-
servados eventos adversos ou reagdes no local da injecdo em quaisquér
grupos.

o Os résultados de ganho médio diario de peso (GMDP) séo apre-

-sentados abaixo na Tabela 6. O Grupo 9, o grupo de estrito controle negati- -

vo, apresentou o GMDP mais alto (1,06 + 0,17 libras/dia), seguido pelo Gru-
po 5 (0,94+ 0,22 libra/dia), o qual recebeu uma dose de 8 pg de rORF2. O

' Grupo 3 que recebeu uma dose de 4 pg e VORF2, apresentou o GMDP mais
baixo (0,49 + 0,21 libra/dia), seguido pelo Grupo 7 (0, 50 = 0,15 libra/dia), o

qual recebeu 2 doses de vacina com virus morto.:
Tabela 6. Resumo de Ganho Médio Diario de Peso (GMDP) dos Grupos

Grupo | Tratamento N GMDP - libras/dia (Dia 24 ao
: : ' : Dia 49) ou ajustado para por-
cos mortos antes do Dia 29

1 vORF2 - 16 ug (1 dose) 12 (0,39 = 0,13 ks (0,87 = 0,29 li-
4 bra)/dia

2 ‘| vVORF2 — 8 ug (1 dose) 12 10,32 + 0,15 ks (0,70 + 0,32

: ' - libra)/dia

3 VORF2 — 4 ug (1 dose) 12 0,22 + 0,09 (049 =+ 0,21
libra)/dia

4 rORF2 - 16 ug (1 dose) 11 0,38 + 0,14 ks (0,84 = 0,30

. ' - | libra)/dia '

5 rORF2 - 8 ug (1 dose) 12 10,43 + 0,10 ks (0,94 = 0,22
: libra)/dia

6 | rORF2 -4 ug (1 dose) 11 0,33 + 0,11 ks (0,72 = 0,25
, libra)/dia

7 KV (2 doses) 12 10,23 + 0,07 ks (0,50 = 0,15

_ libra)/dia ’

8 Controles de provocagdo |10 |0,34 = 0,09 ks (0,76 = 0,19
-| libra)/dia

9 | Estrito controle negativo 11 0,48 + 0,08 ks (1,06 = 0,17
' libra)/dia
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VvORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; célula completa de virus morto = Virus de PCV2 cultivado em
cultura de célula adequada

Os resultados de sorologia para PCV2 séo apresentados abaixo .
na Tabela 7. Todos os nove grupos foram sdronegati\)ds para PCV2 no Dia -
3. No Dia 14, os Grupos que receberam vacinas conﬁ vORF2 apresentaram
os titulos mais altos, os quais variaram de 187,5 a 529,2. Porcos que rece-
beram vacina com virus morto apresentaram os titulos seguintes mais altos,
seguidos pelos grupos que receberam Vacinas com rORF2. Oé Grupos 8e 9
permaneceram sdfonegativos neste momento. No Dia 24 e Dia 31, porcos
que receberam vacinas com VORF2 continuarém a demonstrar forte respos-
ta soroldgica, seguidos de perto pelo grupo que recebeu duas doses de va;
cina com virus morto. Porcos que receberam vacinas com rORF2 foram
mais lentos em apresentar respbsta‘sorolégica, e os Grupos 8 e 9 continua-
ram sendo soronegativos. No Dia 49, porcos que receberam .\')acina com
VORF2, 2 doses da vacina com virus morto e a dose mais baixa de rORF2

exibiram as respostas soroldgicas mais fortes. Porcos que receberam 16 ug

e8 Vug de vacinas com rORF2 apresentaram titulos de IFA ligeiramente mais

altos do que os de controles de provocagédo. O Grupo 9, no Dia 49, exibiu
fbr_te resposta sorolégica.
Tabela 7. Resumo de Titulos de PCV2 por IFA dos Grupos -

Titulo médio de IFA

Grupo | Tratamento Dia -3 | Dia 14 |Dia24 gia, Dia 49***
_ 1**

1 vORF2 - 16 pg 50,0 529,2 |4400,0 |7866,7 | 11054,5
(1 dose) ' .

2 vORF2-8ug - [50,0 500,0 |3466,7 |6800,0 | 10181,8
(1 dose) ) A

3 vORF2 - 4 ug 50,0 187,5 1133,3 | 5733,3 | 9333,3
(1 dose) - :

4 rORF2 - 16 ug 50,0 95,5 1550,0 |3090,9 |8000,0
(1 dose) ‘

5 rORF2 - 8 ug 50,0 75,0 887,5 |[2266,7 |7416,7
(1 dose) |
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continuacao

6 rORF2 - 4 ug 50,0 50,0 |550,0 |3118,2 |10570,0
(1 dose) :
7 KV (2 doses) 50,0 204,2 |3087,5 |4620,8 |8680,0
8 Controles de pro- | 50,0 55,0 50,0 50,0 5433,3
: vocagéao _
9. Estrito controle | 50,0 59,1 59,1 545 6136,4
negativo : '

VORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; célula combleta de virus morto = Virus de PCV2 cultivado em
cultura de célula adequada |

*Para fins de célculo, um titulo =100 por IFA foi designado como um titulo de ‘

' "50"; um titulo 26400 por IFA foi designado como um titulo de "12.800".

**Dia de Provocagao
***Dia de Necropsia _

| Os resultados das obsefvagc";e_s clinicas pés-provocagdo sao a-
presentados' abaixo na Tabela 8. Este resumo de resultados inclui observa-
¢Oes quanto a Comportémento Anormal, Respirégéo Anormal, Tosse e Diar-
réia. A Tabela 9 inclui os resultados do Resumo de Incidéncia Geral de Sin--
tomas Clinicos dos Grupos, e a Tabela 10 inclui resultados do Resumo de
Taxas de Mortalidade Pdés-Provocagao dos Grupos. O sintoma clinico mais

-comum anotado neste estudo foi comportamento anormal, o qual foi classifi-

cado de letargia discreta a grave. Porcos que receberam as duas doses
mAais baixas de VORF2, porcos que receberam 16 pg de rORF2 e porcos que
receberam duas dosés de vacina de KV apreSentaram taxas de incidéncia =
27,3%. Porcos que receberam 8 pg de rORF2 e o grupo de estrito controle.
negativo ndo apresentaram compodamento anormal. Nenhum dos porcos
neste estudo exibiu respiragdo anormal. A tosse foi observada, frequente-
fnente, em todos os grupos (0 a 25%), da mesma forma que diarréia (O -

'20%). Nenhum sintoma clinico observado foi patognémico de PMWS.

A incidéncia geral de sintomas clinicos variou entre -0s grupos.
Grupos que receberam qualquer uma das vacinas com VORF2, o grupo que
recebeu 16 pg de rORF2, o grupo que recebeu 2 doses de vacina de KV e o

grupo de controle de provocagdo apresentaram a incidéncia mais alta de
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sintomas clinicos no geral (236,4%). O grupo de estrito controle negativo, o
grupo que recebeu 8 pg de rORF2 e o grupo que recebeu 4 ug de rORF2
apresentaram taxas de incidéncia geral de sintomas clinicos de 0%, 8,3% e
9,1%, respectivamente. '
No geral, as taxas de mortalidade entre o-s‘grupos variaram tam-
bém. O grupo que recebeu 2 doses de vacina com KV apresentou a taxa de
mortalidade maié alta (16,7%); enquanto que grupos que receberam 4 ug de
vORF2, 16 pg de rORF2 ou 8 pg de rORF2 e o grupo de estrito controle ne-
gativo apresentaram, todos, taxas de m‘ortalidade de 0%. |
Tabela 8. Resum6 de Observacdes nos Grupos de Comportamento-Anor-

mal, Respiragao Anormal, Tosse e Diarréia

Grupo | Tratamento N Comporta- Respira- | Tosse® | Diarréia*
' mento anor- | ¢cao
mal’' | anormal®
1 vORF2 - 16 ug | 12 2/12 (16,7%) | 0/12 | 3/12 2/12
(1 dose) (0%) (25%) | (16/7%)
2 VORF2 - 8 pg | 12 4/12 (33,3%) |0/12 1/12 1/12
: (1 dose) ' (0%) (8,.3%) . (8,3%)
3 VORF2 - 4 ug|12 | 8/12(66,7%) | 0/12 2/12 1/12
. , (1 dose) . - ) (O%) (1 6,7%) . ('8,3°/o)
4 rORF2 - 16 pg | 11 3/11 (27,3%) | 0/11 011 . | 2/11
: V (1 Vdose) ‘ (O%) (Oo/o) _ (1 8,2%)
5 rORF2 - 8 pg | 12 0/12 ‘ 0/12 112 0/12 (0%)
(1 dose) (Oo/o) (0%) (8,3%)
6 rORF2 - 4 pug| 11 1/11 (9,1%) 0/11 0/11 0/12 (0%)
(1 dose) ' (0%) (0%) -
7 KV (2 doses) 12 7/12 0/12 0/12 1/12
(58,3) (0%) (0%) (8,3%)
8 Controles de | 10 1/10 0/10 2/10 2/10
_ Provocacéao i (10%) (00/0 ) (20%) ,(200/°)
9 Estrito Contro- | 11 o/11 0/11 0/11 0/11 (0%)
le Negativo (0%) (0%) (0%) -

vORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expréssa por bacquVirus
recombinante; célula completa de virus morto = Virus de PCV2 cultivado em
cultura de célula adequada

"Numero total de porcos em cada grupo que exibiu comportamento anormal
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?NUmero total de porcos em cada grupo que exibiu respiragao anormal por,

pelo menos 1 dia

3Numero total de porcos em cada grupo que exibiu tosse por, pelo menos 1

dia -

“Numero total de porcos em cada grupo que exibiu diarréia por, pelo menos

1 dia

Tabela 9. Resumo de Incidéncia Geral nos Grupos de Sintomas Clinicos

©

-tivo

Grupo Tratamento N Incidéncia de por-| Taxa de
. : cos com sintomas | incidéncia
clinicos’ g :
1 vORF2 - 16 pg (1 do-|12 |5 41,7%
se)
2 VORF2 - 8 ug (1 dose) |12 |5 41,7%
3 'VORF2-4pug(1dose) |12 |8 166,7%
14 rORF2 - 16 pug (1 do-[11 |4 36,4%
se) .
5 rORF2 - 8 ug (1 dose) 12 1 8,3%
6 rORF2 - 4 pg (1 dose) |m 1 9,1%
7 KV (2 doses) 4 12 7 58,3%
8 _Controles de Provoca-|{10 |4 40%
cao
Estrito Controle Nega- | 11 0%

vORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; célula completa de virus morto = Virus de PCV2 cultivado em

cultura de célula adequada

1Numero total de porcos em cada grupo que exibiu qualquer sintoma clinico

por, pelo menos, 1 dia’
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Tabela 10. Resumo de Taxas de Mortalidade Pés-Provocacao dos Grupos

Grupo | Tratamento N Mortos pés- | Taxa de morta-
provocagao | lidade

1 VORF2 - 16 pg (1 dose) 12 |1 8,3%

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

3 VORF2 - 4 ug (1 dose) - (12 |0 0% -

4 rORF2 - 16 ug (1 dose) 11 . |0 0%

5 rORF2 - 8 pg (1 dose) 12 |0 0%

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

7 KV (2 doses) ' 12 |2 16,7%
18 Controles de Provocagao 10 1 ' 10%

9 Estrito Controle Negativo 11 |0 0%

vORF2 = isollado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expreSsa por bacul»ovvirus

recombinante; célula completa de virus morto = Virus de PCV2 cultivado em -
cultura de célula adequada | S
Resultados de descarga nasal de PCV2 séo apresentados abai-
xo na Tabela 11. Apds provocagédo no Dia 24, 1 porco no Grupo 7_"'come<;,du
a apresentar descérga de PCV2 no Dia 27. Nenhum dos outros porcos apre-
sehtou. descarga até o Day 33. A maior parte da descarga nasal foi observa-
da do Dia 35 ao Dia 45. Grupos que receberam qualquer uma das trés vaci-
nas com VORF2 e grupos que receberam 4 ou 8 pg de rORF2 apresentaram
a incidéncia mais baixa de descarga nasal de PCV2 (< 9,1%). O grupo de
controle de provocacdo (Grupo 8) apresentou a taxa mais alta de descarga
(80%), seguido pelo grupo de estrito controle negativo (Grupo 9), o quaIA a-

| presentou taxa de incidéncia de 63,6%.
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Tabela 11. Resumo de Incidéncia dos Grupos de Descarga Nasal de PCV2

