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DESCRIPCION
Células no simicas para el desarrollo del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS)
REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] La presente solicitud reivindica beneficio de la solicitud nimero de serie US 60884782 presentada el 12
de enero de 2007 y US 60956597 presentada el 17 de agosto de 2007, cada una de las cuales se incorporan en
el presente documento por referencia en la medida en que no se contradigan con el presente documento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] EI sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS, por sus siglas en inglés) es una enfermedad viral
de los cerdos que causa la mayor pérdida econémica anual en comparacion con cualquier enfermedad infecciosa
actual o anterior que haya afectado nunca a la industria porcina. El PRRS, también conocido como “enfermedad
misteriosa del cerdo”, sindrome respiratorio y de infertilidad porcino (SIRS, por sus siglas en inglés), y
“enfermedad de la oreja azul”, se detect6 por primera vez en Norteamérica en 1987 y en Europa en 1990. Desde
entonces, el PRRS se ha convertido en una grave amenaza para las industrias porcinas en la mayoria de las
zonas productoras de cerdos de todo el mundo, excepto Australia. EI PRRS tiene su efecto mas pronunciado en
los lechones jovenes y recién nacidos. Hasta un 20 %-30 % de los lechones de las camadas de las cerdas
infectadas son mortinatos, y hasta un 80 % de los lechones de las piaras infectadas mueren antes del destete.
Por consiguiente, las consecuencias econémicas de la enfermedad son devastadoras (véase la patente
estadounidense 5476778 de Chladek et al.). En un estudio financiado en parte por el National Pork Board, se
observo que las pérdidas atribuidas al PRRS superaban los 560 millones de délares solo en Estados Unidos
(Neumann EJ et al., 2005).

[0003] La investigacion del PRRS y el desarrollo de los enfoques diagndsticos y terapéuticos, incluyendo nuevas
vacunas y tecnologia para la produccion de vacunas, estan restringidos por la disponibilidad limitada de opciones
para cultivar el virus del PRRS in vitro. Anteriormente, las células simicas habian sido el unico tipo de linea
celular conocida disponible para sostener el desarrollo del PRRS para la produccion de vacunas. La linea celular
simica MA-104 y los derivados relacionados (por ejemplo, MARC-145) pueden representar lo que hasta ahora
podria haber sido la Unica opcién practica para soportar la replicacién del virus del PRRS in vitro.

[0004] La presente invencién mejora el estado de la técnica al proporcionar opciones alternativas para trabajar
con el virus del PRRS, tales como el modo de realizaciéon de células macréfagas alveolares porcinas fetales
aisladas que pueden soportar el desarrollo del