Grupo | Tratamento N N2 de porcos que a-| Taxa de
' presentou descarga | incidéncia
_ por pelo menos 1 dia _
1 | vVORF2 - 16 pg (1 do- |12 |1 ' 8,3%
: se) _
12 VORF2 - 8 ug (1 dose) |12 |1 8,3%
3 VORF2 -4 ug (1dose) |12 |1 8,3%
4 rORF2 - 16 pg (1 dose) | 11 |2 18,2%
5 rORF2 - 8 ug (1 dose) |12 |1 8,3%
6 rORF2 -4 pug (1 dose) |11 |1 9,1%
7 KV (2 doses) 12 |5 | 41,7%
18 Controles de Provoca- |10 |8 80%
cao
9 Estrito Controle Nega-|11 |7 63,6%
tivo : = :

'VORF2 = isblado_ de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus

recombinante; célula completa de virus morto = Virus de. PCV2 cultivado em
cultura de célula adequada | |

O Resumo de Incidéncia de Ictericia dos Grupos, Incidéncia de |
Ulceras Gastricas dos Grupos, Pontuagdes Médias de LesGes Pulmonares
dos Grupos e de Incidéncia de Lesdes Pulmonares dos Grupos sdo exibidos

. abaixo na Tabela 12. Seis porcos morreram, no primeiro centro do estudo,

durante a fase pés-vacinagao do estudo (Grupo 4, N = 1; Grupo 6, N = 1;
Grupo 8, N = 2; Grupo 9, N = 2). Quatro dos seis poréos apresentaram le-
soes fibrinosas em uma ou mais cavidades do corpo, um porco (Grupo 6)
apresentou lesdes compativeis com doenca por clostrl’d‘ios e um b'orco (Gru--
po 9) ndo exibiu lesbes macroscépicas. Nenhum dos porcos que morreram

durante a fase pés-vacinagao do estudo apresentou lesbes compativeis com

PMWS.

Porcos que morreram apds a provocagdo e porcos sacrificados
no Dia 49 foram necropsiados. Na necropsia, ndo foi observada ictericia e
ulceras gastricas em qualquer grupo. Em relacdo a % meédio de lesdes pul-
monares, o Grupo 9 exibiu o0 % médio mais baixo de lesbes pulmonares
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(0%), seguido pelo Grupo 1 com 0,40 + 0,50% e o Grupo 5 com 0,68 +
1,15%. Os Grupbs 2, 3, 7 e 8 exibiram 0 % médio mais alto de lesBes pul-
monares (2 7,27%). Cada um destes quatro grupos continha um porco com
% de lesdes pulmonares 271,5%, desviando os resultados destes quatro.
grupos e tornando-os mais altos. Com excecdo do Grupo 9 com 0% de le-
sOes pulmonares anotadas, os demais 8 grupos apresentaram < 36% de
lesdes pulmonares. Quase todas as lesdes pulmonares anotadas foram des-
critas como vermelhas/purpuras e consdlidadas. ' ‘

Tabela 12. Resumo de Incidéncia de léten’cia dos Grupos, Incidéncia de Ul-
ceras Gastricas dbs Grupos, % Médio dos Grupos de Pontua§:ées' de Lesdes

Pulmonares e Incidéncia dos Grupos de Lesdes Pulmonares Anotadas

Grupo | Tratamento Ictericia Ulceras | % médio de | Incidéncia
gastri- |lesdes pul-|de lesdes
cas monares pulmona-

' ~ res anota-
_ _ das

1 vORF2 - 16 ug| 0/12(0%) |0/12 0,40 +|10/12

: (1 dose) 1 (00/0) [ 0,50% (8.3%)

2 VORF2 - 8 ug (1|0/12 (0%) |0/12 |7,41  =[10/12

' _ dose) o _ (0%) 20,2% (830‘/(})

3 vORF2 - 4 ug (1| 0/12 (0%) |0/12 9,20 +|10/12

’ dQSG) (0%) 20,9%) (83;70)

4 rORF2 - 16 pg|0/11 (0%) |0/11 1,5 +4,74% | 4/11

) (1 dose) (0%) 1 (36%).

5 rORF2 - 8 ug (10/12 (0%) |0/12 0,68 +19/12

| dose) (0%) 1,15% (75%’)’
6 rORF2 - 4 ug (1| 0/11 (0%) | 0/11 2,95 +|7/11
dOSG) ' (O%) 5,1 2% (64%)

7 KV (2 doses) | 0/12(0%) |0/12 7,27 +|{9/12
(0%) 22,9% (75%)

8 Controles de | 0/10 0/10 9,88 +|8/10 .

V Provocacgao (0%) (0%) 29,2% (80%)

9 Estrito Controle | 0/11 (0%) |0/11 | 0/11 0/11

Negativo (0%) (0%) (0%)

vORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
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recombinante; KV ou célula completa de virus morto = Virus de PCV2 culti-
vado em cultura de célula adequada |

O Resumo de Incidéncia de resultados positivos por IHQ dos
Grupos é apresentado na Tabela 13. O Grupo 1 (VORF2 - 16 ug) e o Grupo
5 (rORF2 - 8 pg) apresentaram a taxa mais baixa de resultados positivos de
IHQ (16,7%). O Grupo 8 (Controles de Provocacédo) e o. Grupo 9 (Estrito
Controle Negativo) apre’sentarém a taxa mais alta de resultados positivos por

- IHQ, 90% e 90,9%, respectivamente.

Tabela‘ 13. Resumo de Ta\lxa de Incidéncia de IHQ positiva dos Grupos

Grupo | Tratamento : N N de porcos que a-| Taxa de
presentou pelo me- | incidéncia
| nos um tecido positi-
vo para PCV2
1 VORF2 - 16 pg (1 dose) | 12 2 16,7%
2 vVORF2 -8 ug(1dose) |12 (3 25,0%
13 VORF2 -4 ug (1dose) |12 |8 66,7%
4 rORF2 - 16 ug (1 dose) [ 11 |4 36,3%
5 rORF2-8pug(1dose) |12 |2 16,7%
6 rORF2 - 4 ug (1dose) {11 |4 36,4%
7 KV (2 doses) - 112 |5 41,7%
8 Controles de Provoca- |10 |9 90,0%
cao '
19 Estrito Controle Negati- | 11 10 90,9%
VO - :

VORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou célula completa de virus morto = Virus de PCV2 culti-
vado em cultura de célula adequada _ -

Apés provocagdo, o Grupo 5, que recebeu uma dose de 8 ug de
antigeno de rORF2, apresentou desempenho superior ao dos outros 6 gru-
pos de vacinas. O Grupo 5 exibiu o GMDP mais alto 0,43 + 0,010 ks/dia

‘(0,94 * 0,22 libra/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 em geral (8,3%), a taxa de mortalidade mais bai-
xa (0%), a taxa mais baixa de descarga nasal de PCV2 (8,3%), a segunda
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taxa mais baixa para % médio de lesbes pulmonares (0,68 + 1,15%) e a taxa
de incidéncia mais baixa para tecidos positivos (16,7%). Grupos qué recebe-
ram varios niveis de anfigeno de rORF2 exibiram desempenho superior no
geral ao de grupos que receberam varios niveis de VORF2, e o do grupo que.
recebeu 2 doses de vacina contendo célula completa de PCV2 morto teve o
pior desempenho. As Tabelas 14 e 15 contém resumos de dados pds-
provocagao dos grupos.
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Os resultados deste estudo indicam que todos os esfor¢os pos-
teriores referentes a vacina devem ser concentrados em uma vacina conten-
do rORF2. No geral, a descarga nasal de PCV2 foi detectada apos provoca-
¢do, e a vacinagdo com uma vacina contra PCV2 resultou em redugdo de
desc'arga. A imuno-histoquimica de tecidos linféides selecionados serviu
também como um bom parametro para eficacia de vacinas, enquanto que
diferengas grandes em GMDP‘, sintomas clinicos e em lesdes macroscopicas
nao foram detectadas entre os grupos. Este estudo foi complicado pelo fatt_>
de que PCV2 exdégeno foi introduzido em algum momento durante o estudo,

conforme evidenciado por descarga nasal de PCV2, soroconversédo para

-PCV2 e tecidos positivos por IHQ no Grupo 9, o grupo de estrito controle -

negativo.
Discussao -

| Sete vacinas contra PCV2 fdram avaliadas neste estudo, o qual
inclui trés niveis diferentes de dose de antigeno de vORF2, administrados
Uma_ vez ao dia no Dia 0, trés niveis diferentes de dose de antigeno de
rORF2, administrados uma vez no Dia 0, e um nivel de dose de vacina con-
tendo célula completa de PCV2 morto, administrada no Dia 0 e Dia 14. Nov
geral, o Grupo 5, que recebeu 1 dose de vacina contendo 8 ug de antigeno
de rORF2, aprésentou os melhores resultados. O Grupo 5 exibiu o GMDP

“mais alto, a incidéncia mais baixa de comportamento anormal, a incidéncia

mais baixa de respifagéo anormal, a segunda incidéncia mais baixa de tos-
se, a incidéncia mais baixa de sintomas clinicos no ge'(al, a taxa de mortali-
dade mais baixa, a taxa mais baixa de descarga nasal de PCV2, a segunda
taxa mais baixa 'para % médio de lesdes pulmonares e a taxa de incidéncia
mais baixa para tecidos positivos por IHQ. .

| Curiosamente, o Grupo 4, que recebeu dose mais alta de anti-

geno de rORF2 do que o Grupo 5, ndo obteve desempenho tao bom ou me-

Ihor do que o do Grupo 5. O Grupo 4 apresentou GMDP ligeiramente mais
baixo, incidéncia mais alta de comportamento anormal, incidéncia mais alta
de sintomas clinicos no geral, taxa mais alta de descarga nasal de PCV2, %
médio mais alto de lesdes pulmonares e taxa mais alta para tecidos positivos
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por IHQ do que o-Grupo 5. A analise estatistica, que pode ter indicado que
as diferengas entre estes dois grupos nao eram estatisticamente significati-
vas, néo foi conduzida sobre estes dados, porém foi observada uma tendén-
cia de que o desempenho do Grupo 4 nao foi tdo bom quanto o do Grupo 5. .

Apés vacinagao, 6 porcos morreram no primeiro centro do estu-
do. Quatro dos seis porcos eram do Grupo 8 ou Grupo 9, que nao recebe-
ram vacina. Nenhum dos seis porcos exibiu lesbes compativeis com PMWS,
nao foram relatados eventos adversos e, no geral, todas as sete vacinas a-
parentaram ser seguras quando administradas a porcos com aproximada-

mente 11 dias de vida. Durante a fase pods-vacinagao do estudo, porcos que

receberam qualquer um dos trés niveis de dose da vacina contendo VORF2

ou de vacina celular completa morta apresentaram os niveis mais altos dé
IFAT, ‘enquanto:que o Grupo 5 apresentou 0s niveis mais baixos de IFAT,
um pouco antes da provocag:éo,'dos grupos das vacinas. _
Embora nao comprovada formalmente, acredita-se que a via
predominante de transmissao de PCV2 para suinos jovens um pouco depois
de desmame seja.por cohtato__direto oro-nasal, portanto uma vacina eficaz
qué reduza descarga nasal de PCV2, em ambiente de produgao, ajudaria a
controlar a disseminagédo da infecgdo. Grupos que receberam um dos trés
hl'veis de antigeno de vVORF2 e o grupo que recebeu 8 ug de rORF2 apre-

‘sentaram a taxa de incidéncia mais baixa de descarga ‘nasal de PCV2

(8,3%). Conforme previsto, o grupo de controle de provocagao apresentou a
taxa de incidéncia mais alta de descarga nasal (80%). '
LesOes macroSc()picas em porcos portadores de PMWS, secun-
daria a infecgao por PCV2, consistem tipicamente em linfoadenopatia gene-
ralizada, acompanhada por um ou por varios dos seguintes: (1) pneumohia
intersticial com edema interlobular, (2) palidez cutanea ou ictericia, (3) figado
com lesBes atréficas disseminadas, (4) ulceras gastricas, (5) nefrite e (6)
disturbios reprodutivos, por exemplo, aborto, fetos natimortos, mumificados,
etc. Na necropsia, hepatite, nefrite e Ulceras gastricas nao foram observadas
em quaisquer grupos e linfoadenopatia nao foi especificadamente examina-

da. As pontuagdes de % meédio de lesdes pulmonares variaram entre grupos.
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O grupo que recebeu 16 pg de antigeno de vORF2 apresentou 0 % médio

. mais baixo de pontuacgédo de lesGes pulmonares (0,40 + 0,50%), seQu_ido pelo

grupo que recebeu 8 yg de rORF2 (0,68 + 1,15%). Conforme esperado, o
grupo de controle de provocagao exibiu 0 % médio mais alto de pontuagdo
de lesbes pulmonares (9,88 + 29,2%). Em todos os quatro grupos, o0 % mé-
dio de pontuagdes de lesGes pulmonares foi alto porque havia um porco em
cada um destes grupos com bontuagées muito altas de les6es pulmonares
muito altas. A maioria das lesdes pulmonares foi descrita como verrﬁe-
Ihas/purpuras e consolidadas. Tipicamente, lesbes pulmonares associadas
com 'F"I'VIWS sao ‘descritas como lesbOes escuras e que nao podem ser cola-

‘badas, acompanhadas de edema interlobular. As lesbes pulmonares anota- -

das neste estudo ou nao foram associadas a infecgdo por PCV2 ou pode
nao haver presente agente infeccioso pulmonar secundario.. No contexto

deste estudo, o0 % de pontuagdes de lesdes pulmonares provavelmente ndo

reflete a verdadeira da extensdo medida de infecgdo pulmonar, causada por
PCV2. | |

Outros pequisadoresAdemonstraram uma correlagao direta len-
tre a presenga de antigeno de PCV2, por IHQW, e histopatologia. A histopa- |
logia em iecidos selecionados nio foi conduzida neste estudo. O Grupo 1
(16 pug de VORF2) e o Grupo 5 (8 pg de rORF2) apresentaram a taxa de in-
cidéncia mais baixa de porcos positivos para antigeno de PCV2 (8,3%), en-
quanto que o VGrupo' 9 (o grupo de estrito controle negativo — 90,9%).e o
Grupo 8 (o grupo de controle de provocagao — 90,0%) apresentaram as ta-
xas de incidéncia mais altas para porcos positivos para antigeno de PCV2.
Por causa da natureza ndo subjetiva deste teste, os resultados dé IHQ sdo
provavelmente um dos melhores parametros para julgar a eficécia de vaci-

nas sobre o0 mesmo. Dessa forma, em uma caracteristica da presente inven-

¢édo, foi determinada a Dosagem Minima Protetora (MPD) de um produto

recombinante de 1ml/1 dose com antigeno extraido de ORF2 do PCV2
(rORF2), no modelo de porco CDCD em face de provocagéo'por PCV2. Dos
trés grupos que receberam niveis variados de antigeno de rORF2, o Grupo 5
(8 pg de antigeno de rORF2) exibiu claramente o nivel mais alto de prote-
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cao. O Grupo 5 obteve os melhores resultados ou foi ligado aos melhores
resultados favoféveis com relacdo a todos os parametros examinados.
Quando o Grupo 5 foi comparado aos outros seis grupos de vacina, apoés
provocagao, o Grupo 5 apresentou o GMDP mais alto (0,94 + 0,22 libra/dia), .
a incidéncia mais baixa de comportamento anormal (0%), a segunda inci-
déncia mais baixa de tosse (8,3%), a incidéncia mais baixa de sintomas cli-
nicos no geral (8,3%), a taxa de mortalidade mais baixa (0%), a taxa mais
baixa de descarga nasal de PCV2 (8,3%), a segunda taxa mais baixa de %
médio de lesdes pulmonares (0,68 + 1,i5%).e a taxa de incidéncia mais bai-
xa para tecidos pdsitivos por IHC (16,7%).

Em outra caracteristica da presenté invencao, foi determinada a
MPD de um produto convencional de 1 ml/1 dose de antigeno de ORF2 dé
PCV2 (VORF2) parcialmente purificado no modelo de porco CDCD, em face
de provocacao por PCV2. Dos trés grupos que receberam niveis variados de
antigeno de VORF2, o Grupo 1 (16 pg de vVORF2) apresentou o" nivel mais
alto de protecdo. O Grupo 1 obteve desempenho superior aos dos Grupos 2
e 3, quanto a GMDP, % rﬁédio_ de lesdes pulmonares e IHQ. Os Grupos'1 e

2 (8 Hg de antigeno de vORF2) exibiu desempenho igual, a respeito de inci-

déncia geral de sintomas clinicas, o Grupo 3 (4 pg de antigeno de vVORF2)
exibiu a taxa mais baixa de mortalidade, e todos o.s trés grupos obtiveram
desempenhos iguais em relagdo a descarga nasal. No geral, vacinas con-
tendo vVORF néb obtiveram desempenhos tdo bons quanto os de vacinas
com rORF. ’
Em ainda uma outra caracteristica da presente invengéao, foi de-
terminada a eficacia da dose maxima de 2 ml/2 doses de vacinas com PCV2
Morto Convencional, no modelo de porco CDCD, face a provocagao por
PCV2. Das sete vacinas avaliadas neste estudo, a vacina com célula com-
pleta de PCV2 morto teve o pior desempenho. Leitdes que receberam duas
doses da vacina com célula completa de PCV2 morto tiverem o pior desem-
penho. Leitdes que receberam‘duas doses de célula completa de PCV2 mor-
to apresentaram o GMDP mais baixo, a segunda taxa mais alta de compor-
tamento anormal (58,3%), a segunda incidéncia geral mais alta de sintomas
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clinicos (568,3%), a taxa de mortalidade mais alta (16,7%), a segunda inci-
déncia mais alta de descarga nasal (41,7%), 0 % medio mais alto de lestes
pulmonares (9,88 + 29,2%), incidéncia alta de lesdes pulmonares anotada
(75%) e taxa moderada de incidéncia de IHQ em tecidos (41,7%). No entan-
to, elas foram ainda eficazes em provocar resposta imune.

Em ainda uma outra caracteristica da presente invengao, a des-
carga nasal de PCV2 foi avaliéda como parametro de eficacia e os parame-
tros anteriores de eficacia contra PCV2 de estudos anteriores foram confir'_-
mados. Os resultados deste estudo indicam que a descarga nasal de PCV2
ocorre Aapc’)s prO\}ocagéo intra-nasal e que vacinas contra PCV2 reduzem a
descarga nasal de PCV2 apés prdvocagéo. Além disso, os resultados deste -
estudo e relatos na literatura indicam que a IHC deve continuar a ser tam-
bém avaliada em estudos futuros de vacina contra PCV2.

Algumas conclusdes adicionais surgidas deste estudo indicam

| que linfoadenopatia € um dos marcos de PMWS. Um outro marco da PMWS

€ a deplegao linféide e histiécitos _multinUcIeados/gigantes. Adicionalmente,
nao foram observados eventos adversos ou reagdes no local da injecao para
quaisquer das 7 vacinas contra PCV2, e todas estas 7 vacinas contra PCV2 |
aparehtarém ser seguras quando administradas a porcos jovené.
'Exempio 5 ' '

~ Este exemplo testa a eficacia de oito possiveis vacinas contra
PCV2 e confirma pakémetros de provocagao com PCV2, obtidos de estudos
anteriores de provocagdo, depois de exposigdo a uma cepa virulenta de
PCV2. Cento e cinquenta (150) leitdes nascidos de cesariana e privados de
colostro (CDCD)A com 6-16 dias de vida foram bloqueados por peéo e dividi-
dos aleatoriamente em 10 grupos de mesmo tamanho. A Tabela 16 apresen-

tao D_eéenho Geral do Estudo para este Exemplo.
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As férmulas das vacinas fornecidas a cada grupo foram as se-
guintes: a Vacina n? 1 contra PCV2, administrada em 1 x dose de 2 ml para
o Grupo 1, foi uma dose alta (16 pg/dose de 2 ml) de antigeno de ORF2 re-
combinante inativado, com adjuvante IMS 1314 (16 pg de rORF2 — IMS
1314). A Vacina n? 2 contra PCV2, administrada em 1 x dose de 2 ml para o
Grupo 2, foi uma dose alta (16 pg/dose de 2 ml) de antigeno de ORF2 do
PCV2 gerado de VIDO R-1 pércialmente purificado, com Carbopol como ad-
juvante (16 ug de vORF2 — Carbopol). A vacina n¢ 3 contra PCV2, adminis}
trada em 1 x dose de 2 ml para o Grupo 3, foi uma dose alta (16 pg/dose de
2 ml) d.e antigen6 de ORF2 recombinante inativada com Carbopol como ad-

-juvante (16 ug de rORF2 — Carbo'pol).'A vacina n2 4 contra PCV2, adminis-

trada em 1 x dose de 1 ml para o Grupo 4, foi uma dose alta (16 ug /dose de
1 ml) de antigeno de ORF2 de PCV2 gerado de VIDO R-1 parcialmente puri-

| ficado, com Carbopol como adjdvante (16 pug de vORF2 — Carbopol). A vaci-
na n? 5, administrada em 1 x dose de 2 ml para o Grupo 5, foi uma dose de 4

ug/dose de 2 ml de antigeno ORF2 recombinante inativado com Carbopol
como adjuvante (4 pg de rORF2 — Carbopol). A vacina n? 6 contra PCV2,
administrada em 1 x dose de 2 mi para o Grupo 6, foi uma dose de 1 pg/2 ml
de antl’geho de ORF2 recombinante ihativado com Carbopol como adjuvante
(1 pug de rORF2 — Carbopol). A vacina n® 7 contra PCV2, administrada em 1
x dose de 2 ml para o Grupo 7, foi uma dose baixa (0,25 ug/dose de 2 ml) de
antigeno de ORF2 recombinante inativado com Carbopol como adjuvante
(OA.25 pg de rORF2 — Carbopol). A vacina n® 8 contra PCV2, administrada em
1 x dose de 2 ml para o Grupo 8, foi uma dose alta (titulo pré-inativagao >
8,0 log/dose de 2 ml) de antigeno Struve de PCV2 gerado por VIDO-R2 mor- "
to inativado convencional com Carbopol como adjuvante (>8,0 log de KV —
Carbopol). No Dia 0, os Grupos 1-8 foram tratados com as suas vacinas de-

signadas. Os Grupos 1-3 e 5-8 receberam inoculagbes de suas respectivas

vacinas mais uma vez no Dia 14. A efetividade de uma dose unica de 16 ug
de vORF2 — Carbopol foi testada no Grupo 4 que nao recebeu inoculagao no
Dia 14. Os leitdes foram observados quanto a eventos adversos e reagoes
no local da injecao, apds ambas vacinas. No Dia 21, os leitdes foram transfe-
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ridos para um segundo centro do estudo no qual os Grupos 1-9 foram abri-
gados em grupos em um prédio, e o Grupo 10 foi abrigado em um prédio
separado. Todos os porcos receberam hemocianina do molusco keyhole
limpet, emulsificada com adjuvante incompleto de Freund (KLH/ICFA), no.
Dias 22 e 28. No Dia 25, os Grupos 1-9 foram provdcados com aproxima-
damente 4 logs de virus PCV2 virulento. Até o Dia 46, havia ocorrido um
nimero muito pequeno de mortes no grupo de controle da provocagao. Em
uma tentativa para estimular imunologicamente os porcos e para aumentar a
viruléncia do material de provocagdo contendo o PVC2, todos os Grupos
foram tratados c'ofn INGELVAC® PRRSV MLV (Vacina contra Sindrome Re-

_ produtlva e Respiratéria Suina com Vlrus Vivo Modificado), no Dia 46.

Foram coletadas amostras de sangue pré e pés- provocag:ao pa-
ra sorologia do PCV2. Foram coletados dados pds-provocagao de peso cor-
poral, para determinagao de gahho médio diario de peso (GMDP) e observa-
¢des de sinais clinicos. No Dia 50, todos os porcos sobreviventes foram ne-
cropsiados, lesdes maCros_.cépicas foram registradas, pulmdes foram classifi-
cados quanto a patologia e tecidos selecionados foram preservadb's em for-
malAinavpara exame por Imuno-'histoquimica (IHQ) para detec¢do de antigeno

de PCV2 em data posterior.

Materiais e Métodos

Este foi um estudo parcialmente cego de viabilidade de vacina-
géo-provocagéo; conduzido em porcos CDCD com 6 a 16 dias de vida, no
Dia 0. Para serem incluidas no estudo, titulos de PCV2 por IFA de porcas
foram < 1:1000. Adicionalmente, o status sorolégico de porcas eram de ma-
nada conhecida negativa para PRRS. Dezesseis (16) porcas foram testadas
para status soroloégico de PCV2, e todas as dezesseis (16) apresentaram
titulo de PCV2 < 1000, sendo transferidas para o primeiro centro do estudo.
Foi efetuado o parto de cento e cinquienta (150) por cirurgias com corte de
cesariana e estes foram disponibilizados para este estudo no Dia -3. No Dia
-3, 150 porcos CDCD foram pesados no primeiro centro do estudo, identifi-
cados com etiquetas nas orelhas, bloqueados por peso e designados aleato-

riamente para 1 dos 10 grupos, conforme expostos na Tabela 16 acima. Fo-
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ram coletadas amostras de sangue de todos os porcos. Em relagao a ani-

mais em teste que atenderam aos critérios de inclusdo e foram incluidos no

estudo, porém, excluidos mais tarde por qualquer motivo, o Investigador e

Monitor efetuaram consultas para determinar o uso dos dados coletados do

animal na analise final. Os dados destes animais incluidos foram excluidos e

o motivo para exclusdo foi documentado. Nao foram excluidas porcas que

atenderam aos critérios de inclusao, selecionadas para este estudo e trans-

portadas para o primeiro centro do estudo. Nenhum leitdo foi excluido do

estudo e nenhum animal em teste foi retirado do estudo antes de seu térmi-

no. A Tabela 17 descreve o cronograma para as principais atividades deste

-Exemplo.

Tabela 17. Atividades do estudo

Dia do es- | Datas reais Atividade do estudo
tudo v : _
-3 { 04-04-03 Pesagem de porcos; exame de saude; rando-
mizagdo para grupos; coleta de amostras de
7 sangue ‘ o
-3, 04-04-03 | .
0-21 07-04-03 a Observagdo quanto saude geral e eventos ad-
27.05-03 versos pds-vacinagao '
0 07-04-03 Administragdo de IVPs. respectivas para 0s
Grupos 1-8 ‘
07-04-03a . |Observagdo de porcos quanto a reagdes no '
0-7 14-04-03 | local da injegao
14 21-04-03 Inoculagdo dos Grupos 1-3, 5-8 com respecti-
' vas IVPs; coleta de amostras de sangue de to-
dos 0s porcos .
14-21 21-04-03 a Observacao de porcos quanto a réagaes no
28-04-03 local da injegéo
19-21 26-04-03 a Tratamento de todos os porcos com antibiéticos
' 28-04-03 v
{21 28-04-03 Transporte de porcos do Struve Labs, Inc. para
. ’ Veterinary Resources, Inc.(VRI)
22-50 28-04-03 a Observacdo de porcos quanto a sinais clinicos
27-05-03 pbs-provocagao -
22 29-04-03

Tratamento dos Grupos 1-10 com KLH/ICFA
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25 02-05-03 Coleta de amostras de sangue de todos os por-
: cos; pesagem de todos os porcos; Grupos 1-9
provocados com material de provocagcao con-

A tendo PCV2.
28 05-05-03. Tratamento dos Grupos 1-10 com KLH/ICFA
32 ' 09-05-03 Coleta de amostras de sangue de todos os por-
cos :
46 23-05-03 Administracao de INGELVAC® PRRS MLV pa-

ra todos os grupos

Coleta de amostras de sangue, pesagem e ne-
50 27-05-03 cropsia de todos os porcos; registro de lesdes
macroscopicas; avaliacao de pulmdes quanto a
lesdOes; amostras conservadas de tecido fresco
e fixado em formalina; conclusao da fase em

vida do estudo

Depbis de concluida a fase em vida do estudo, tecidos fixados
em formalina foram examinados por Imuno-histoquimica (IHC) para detec-
cado de antigeno de PCV2 por um patologista, amostras de sahgue. foram
avaliadas quanto a sorologia para PCV2 e o ganho médio diario de peso
corporal (GMDP) foi determlnado desde o Dia 25 ao Dia 50.

v Animais foram abrigados no pnmelro centro do estudo em jaulas
individuais em sete salas, desde o nascimento até aproximadamente 11 dias
de vida (aproximadamente Dia 0 do estudo). Cada sala tinha disposigéo} i-
déhtica e consistiu em pilhas de jaulas de ago inoxidavel com ar-aquecido e
filtrado, suprido Separadamente para cada unidade de isolamento. Cada sala
tinha aquecimento e ventilagao s'epafados e, pelo menos, foi.impedida con-
taminacao cruzada de ar entre as salas. Os animais foram abrigados em
dois prédios diferentes, no segundo centro do estudo. O Grupo 10 (o grupo
de estrito controle negatiyo) foi abrigado separadamente em um prédio de
acabamento convertido, e os Grupos 1-9, em um prédio de viveiro converti-
do. Cada grupo foi abrigado em cercado separado (14-15 porcos por cerca-
do), e em cada cercado fornecido com aproximadamente 0,21 m? (2,3 pés
quadrados) por porco. Os Grupos 2,4 e 8 foram cercados em trés cercados
adjacentes em um lado da passagem, e os Grupos 1, 3, 5, 6, 7 e 9 foram
cercados em seis cercados adjacentes no outro lado da passagem. A sepa-
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ragao dos grupos foi decorrente da preocupag¢éo pelo Monitor do Estudo de
que vacinas administradas aos Grupos 2, 4, e 8 ndo tinham sido inteiramen-
te inativadas. Cada cercado estava sobre um deque elevado com piso feito
de plastico. Um fosso abaixo dos cercados serviu como tanque para conter
excrementos e residuos. Cada prédio possuia 0s seus proprios sistemas
separados de aquecimento e ventilagdo, com pouca possibilidade de conta-.
minagao cruzada entre os prédios.

No primeiro centro do estudo, os leitdes foram alimentados com
ragao de leite especialmente formulada desde o nascimento até aproxima-
damente 3 semanas de vida. Préximo ao Dia 21, todos os leitdes estavam

‘consumindo ragédo sélida misturada especial (aproximadamente com 4 se- -

manas e Y2 de vida). No segundo centro do estudo, todos os leitdes foram
alimentados com ragao mista adaptada comercial de prescrigao livre, prépria

A para a sua idade e peso, ad libitumn. Em ambos os centros, foi fornecida a-

gua ad libitum. _
| _ " Todos os porcos em teste foram tratados com 1,0 ml de NAX-
CEL® IM, em patas alternadas nos Dias 19, 20 e 21. Além disso, o Porco n®
11 (Grupo 1) foi tratado 0,5 ml de NAXCEL® IM no Dia 10, o Porco n? 13 |
(Grupo 10) foi tratado com 1 ml de Pe'niciilina el1ml de_PREDEF®, 2X no Dia -
10,0 Porco n® 4 (Grupo 9) foi tratado com 1,0 ml de NAXCEL® no Dia 11 e
os Porcos n? 1 (Grupo 1), 4 e 11 foram tratados com 1,0 ml de NAXCEL® no
Dia 14, por vérios motivos de sadde.. o
Enquanto estiveram em ambos os centros de estudo, os porcos
ficam sob cuidado veterinario. Foram conduzidos exames de saude nos a-
nimais no Dia -3, e registrados na Ficha de Registro de Exame de Saude.
Antes da vacinagdo, todos os animais apresentavam boa saﬁde e estado
nutriciohal, conforme determinados por observagao no Dia 0. Foi observado

que todos os animais em teste apresentavam boa saude e estado nutricional

antes de ser conduzida a provocagao. As carcacas e tecidos foram dispostos
por apresentagao. A disposicao final dos animais do estudo foi registrada no
Registro de Disposi¢cao do Animal. |
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Nos Dias 0 e 14, porcos designados para os Grupos 1-3 e 5-8

receberam 2,0 rhl de Vacinas 1-4 contra PCV2, respectivamente, IM na fegi-

ao direita e esquérda do pescoco, respectivamente, utilizando seringa estéril
de 3,0 ml com bico do tipo Luer lock e agulha estéril de 20 g x 12". Porcos
designados para o Grupo 4 receberam 1,0 ml de Vacina n@ 2 contra PCV2,
IM na regiao direita do pescogo, utilizando seringa esféril de 3,0 ml com bico
do tipo Luer lock e agulha estéril de 20 g x 12" somente no Dia 0.

No Dia 22, todos os porcos em teste receberam 2,0 ml de K-
LH/ICFA IM, na regiao esquerda do peécogo, utilizando seringé estéril de 3,0
ml com bico do tipb Luer lock e agulha estéril de 20 g x 1". No Dia 22, todos
os porcos em teste receberam 2,0 ml de KLH/ICFA IM, na pata direita, utili-
zando seringa estéril de 3,0 ml com bico do tipo Luer lock e agulha estéril dé
20gx1".

No Dia 25, porcos designados para os 1-9 receberam 1,0 ml de
material de provocacdo ISUVDL de PCV2 (3,98 logio TCIDso/ml) IM, na regi-
ao direita do pescoco, 'uti!izando seringa estéril de 3,0 ml com bico do tipo
Luer lock e agulha estéril de 20 g x 1". 1,0 ml adicional do mesmo material
foi administrado IN para cada borco (0,5 ml por narina), empregando seringa
estenl de 3,0 ml com bico do tipo Luer lock e canula nasal '

‘ No Dia 46, todos os porcos em teste receberam 2,0 ml de IN-
GELVAC® PRRS MLV, IM, na regiao direita do pescoco, utilizando seringa
estéril de 3,0 mIv com bico do tipo Luer lock e agulha estéril de 20 g x 1*. O
PRRSV MLV foi administrado para tentar-se aumentar a viruléncia do mate-

~ rial de provocagao contendo PCV2.

Os porcos em testes foram observados diariamente quanto a
saude geral e eventos adversos, no Dia -3 e a partir do Dia 0 ao Dia 21. Ca-
da porco foi classificado quanto a comportamento normal e anormal, respira-
¢do ou tosse. As observagdes foram registradas no Registro de Observagao
Clinica. Todos os porcos em testes foram observados do Dia 0 ao Di_a 7,e0
Grupo 7 foi observado ainda do Dia 14 ao 21, quanto as reagdes no local da
injecdao. O ganho médio diario de peso foi determinado por pesagem de cada
porco em balanca calibrada nos Dias -3, 25 e 50, ou no dia em que um porco
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era encontrado morto apds provocagdo. Os pesos corporais foram registra-
dos na Ficha de Peso Corporal. O peso corporal do Dia -3 foi utilizado para
bloquear a inclusédo de porcos antes de randomizagéo. Os dados de peso do
Dia 25 e Dia 50 foram utilizados para determinar o ganho médio diario de
peso (GMDP), de cada porco, durante estes intervalos de tempo. Para por-
cos que morreram apds provocagao e antes do Dia 50, o GMDP foi ajustado
para representar o GMDP do Dia 25 até o dia da morte.

A fim de determinar a sorologia para PCV2, foi coletado sangLne
venoso total de cada leitao do seio venoso orbital, nos Dias -3 e 14. De ca-
da leitao, foi colétado sangue do seio venoso orbital por inser¢do de tubo
capilar estéril no canto médio de um dos olhos e drenagem de 'aproximada- -
mente 3,0 ml de sangue total, em Tubo Separador de Soro de 4,0 ml (SST).
Nos Dias 25, 32 e 50, foi coletado sangue venoso total de céda porco da
veia cava énterior,’ utilizandoagUIha Vacutainer® estéril de 18 g x 1 2" (Bec-

'ton Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey), um suporte de

a'gulha Vacutainer® e um SST de 13 ml. As coletas de sangue em cada in-
tervalo de tempo foram registradas no Registro de Coleta de Sangue. Depois
de ter sido permitido que"o sangue, contido em cada SST, coagulasse, cada
SST foi vifado para baixo e o0 soro, rei::ol‘hido. O soro recolhido foi transferido
para um tubo estéril de pressao negativa e armazenado a -70 = 10°C até ser
testado em data posterior. Amostras de soro foram testadas quanto a pre-
senga de antidorpos'(:ontra ‘PCV2 pelo pessoal do departamento de Pesqui-
sa e Desenvolvimento da BIVI. ’

Os porcos foram observados uma vez diariamente do Dia 22 ao
Dia 50 para sintomas clinicos e, classificados quanto cdmportamehto normal
ou anormal, respira¢do ou tosse. As observacgdes clinicas foram registradas
na Fiché de Observagéo Clinica.

Os Porcos N° 46 (Grupo 1) e 98 (Grupos 9) morreram no primei-

ro centro do estudo. As duas mortes foram classificadas como mortes por

hemorragia, ndo sendo conduzida necropsia nestes dois porcos. No segun-
do centro do estudo, os porcos que morreram apds provocagao e antes do

Dia 50 e porcos sacrificados no Dia 50 foram necropsiados. Lesdes macros-
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copicas observadas e os percentuais de lobos pulmonares com lesdes foram
registrados na Ficha de Relatério de Necropsia. 4

De cada um ‘dos porcos necropsiados no segundo centro do es-
tudo, uma amostra de tecido de narina, pulmao, coragéo, figado, linfonodo.
mesentérico, rim e de linfonodo inguinal foram colocadas em um unico feci-
piente com formalina a 10% tamponada, enquanto que uma outra amostra
de tecido dos mesmos 6rgédos foi colocada em saco plastico Whirl-pak® (M-
Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino Unido) e cada Whirl-pak® foi coloca-
do em gelo. Cada recipiente foi devidamente identificado. Colétas de amos-
tras foram registrédas na Ficha de Relatério de Necropsia. Posteriormente,

- amostras de tecidos fixadas em formalina e uma Ficha de Solicitacdo De

Diagnostico foram submetidas para testes de IHQ. Os testes de IHQ foram
conduzidos de écordo com os procedimentos laboratoriais padrao para a-
mostras recebidas, preparo de émostra e slide e técnicas de coloragao. Te-
cidos frescos em Whirl-paks® foram enviados em sacos de gelo para o Mo-
nitor do Estudo para armazenamento (-70 ° + 10°C) e possivel uso futuro.
Tecidos fixados em fqrmélina_ foram examinados por um patologista para
detécgéo de PCV2 por IHQ e ‘classificados utilizando o seguinte sistema de
pontuacgdo: 0 = Nenhuma; 1 = Escassa coloragéo positiva, poucos sitios; 2 =
Co_loragéo positiva moderada, mudltiplos sitios; e 3 = Coloragao positivé a-
bundante difusa em todo o teéido. Para finalidades analiticas, pontuagcao de
0O foi considerada "negativa”, e pontuacgao acima de 0 foi considerada "positi-

va'.

- Resultados

Os resultados para este exemplo sao fornecidos abaixo.
Segundo anotagdes, os Porcos n®® 46 e 98 morreram no 14° e 25° dia, res-
pectivamente. Essas mortes foram classificadas como mortes por hemorra-
gia. O Porco n® 11 (Grupo 1) estava ofegante com respiragéo rapida no Dia
15. De outra forma, todos os porcos eram normais quanto a comportamento,
respiracao e tosse durante eése periodo de observacao e nenhum evento
adverso sistémico foi observado em quaisquer grupos. Nao foi anotada rea-
¢ao no local da injecao, apos a vacina no Dia 0. Apds vacinagao no Dia 14,
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sete (7) de quatorze (14) porcos do Grupo 1 (50,0%) apresentaram edema
com pontuagdo "2" no Dia 15. Quatro (4) dos quatorze(14) do Grupo 1
(28,6%) ainda apresentavam edema de pontuagéo "2" no Dia 16. Nenhum
dos outros grupos apresentou reagdes no local da injecdo apds cada vaéina-
géo;'

Os resultados de ganho médio diario de peso (GMDP) sao apre-
sentados abaixo na Tabela 18. Os Porcos N° 46 e 98 que morreram de he-
morragia foram excluidos dos resultados dos grupos. O Grupo 4, que recé-
beu uma dose de 16 ug de VORF2 — Carbopol, apresentou o GMDP mais
alto [O 52 + 0,12 ks/dia (1,16 + 0,26 libra/dia)], seguido pelos Grupos 1, 2, 3,

5, 6 e 10, cujos GMDPs variaram de 0,49 + 0,10 ks/dia (1,07 = 0,23 libra/dia) -

a 0,50 + 0,12 ks/dia (1,11 + 0,26 libra/dia). O Grupo 9 apresentou o GMDP
mais baixo [0,40 + 0,13 (0,88 + 0,29 libra/dia)], seguido pelos Grupos 8 e 7,

| cujos GMDPs foram de 0,42 + 0,15 kg/dia (0,93 + 0,33 libra/dia e 0,99 + 0,44

Ilbra)/dla respectivamente.

Tabela 18. Resumo de Ganhos Médios Diarios de Peso (GMDP) dos Grupos

Grupo | Tratamento ' N [ GMDP - libras/dia
' (Dia 25 a Dia 50) ou ajustado para |-
_ porcos mortos antes do Dia 50
1 " |rORF2 - 16 pg — IMS{14 |0,49 + 0,14 ks/dia (1,08 + 0,30 li-
1314 - 2 doses ‘bra/dia) '
2 vORF2 — 16 ug — Carbo- |15 | 0,50 + 0,07 ks/dia (1,11 +O16 li-
‘ pol - 2 doses : bra/dia)
3 rORF2 — 16 ug — Carbo-|15 | 0,48 + 0,10 ks/dia (1,07 = 0,21 li-
pol - 2 doses bra/dia)
4 vORF2 - 16 Jug — Carbo-|15 | 0,563 = 0,12 ks/dla (1,16 = 0,26 li-
pol - 1 dose bra/dia)
5 rORF2 - 4 ug — Carbopol 15 | 0,48 + 0,12 ks/dia (1,07 = 0,26 li- |-
- 1 dose , bra/dia)
6 rORF2 - 1 ug.— Carbopol [ 15 | 0,50 = 0,12 ks/dia (1,11 + 0,26 li-
- 2 doses bra/dia)
7  |rORF2 - 0.25 pyg — Car-|15 | 0,45 + 0,20 ks/dia (0,99 = 0,44 li-
bopol - 2 doses bra/dia)
8 | KV > 8,0 log — Carbopol - | 15 { 0,42 + 0,15 ks/dia (0,93 + 0,33 li-
2 doses bra/dia)
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19 Controles de provocag¢do |14 | 0,40 + 0,13 ks/dia (0,88 + 0,29 li-

bra/dia)
10 Estrito controle negativo |15 [ 0,49 + 0,10 ks/dia (1,07 = 0,23 li-
' bra/dia)

VORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou célula completa de virus morto = Virus de PCV2 culti-
vado em cultura de célula adequada | _

Os resultados de sbrologia para PVC2 sao apresentados'..abaixo

“na Tabela 19. Todos os dez (10) grupos foram soronegativos para PCV2 no

Dia —3. No Dia 14, os titulos de PCV2 permaneceram baixos para todos os
dez (10) grupos (variacdo de 50-113). No Dia 25, o Grupo 8, que reéébeu
vacina com célula completa de virus morto, apresentou o titulo mais alto de
PCV2 (4617), séguido pelo Grupo 2, que recebeu 16 pg de vVORF2 - Carbo-
pol, oGrupd 4, que recebeu 16 ug de vVORF2 — Carbopol, em dose unica, e
o Grupo 3, que recebéu 16 pg de rORF2 — Carbopol, cujos titulos foram de
2507, 1920 e 1503 respectivamente. No Dia 32 (uma semana apds provoca-
¢d0), os titulos dos Grupos 1-6 e Grupo 8 variaram de 2360 a 7619; enquan-
to que os Grupos 7 (0,25 pg de rORF2 — Carbopol), 9 (Controle de Provoca-
¢éo) e 10 (Estrito controle negativo) apresentaram titulos de 382, 129 e 78
respectivamente. No Dia 50 (dia da necropsia), todos dez (Y1 0) grupos
exibiram titulos altos de PCV2 (2 1257). , |

Nos Dias 25, 32 e 50, o Grupo 3, que recebeu d‘_uas doses de 16
ug de rORFz — Carbopol, apresentou titulos de anticorpo mais altos do que
os do Grupo 1 que recebeu duas doses de 16 pg de rORF2 —’|MS 1314. Nos
Dias 25, 32 e 50, o Grupo 2, que recebeu duas doses de 16 pg de VORF2
apresentou titulos mais éltos do que o Grupo 4 que recebeu somente uma
dose da mesma vacina. Os Grupos 3, 5, 6, 7, que receberam niveis decres-
centes de rORF2 — Carbopol, de 16, 4, 1 e 0,25 ug respectivamente,
exibiram titulos de anticorpos correspondentemente decrescentes nos Dias
25 and 32.
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Tabela 19. Resumo de Titulos de PCV2 por IFA dos Grupos

Grupo | Tratamento Dia -3 | Dia 14** | Dia Dia |Dia

. 25*** 32 - 50****

1 rORF2 - 16 pg — 50 64 '| 646 3326 |4314
IMS 1314 - 2 doses ‘

2 vORF2 - 16 ug —-|50 110 2507 5627 | 4005

~ Carbopol - 2 doses _

3 rORF2 — 16 ug —|50 80 1503 5120 |6720

. Carbopol - 2 doses :

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

5 . |rORF2-4pug- 50 61 1867 |3933 (4533

Carbopol - 1 dose

6 rORF2 - 1 ug — 50 70 490 2360 |5740

Carbopol - 2 doses

7 rORF2 - 0,25 ug —| 50 73 63 382, [5819
- Carbopol - 2 doses

8 - | KV > 8,0 log — Car-| 50 97 4617 7619 | 10817
bopol - 2 doses ' _ o
9 Controles de provo-|{50 |53 50 129 |4288
cagao : .
10 Estrito controle ne-{50 |50 50 78 - [11205
| gativo :

vORF2 = isolado de ORF2 viral;, rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus

“recombinante; KV ou célula completa de virus morto = Virus de PCV2 culti-

vado em cultura de célula adequada ,
*Para fins de calculo, titulo <100 de IFA foi designado titulo de "50"; titulo de
IFA 26400 foi designado como titulo de "12.800". .
**Dia de Provocégéo
***Dia de Necropsia

‘ Os resultados de observacgoes clinicas pés-provocagao séao a-
presentados abaixo. A Tabela 20 inclui observados de Comportamento A-
normal, Respiracdo Anormal, Tosse e Diarréia. A Tabela 21 inclui os resulta-
dos do Resumo de Incidéncia Geral dos Grupos de Sintomas Clinicas, e a
Tabela 22 inclui resultados do Resumo de Taxas de Mortalidade Pds-
Provocagéo dos Grupos. A incidéncia de comportamento anormal, respira-
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cao anormal e tosse pos-provocacgao foi baixa em porcos que receberam 16
pg de rORF2—IMS 1314 (Grupo 1), 16 pg de rORF2—Carbopol (Grdpo 3), 1
ug de rORF2—Ca_rbopoI (Grupo 6), 0,25 ug de rORF2—-Carbopol (Grupo 7) e
em porcos no Grupo de Controle de Provocacao (Grupo 9). A incidéncia de
comportamento anormal, respiragao anormal e tosse pés-provocacgdo foi ze-
ro em porcos que receberam 16 ug de vORF2-Carbopol ‘(Grupo 2), uma do-
se unica de 16 pg‘ de VORF2—-Carbopol (Grupo 4), 4 ug de rORF2—Carbopol
(Grupo 5), >8 log KV—Carbopol! (Grupo 8) e em porcos no grupo de estrito
controle negativo (Grupo 10). | |

A inc‘:idéncia geral de sintomas clinicos variaram entre 0os grupos.
Porcos que receberam 16 pg de vVORF2—Carbopol (Grupo 2), uma dose uni-
ca de 16 pHg de vVORF2—-Carbopol (Gfupo 4) e porcos no grupo de estrito'con;
trole negativo (Grupo 10) apresentaram taxas de incidéncia de 0%; as taxas
de incidéncia de porcos que receberam 16 pg de rORF2—Carbopol (Grupo'3)
e 1 ug de rORF2—Carbopol (Grupo 6) foram de 6,7%; porcos que’l_receberam
16 ug de rORF2-IMS 1314 (Grupo 1) apresentaram taxa de incidéncia geral
de 7,1%; as taxas de incidénc_ia de porcos que receberam 4 ug de rORF2-

‘ Carbopol (Grupo 5), 0,25 ug de rORF2—Carbopol (Grupo 7) e que receberam

vacina de KV >8 log KV foram de 13,3%; e porcos no Grupo de Controle de
Provocagéo (Grupo 9) apresentou taxa de incidéncia de 14,3%. |
As taxas gerais dé mortalidade entre grupos variaram também.
O Grupo 8, que 'recebeu 2 doses de vacina de KV apresentou a taxa de mor-
talidade mais alta de 20,0%; seguido pelo Grupo 9, o grupo de controle de

~ provocagdo, e o Grupo 7, que recebeu 0,25 pg de rORF2-Carbopol, cujas

taxas de mortalidade foram de 14,3% e 13,3%, respectivamente. O Grupo 4,
que recebeu uma dose de 16 pg de vORF2—Carbopol apresentou taxa de
mortalidade de 6,7%. Todos os outros Grupos, 1, 2, 3, 5, 6 e 10, apresenta-

ram taxa de mortalidade de 0%.
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Tabela 20. Resumo de Observagdes dos Grupos para Comportamento A-
normal, Respiracdo Anormal e Tosse Pés-Provocacao

Grupo | Tratamento N | Compor- | Respiracéao Tosse®
- |tamento ‘| Anormal?
S : Anormal’

1 rORF2 - 16 ug — 14 (0114 0/14 114
' IMS 1314 - 2 doses (0%) - (0%) : (7,1%)

2 vORF2 - 16 pug -115 |0/15 0/15 0/15

Carbopol - 2 doses _ (0%) 1 (0%) _ (0%)

3 rORF2 — 16 ug —|15 |0/15 0/15 1/15
o Carbopol - 2 doses (0%) (0%) (6,7°Z>)

4 VORF2 - 16 pg —|15 |0/15 0/15 0/15

: Carbopol - 1 dose '(O%) (0%) (0%)

5 rORF2 - 4 ug — 15 | 1/15 1/15 0/15

‘Carbopol - 1 dose -1 (8,7%) (6,7%) (0%)

6 rORF2-1ug—- |15 [0/15 0/15 1/15
| Carbopol - 2 doses (0%) | (0%) (6,7%)

7 rORF2 — 0,25 ug —|15 |0/15 1/15 115
' Carbopol - 2 doses (0%) (6,7%) (06,7% )

8 KV.> 8,0 log — Car-|15 [ 1/15 1/15 0/15

» ‘bopol -2 dqses | (6,7%) (6,7%) (0%)

9 ' Controles de provo-|14 |1/14 - 1/14 2/14
cagao N (@1%)  [(7.1%) (14/3%)

10 Estrito controle ne-|15 |0/15 0/15 0/15

| gativo o | o%) (0%) (0%)

'Numero total de Aporc'os em cada grupo que exibiu qualquer comportamento
anormal por, pelo menos, um dia - , )
2Numero total de porcos em cada grupo que exibiu qualquer respiragéo a-
normal por, pelo menos, um dia

3Numero total de porcos em cada grupo que exibiu tosse por, pelo menos,

-um dia
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Tabela 21. Resumo de Incidéncia Geral de Sintomas Clinicos dos Grupos

Grupo |Tratamento N Incidéncia de|Taxa de
porcos com Sin-|incidéncia
_ tomas Clinicos'
1 rORF2 - 16 pg — 14 |1 7,1%
IMS 1314 - 2 doses | | B
2 vORF2 — 16 pg — Carbopol |15 |0 0,0%
- 2 doses ‘
3 rORF2 - 16 ug — Carbopol | 15 1 ‘ 6,7%
- 2 doses _ , ' ’
4 vORF2 - 16 uyg — Carbopol {15 |0 0,0%
|- 1dose , B
5 rORF2 - 4 ug — 15 |2 13,3%
: Carbopol - 1 dose
6 rORF2 - 1 ug - 15 |1 6,7%
- | Carbopol - 2 doses o
7 rORF2 - 0,25 yug — Carbo-|15 |2 13,3%
pol - 2 doses :
8 KV > 8,0 log — Carbopol -2 |15 |2 13,3%
o doses : :
9 Controles de provocagao 14 |2 ' ' 14,3%
10 | Estrito controle negativo = [15 |0 0,0%

vORF2 =’isolado de ORF2 viral;, rORF2 = ORF2 expressa por 'bacu|ovirus
recombinahte; KV ou célula completa de virus morto = Virus de PCV2 culti-
vado em cultura de célula adequada i _

"Numero total de porcos em cada grupo que apresentou qualquer sintoma

clinico por, pelo menos, um dia
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Grupo Tratamento N Mortos apds pro-| Taxa de
: vocagao mortalida-
. de '
1 - |rORF2 - 16 ug — 14 |0 0,0%
' IMS 1314 - 2 doses , :
2 vORF2 — 16 pyg — Carbo-|15 |0 . 0,0%
pol - 2 doses »
3 rORF2 — 16 uyg — Carbo-|{15 |0 0,0%
pol - 2 doses -
4 VvORF2 - 16 yg — Carbo-| 15 1 6,7%
o pol - 1 dose
5 rORF2 - 4 ug - 115 |0 . 0,0%
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Tabela 22. Resumo de Taxas de Mortalidade Pés-Provocacéo dos Grupos

Carbopol - 1 dose
6 rORF2 - 1 ug - 15 |0 0,0%
| Carbopol - 2 doses = '

17 rORF2 — 0,25 ug — Car-|15 |2 13,3%
bopol - 2 doses -
8 KV >8,0 log — Carbopol - (15 |3 20,0%
: 2 doses ' '
9 Controles de provocagédo (14 (2 14,3%

10 .| Estrito controle negativo |15 (O 0,0%

VORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou célula completa de virus morto = Virus de PCV2 culti-
vado em cUItur’a de célula adequada |

O Resumo de Percentual Médio de Les()»es Pulmonares dos
Grupos e Possiveis Diagndsticos é fornecido abaixo na Tabela 23. O Grupo.
9, o grupo de controle de provdcagéo, apresentou o percentual rhais alto de -
lesbes pulmonares com média de 10,81 + 23,27%, seguido pelo Grupo 7,
que recebeu 0,25 ug dé rORF2—Carbopol e média de 6,57 + 24,74%, o Gru-
po 5, Ique recebeu 4 ug de rORF2-Carbopol e média de 2,88 + 8,88% e o
Grupo 8 que recebeu a vacina com KV e apresentou média de 2,01 + 4,98%.
Os demais seis (6) grupos apresentaram percentual médio mais baixo de

lesGes pulmonares, o qual variou de 0,11 + 0,38% a 0,90 + 0,15%.



10

15

20

83

Possiveis diagndsticos de pneumonia variou entre os grupos. O
Grupo 3 que recebeu duas doses de 16 ug de rORF2-Carbopol, apfesentou
o possivel diagndstico mais baixo de pneumonia, com 13,3%. O Grupo 9, o
grupo de controle de provocagao, teve 50% do grupo diagnosticado possi-
velmente com pneumonia, seguido pelo Grupo 10,0 gfupo de estrito contro-
le negativo, e o Grupo 2 que recebeu duas doses of 16 pug-de vVORF2-
Carbopol, com 46,7% e 40%, respectivamente, possivelmente diagnostica-
dos com pneumonia. o ' ‘

Os Grupos 1, 2,3,5,9¢e 10 tiveram 0% do grupo possivelmente
diagnosticados c‘ohﬁ infeccao por PCV2; enquanto que o Grupo 8, que rece-
beu duas doses de vacina com KV apresentou“a taxa mais aita entre os gru-
pbs de possivel diagnéstico de infecgdo por PCV2 de 20%. O Grupo 7 qué
recebeu duas ddses de 0,25 ug de rORF2—-Carbopol e o Grupo 4, que rece-
beu uma dose de 16 ug de vORFZ—CarbopoI teve como possiveis diagnésﬁ-
cos dos grupos e infecgdo por PCV2 de 13,3% e 6,7% de cada grupo, res-
pectivamente. |

Ulceras géstriéas foram diagnosticadas somente em um porco
no Grupo 7 (6,7%); enquanto QUe 0s outros 9 grupos permanecefam livres
de ulceras gastricas.

Tabela 23. Resumo de % Médio dos Grupos de Lesao Pulmonar e PossteI

Diagnéstico
Grupo | Tratamento N N¢ de porcos que | Taxa de in-
apresentou des-|cidéncia .
carga por, pelo :
menos, um dia
1 rORF2 - 16 pg — 15 0 0%
IMS 1314 - 2 doses
2 {VvVORF2 - 16 yg — Carbo-|15 |1 6,7%
pol - 2 doses
3 rORF2 — 16 ug — Carbopol | 15 3 20,0%
- 2 doses _
4 vORF2 - 16 ug — Carbopol | 15 2 13,3%
- 1 dose
5 rORF2 - 4 ug - 15 3 20,0%
Carbopol - 1 dose '
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6 rORF2 -1 ug - 15 6 40,0%
Carbopol - 2 doses

7 rORF2 — 0,25 ug — Carbo- | 15 7 46,7%
pol - 2 doses

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

9- Controles de provocagao |14 14 100,0%

10 Estrito controle negativo |15 |14 93,3%

vORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus

recombinante; KV ou célula completa de virus morto = Virus de PCV2 culti-

vado em cultura de célula adequada

IMS 1314) apresentou a taxa mais baixa dos grupos de resultados positivos

O Resumo de Incidéncia de Resultados Positivos de IHQ dos -

Grupos é apreséntado abaixo na Tabela 24. O Grupo 1 (16 ug de rORF2 —

~ de IHQ com 0% dos porcos positivos para PCV2, seguido pelo Grupo 2 (16
ug de vQRF2 — Carbopol) e Grupo 4 (dose unica de 16 ug de vVORF2 - Car-

bopol), cujas taxas de IHQ do grupo foi de 6,7%. e 13,3%, respectivamente.

0] Gfupo 9, o grupo de controle de provocacgao, apresentou a taxa de inci-

déncia positiva para IHQ mais alta, com 100% dos porcos positivos para

PCV2, seguido pelo Grupo 10; o grupo de estrito controle negativo, e o

Grupo 8 (vacina de KV), com 93,3% e 80% dos por’cds positivos para PCV2,

respectlvamente

Tabela 24.'Resumo de Taxa de Incidéncia de IHQ positiva dos Grupos

Grupo | Tratamento N N2 de porcos que|Taxa de in-
' apresentou descar- | cidéncia
ga por, pelo menos,
um dia
1 rORF2 - 16 pg — 15 |0 0%
IMS 1314 - 2 doses ,
2 vORF2 - 16 yg — Car-| 15 1 6,7%
bopol - 2 doses
3 rORF2 — 16 yg — Car-| 15 3 20,0%
1bopol - 2 doses
4 vORF2 - 16 ug — Car-|15 |2 13,3%
bopol - 1 dose
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5 rORF2 - 4 ug - 15 |3 20,0%
Carbopol - 1 dose ‘

6 rORF2 - 1 ug — 15 |6 - 140,0%
Carbopol - 2 doses '

7 rORF2 - 0,25 pug —-|15 7 . - 46,7%
Carbopol - 2 doses : .

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

9 Controles de provoca-|14 |14 - |100,0%
¢ao : .

10 Estrito chtroIe ‘negati- | 15 14 - 93,3%
VO : .

vORF2 = isolado de ORF2 viral; rORF2 = ORF2 expressa por baculovirus
recombinante; KV ou célula completé de virus morto = Virus de PCV2 'culti;
vado em cultura :de célula adequada
Discussao |

Sete vacinas contra PCV2 foram avaliadas neste e‘XempIo, as
quais ‘incluiram uma dose alta (16 pg) de antigeno de rORF2, tendo como
adjuvante IMS 1314, admiAnistrada duas vezes, uma dose alta (16 p’g) de an-
tigeno de VORF2, tendo como adjuvante Cérbopol, administrada uma vez
para um grupo de porcos e duas vezes para um segundo grupo de porcos,
uma dose alta (16 ug) de antigeno de rORF2, tendo como adjuvante Carbo-
pol, administrada duas vezes, uma dose de 4 pg dose ode antigeno de
rORF2, tendo cdmo adjuvante Carbopol, administrada duas vezes, uma do-
se de 1 pg dose de antigeno de rORF2, tendo como adjuvante Carbopol,

~ administrada duas vezes, uma dose baixa (0,25 ug) de antigeno de rORF2,

tendo como adjuvante Carbopol, administrada duas vezes, e uma dose alta
(> 8 log) de vacina de célula completa de PCV2 morto, tendo adjuvante Car-
bopol. No geral, o Grupo 1 que recebeu duas doses de 16 pg rORF2 — IMS
1314, apresentou desempenho ligeiramente melhor do que o dos Grupos 2 a
7, os quais receberam vacinas contendo varios niveis de antigeno de vVORF2
ou rORF2, tendo como adjuvante Carbopol, e muito melhor do que o do
Grupo 8, que recebeu duas doses de vacina de célula completa de PCV2
morto. O Grupo 1 que apresentou o terceiro GMDP mais alto (1,80 + 0,30
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libras/dia), a taxa de incidéncia mais baixa de comportamento anormal (0%),
a taxa de incidéncia mais baixa de respira¢do anormal (0%), incidéncia baixa
de tosse (7,1%), incidéncia baixa de sintomas clinicos em geral (7,1%), foi
ligado a trés outros grupos com a taxa de mortalidade mais baixa (0%), a
seguAnda taxa mais baixa para % médio de lesdes pulmonares (0,15 =
0,34%), a segunda taxa mais baixa para pneumonia (21,4%) e a taxa de in-
cidéncia mais baixa para tecidos positivos por IHQ (0%). O Grupo 1 foi, no
entanto, o Unico grupo em que foram anotadas reagdes no local da injecao,
incluindo 50% dos vacinados 1 dias apds a segunda vacina. As outras vaci-
nas administfadés aos Grupos 2 é 7 apresentaram desempenho melhor do

-que o da vacina de virus morto e, praticamente, tao bom quanto, o da vacina -

administrada ao Grupo 1. _
O Grupo 8 que recebeu duas doses de vacina de PCV2 morto,

~ tendo adjuvante Carbopol, exibiu o pior conjunto de resultados de qualquer

grupo de vacina. O Grupo 8 que apresentou o GMDP mais baixo (0,93 =
0,33 libras/dia), a segunda taxa mais alta de comportamento anormal (6,7%),
a taxa mais alta de respiragdo anormal (6,7%), foi ligado a trés outros grupos

para incidéncia geral mais alta de sintomas clinicos (13,3%), exibiu a taxa de |
mortalidade mais alta de todos os grupos (20%) e a taxa mais alta de IHQ
positi\)a (80%) de qualquer grupo de vacina. Houve a preocupagédo de que a

“vacina de 'célula completa de PVC2 morto talvez ndo tivesse sido completa-

mente inativada, antes de ser administrada para o Grupo 8, fato que pode
explicar os maus resultados deste grupo. Infelizmente, ndo ha dados dispo-
niveis definitivos para confirmar esta preocupagdo. No geral, no contexto
deste exemplo, uma vacina Convencional de PCV2 Morto nédo ajudou a re- :
duzir a doencga associada a PCV2.

| Conforme mencionado anteriormente, ndo foram associados e-

ventos adversos as vacinas em teste, com excegao da vacina com o adju-

vante IMS 1314. Reacgdes no local da inje¢ao foram anotadas em 50,0% dos
porcos 1 dias apds a segunda vacinagdo com vacina formulada com IMS
1314, e em 28,6% dos porcos 2 dias apds a segunda vacinagao. Nenhuma

reacdo foi anotada em quaisquer porcos que receberam vacinas cujo adju-
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vante foi Carbopol. Quaisquer estudos posteriores que incluem porcos vaci-
nados com vacinas contendo IMS 1314 como adjuvante deve continuar a
monitorar cuidadosamente os porcos quanto a reacOes no local da injegao.

Todos os porcos foram soronegativos para PCV2 no Dia -3, e
somente o Grupo 2 apresentou titulo acima de 100 nd Dia 14. No Dia 25 (dia
de provocacao), o Grupo 8 exibiu o titulo de anticorpos mais alto contra
PCV2 (4619), seguido pelo Grupo 2 (2507). Com excegao dos Grupos 7,9 €
10, todos os grupos exibiram forte resposta de anticorpos préoximo ao Dia 32.
No Dia 50, todos os grupos, incluindo os Grupos 7, 9 e 10, exibiram forte
resposta de anticdrpos. | _

Um dos marcos da fase tardia da‘ infecgdo por PCV2 e desen-
volvimento subsequente de PIVIWS,'é o retardo de crescimento em porcoé
desmamados.e,:em casos graves, a perda de peso é observada. O ganho
médio diario de peso dos grupés é um método quantitativo que demonstra
retardo de desenvolvimento ou de perda de peso. Neste exemplo, ndo houve
diferenca grande em GMDP entre os grupos. O Grupo 8 apresentou o
GMDP mais baixo.de 0,4‘6 + 0,13 ks/dia (0,88 + 0,29 Iibras/dia),"enquanto
que' o Grupo 4 exibiu o mais-alto GMDP de 0,52 + 0,13 kg/dia (1,16 = 0,26
libra/dia). No contexto deste estudo, ndo houve diferenca suficiente entre os
grupos para fundamentar a eficacia de vacinas futuras em GMDP. - |

Além de perda de peso — dispnéia, letargia, palidez cutanea e,
algumas vezes, ictericia, sdo sintomas clinicos associados com PMWS. Nes-
te exemplo, comportamento anormal e respira¢gao anormal e tosse nao foram
observados freqlientemente para cada grupo. Conforme demonstrado neste
estudo, este modelo de provocagédo e de cepa de provocagao nao resulta em
sintomas clinicos surpreendentes e este ndo é um parametro forte para fun-
damentar a eficacia de vacinas. '

No geral, taxas de mortalidade nédo foram altas neste exemplo, e
a auséncia de uma taxa de mortalidade alta no grupo de controle de provo-
cacao limita este parametro para fundamentar a eficacia de vacinas. Antes
do Dia 46, houve uma morte em quinze porcos no Grupos 4 e no 7, no Gru-

po 9, dois entre quatorze porcos morreram € no Grupo 8, trés entre quinze
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porcos. Visto o Grupo 9, o grupo de controle de provocagéo, nao ter de-
monstrado sintomas clinicos provocados por PCV2 e ter havido somente
duas mortes neste grupo até o Dia 46, a vacina MLV contra Virus de Sin-
drome Respiratéria e Reprodutiva Suina (PRRSV) foi administrada a todos
os pOrcos no Dia 46. Estudos anteriores empregaram INGELVAC® PRRS
MLV como agente imunoestimulador para provocar doenca com PMWS as-
sociada a PCV2 e as taxas de mortalidade foram mais altas nestes estudos
anteriores. Ocorreram duas mortes um pouco depois de ser administradava'_
vacina contra PRRS no Dia 46 — no Grupo 4 houve uma morte no Dia 46 e,
no Grupo 7, uma.morte no Dia 47 — as quais provavelmente ndo foram asso-
ciadas a administragéo da vacina contra PRRS. Até o Dia 50, 0 Grupo 8, que
recebeu duas doses de vacina com virus morto, apresentou a taxa de morta-
lidade mais alta (20%), seguido pelo Grupo 9 (controle de provocagéo) e

' Grupo 7 (0,25 pg de rORF2 - Carbopol), com taxas de mortalidade de

14,3% e 13,3%, respectivamente. No geral, a administragao de vacina contra
PRRS para o modelo de provocagéo tardia na fase de observagao pos-
provocagdo deste exemplo ndo aumentou significativamente as taxas de
mortalidade. ’ '

- Lesbes macroscépicasem porcos portadores de PMWS, secun-
daria a infecgcdo por PCV2, consistem tipicamente em linfoadenopatia gene-

ralizada, combinada a um:- ou mais dos seguintes: (1) pneumonia intersticial

com edema in{erlobUI‘ar, (2) palidez cutanea ou ictericia, (3) figado com le-
sdes atroficas disseminadas, (4) ulceras gastricas, (5) nefrite e (6) disturbios
reprodutivos, por exemplo, aborto, fetos natimortos, mumificados, etc. Na-
necropsia (Dia 50), ictericia, hepatite e nefrite ndo foram anotadas em quais- B
quer grupos. Foi observada ulcera gastrica em um porco do Grtjpo 7, porém
Iinfoac_lehopatia nao foi especificamente examinada. Com base na presenca
de lesoes, compativeis com infecgao por PCV2, trés grupos apresentaram,
pelo menos, um porco possivelmente diagnosticado com PCV2 (PMWS). O
Grupo 8, que recebeu duas doses de vacina com virus mofto, apresentou
20% possivelmente diagnosticados com PCV2, enquanto que o Grupo 7 e
Grupo 4 apresentaram 13,3% e 6,7%, respectivamente, com possivel diag-
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noéstico de PCV2. O % médio de pontuagdes de lesbes pulmonares variou
entre os grupos na necropsia. Os Grupos 1,2, 3,4,6¢e 10 e_xibiram% baixo
de pontuagdes de lesbes pulmonares, os quais variaram de 0,11 + 0,38% a
0,90 + 0,15%. Conforme esperado, o Grupo 9, o grupo de controle de provo- .
cacdo, apresentou 0 % médio mais alto de pontuacjéo de lesao pulmonar
(10,81 + 23,27%). Nos quatro grupos, 0 % médio de pontuacdes de lesdo
pulmonar foram elevados em decorréncia de um a trés porcos, em cada um
destes grupos, ter apresentado pontuagdes altas de lesdo pulmonar. As Ie-
sbes pulmonares eram vermelhas/purpuras e consolidadas.‘ Tipicamente,
lesbes pulmonar‘eé associadas com PMWS sao descritas como escuras, hao
podem ser colabadas e sdo acompanhadas deﬂedema interlobular. As les6es
p'ulmonares observadas neste estudo, ou ndo eram associadas com infec-
¢&@o pulmonar ou talvez um agente infeccioso pulmonar secundario possa ter
estado presente. No contexto deste estudo, 0 % de pontuagdes de_leséo
pulmonar provavelmente nao reflete uma medida verdadeira da quantidade
de infecgdo pulmonar causada pelo PCV2. Da mesma forma, o possivel di-
agnostico de pneumonia pode ter sido utilizado em demasia também. Quais-
que'r porcos com lesbes pulmbnares, algumas tdo pequenas quanto 0,10%
foram listadas como um possivel diagnéstico de pneumonia. Neste exe’mplo,'
héo houve diferenga suficiente, a respeito de lesdes macroscépicas e % de
lesdes pulmonares sobre os quais possa ser fundamentada a eficacia de
vacinas. _ '

Os resultados de IHQ exibiram as maiores diferengas entre os

grupos. O Grupo 1 (16 pg de rORF2 — IMS 1314) apresentou os resultados

positivos mais baixos de IHQ para antigeno de PCV2 (0%); enquanto que os
Grupos 9 e 10 apresentaram os resultados positivos mais altos de IHQ com

taxas de incidéncia de 100% e 93,3%, respectivamente. Os Grupos 3, 5,6

7, que receberam 16, 4, 1 ou 0,25 ug de antigeno de rORF2, respectivamen-
te, com Carbopol como adjuvante, apresentaram taxas de |HQ positivo de
20%, 20%, 40% e 46,7%, respectivamente. O Grupo 2, que recebeu duas
doses de 16 pg de VORF2 com Carbopol como adjuvante, apresentou taxa

positiva de IHQ de 6,7%, enquanto que o Grupo 4 que recebeu somente
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uma dose da mesma vacina, apresentou taxa positiva de IHQ de 13,3%. De-
vido a natureza objetiva deste teste e o fato de que os resultadbs_ de IHQ
correlacionaram-se com resultados esperados, os testes de IHQ sdo prova-
velmente um dos melhores parametros sobre os quais baseia-se a eficacia
da vacina.

Dessa forma, em uma caracteristica da presente invencao, é
determinada a Dosagem Minifna Protetora (MPD) de 'antl'geno de rORF2 de
PCV2, com Carbopol como adjuvante, no modelo de porco CDCD, em fabe
de provocagao por PVC2. Os Grupos 3, 5, 6 e 7 receberam, cada um, duas
doses de antl’geho de rORF2, com Carbopol como adjuvante, porém o nivel

-do antigeno de rORF2 variou para cada grupo. Os Grupos 3, 5, 6 e 7 rece-

beram, cada, 16, 4, 1 ou 0.25 ug de antigeno de rORF2, respectivamente.
Em geral, diminuindo-se o nivel do antigeno de rORF2, os titulos de anticor-
pos contré PCV2 diminuiram e é.taxa de mortalidade, o0 % médio de lesdes
pulmona_res' e a incidéncia de tecidos positivos por IHQ aumentaram. Dos
quatro grupos que receberam niveis variados de rORF2 — Carbopol, os Gru-
pos 3 e 5, que receberam duas doses de 16 ou de 4 ug de antigeno de -
rORF2, respectivamente, obtiveram, cada um, taxa positiva por IHQ de so-.
mente 20%, além de cada um apreséntar titulos de anticorpos semelhantes.
No geral, com base em resultados de IHQ positiva, a dosagem minima pro-
tetora de antigeno de rORF2, administrado duas vezes, é de aproximada-
mente 4 pg. '

| Em uma outra caracteristica da presente invengéo, foi avaliada a
antigenicidade dos antigenos de PCV2 recombinante (rORF2) e de VIDO R-
1 (vORF2). O Gfupo 2 recebeu duas doses de 16 ug de vVORF2 eo Grupo 3
recebeu duas doses de 16 ug de rORF2. Em ambas as vacinas, o adjuvante

utilizado foi o Carbopol. Foi constatado que ambas as vacinas eram seguras

eas duas exibiram taxa de mortalidade de 0%. O Grupo 2 apresentou titulo

de anticorpo contra PCV2 de 2507 no Dia 25, enquanto que no Grupo 3, o
titulo de anticorpo contra PCV2 foi de 1503. O Grupo 3 ‘aprésentou pontua-
¢ao mais baixa do % médio de lesdes pulmonares do que o Grupo 2 (0,11 =
0,38% versus 0,90 = 0,15%), porém, o Grupo 2 apresentou uma taxa de in-
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cidéncia de IHQ positiva menor do que o Grupo 3 (6,7% versus 20%) No
geral, ambas as vacinas exibiram antigenicidade semelhante, porém, VORF2
foi assomada a resultados ligeiramente melhores de IHQ.

Em ainda uma outra caracteristica da presente invengao, foi de-.
terminada a adequacdao de dois adjuvantés diferehfes (Carbopol e IMS
1314). Os Grupos 1 e 3 receberam duas doses de vacina contendo 16 ug de
antigeno de rORF2, porém o Grupo 1 recebeu o antigeno acompanhado pe-
lo adjuvante IMS 1314, enquanto que o Grupo 3 recebeu o antigeno tendo

"~ como adjuvante o Carbopol. Ambos os grupos apresentaram essencialmente

o mesmo GMDP, essencialmente a mesma incidéncia de sinais clinicos a-
pds provocagao, a mesma taxa de mortali,dadé e, essencialmente, 0 mesmo
% médio de lesGes pulmonares; porém, o Grupo 1 apresentou taxa poSitivé
de IHQ de 20%. No entanto, o Grupo 3 que recebeu a vacina com o adjuvan-
te Carbopol apresentou titulos de PCV2 por IFAT mais altos, nos Dias 25
32, e 50, do que o Grupo 1 que recebeu a vacina com o adjuvante IMS 1314,
No geral, embora a vacina contra PCV2, associada ao adjuvante IMS 1314,
tivesse realmente ‘fornecido resultados melhores de IHQ, ela ndo ofereceu
protegéo notadamente melhor_vcontra infecgdo por PCV2 e induziu reagéo no
local da injegdo. Enquanto que a vacina contra PCV2 com o adjuvante Car-
bopol teve um desempenho praticamente tdo bom qhanto o da vacina cof'n o
adjuvante IMS 1314, nao sendo, porém, associada a quaisquer eventos ad-
Versos. | _ ' v

Em ainda outra caracteristica da presente invengao, foi determi-
nada a viabilidade da ORF2 do PCV2 sob a forma de um produto contendo 1
dose de 1 ml. Os Grupos 2 e 4 receberam 16 pg de vacina contendo vORF2,
tendo como adjuvante o Carbopol, no Dia 0, porém, o Grupo 2 recebeu uma
segunda dose no Dia 14. O Grupo 4 apresentou GMDP ligeiramente mais
alto e % médio menor de lesdes pulmonares do que o Grupo 2, no entanto, o
Grupo 2 apresentou titulos de PCV2 por IFAT mais altos, nos Dias 25, 32 e
50, e uma taxa de 'incidénciavligeiramente mais baixa de tecidos com IHQ
positiva. Todos os outros resultados, para estes dois grupos, foram seme-
Ihantes. No geral, uma dose de vVORF2, tendo como adjuvante o Carbopol,
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exibiu desempenho semelhante ao de duas doses da mesma vacina.
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REIVINDICAGOES

1. Método para redugao ou diminui¢do da gravidade de sintomas
clinicos associados com infecgao por PCV2, diminuicdo da carga total de
circovirus suino de um animal e/ou redugédo do efeito imunossupressor da
infecgd@o por circovirus suino em porcos, corhpreendehdo a administragéo de
um antigeno do circovirus suino tipo 2 para um porco.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o referido
antigeno compreende uma proteina codificada por seqiéncia de DNA com,
pelo menos, 80% de identidade de sequéncia com a ORF2 d'e um virus do
circovirus suino 'tibo 2. '

3. Método de acordo com qualquér uma das reivindicacbes 1 e
2, em que o referido antigeno do circovirus suino tipo 2 é um antigeno dé
ORF2, expresso por baculovirus recombinante.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 3, em que o referido antigeno do circovirus suino tipo 2 é form'UIado e ad-
ministrado em um (1) ml por dose.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicégées 1a
4, em que 0s referidds sintomés clinicos sdo selecionados do grupo constitu-
ido por linfoadenopatia, deplegao linfoide e histiécitos multinucleados ou gi-
gantes. v

6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, em que a referida
linfoadenopatia, deplegdo linféide e/ou histiécitos multinucleados ou gigantes
estdo presentes em combinagdo com outro sintoma selecionado do grupo
constituido por pneumonia intersticial com edema interlobular, palidez cuta-
nea ou ictericia, figado com lesdes atréficas disseminadas, Ulceras gastricas,
nefrite, lesdes semelhante a EPS e disturbios reprodutivos.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6, em que a referida administracdo ocorre em porcos com menos de 15 se-
manas de vida. _

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢6es 1a
7, em que a referida administragdo ocorre em porcos com menos de 3 se-

manas de vida, de preferéncia, com menos de 2 semanas de vida.
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9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
8, em que a referida administragcao ocorre em aproximadamente 3 semanas
da exposig¢do a antigeno virulento de circovirus suino tipo 2.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
9, em que a referida composicao compreende ainda, pelo menos, um com-
ponente adicional, selecionado do grupo constituido por veiculos veterinarios
aceitaveis, veiculos farr’nacéuficos aceitaveis e agentes imunomoduladores.

11. Método de. acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
10, em que a referida administragdo é selecionada do grupo constituido por

via ‘intradérmica, intratraqueal, intravaginal, intramuscular, intranasal, intra- -

-venosa, intravascular, intra-arterial, intraperitoneal, oral, intratecal, subcuta-

nea, intracutanea, intracardiaca, intralobal, intramedular ou intrapulmonar.
12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

A 11, em que a administragao. do referido antigeno do circovirus suino tipo 2

nao exibe eventos adversos ou reagdes no local da injegao.
| A 13. Método para melhora do nivel de resisténcia geral a doenga
de porcos, compreendehdo a administracao de um antigeno de circovirus
suino tipo 2 a um porco. A
" 14. Processo para a produgéo de um medicamento para reducao

ou diminuicdo da gravidade de sintomas clinicos associados com infec¢éo

por PCV2, diminuigcdo da carga total de circovirus suino de um animal e/ou
reducgao do efeito imunossupressor da infecgdo por circovirus suino, o referi-
do processo compreendendo as etapas de obtencdo de um antigeno do cir-
covirus suino e combinacgdo do referido antigeno com veiculos veterinarios
aceitaveis, veiculos farmacéuticos aceitaveis e agentes imunomoduladores.
15. Processo de acordo com a reivindicagao 14, em que o referi-

do an_tl’geno compreende um polipeptideo codificado pela ORF2 do circovi-

rus suino tipo 2.

| 16. Uso de um antigeno do circovirus suino tipo 2 para o preparo
de um medicamento para redugao ou diminuigcao da gravidade de sintomas
clinicos associados com infeccao por PCV2, diminuigdo da carga total de

circovirus suino de um animal e/ou redug¢do do efeito imunossupressor da
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infecgao por circovirus suino em porcos, em que o referido medicamento é

administrado para um porco. _

17. Uso de acordo com a reivindicagao 16, em que o referido
antigeno compreende uma proteina codificada por seqiéncia de DNA com,
pelo menos, 80% de identidade de sequéncia com é ORF2 de um virus do
circovirus suino tipo 2.

18. Uéo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 16 e
17, em que o referido antigeno do circovirus suino tipo 2 é um antigeno de
ORF2, expresso por baculovirus recombinante. |

19. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 16 a
18, em que o referido antigeno do cnrcovurus sumo tipo 2 é formulado e ad-
ministrado em um (1) ml por dose.

20. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 16 a
19, em que os referidos smtomas clinicos sdo selecionados do grupo consti-
tuido por linfoadenopatia, deplegao linféide e histidcitos multinucleados ou
gigantes. '

21. Uso de aéordo com a reivindicagdo 20, em que'a referida
Iinfdad_enopatia, deplegao linféide e/ou histiécitos multinucleados ou gigantes
estdo presentes em combinagdo com outro sintoma selecionado do grupo
Constituidopor pneumonia intersticial com edema ihterlobular, palidez cﬁté-
nea ou ictericia, figado com Ie‘s()es atréficas disseminadas, uUlceras gastricas,
nefrite, lesdes sémelhante a EPS e disturbios reprodutivos. ' ,

22. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 16 a
21, em que a referida administragéo ocorre em porcos com menos de 15
semanas de vida.

23. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 16_a
22, em qué a referida administracdo ocorre em porcos com menos de 3 se-
manas de vida, de preferéncia, com menos de 2 semanas de vida.

24. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagées 16 a
23, em que a referida administragao ocorre em aproximadamente 3 semanas
da exposi¢ao a antigeno virulento de circovirus suino tipo 2.

25. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 16 a
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24, em que a referida composigao compreende ainda, pelo menos, um com-
ponente adicional, selecionado do grupo constituido por veiculos véterinérios
aceitaveis, veiculos farmacéuticos aceitaveis e agentes imunomoduladores.
26. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacées 16 a
25, em que a referida administragao é selecionada do grupo constituido por
via intradérmica, intratraqueal, intravaginal, intramuscular, intranasal, intra-
venosa, intravascular, ihtra-afterial, intraperitoneal, oral, intratecal, subcuta-
nea, intracutanea, intracardiaca, intralobal, intramedular ou intrapulmonar.
27. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 16 a
26 em que a admlnlstragao do referido antigeno do circovirus suino tipo 2

-ndo exibe eventos adversos ou reagdes no local da injecao.

28. Uso de acordo com um antigeno do circovirus suino tipo 2

para o preparo de um medicamento para melhora do nivel de resisténcia

geral & doenga de porcos.
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RESUMO .
Patente de Invengdo: "USO DE COMPOSIGOES IMUNOGENICAS CON-

“TRA PCV2 PARA DIMINUICAO DE SINTOMAS CLINICOS EM PORCOS".

A presente invengdo refere-se ao uso de uma compos:gao |mu-,

nogemca contendo um antigeno do. circovirus suino do tipo 2 (PCV2),. para

tratamento de varias mamfestagoes chmc_as _(doenc;as). De preferéncia, as’

manifestagbes clinicas estdo associadas a infecgdo por PCV2. De preferén- .
cia, elas incluem linfoadenopatia,- deplegéo linféide e/ou histiécitos multihu—
cleados/gngantes Alem dISSO os smtomas clinicos mcluem hnfoadenopatla,
combinada a um- ou a varios dos seguintes smtomas em. porcos (1) pneu-

- monia intersticial qom edema\lnterlobular, (2) palidez cutédnea ou;lctencna, (3)

i figado com lesdes atréficas disseminadas, (4) ulceras gastricas, (5) nef'rite’e.

15

(6) disturbios da reproddgéo por exemplo, aborto, fetos hatimortos mumifi-

" cados, etc. Ademais, 0s snntomas CllnlCOS incluem Iesoes semelhantes as de.
- EPS (Enteropatia Prollferatlva Suina), normalmente associadas a mfecgoes

por Lawsonia intracellularis. - ‘ o -
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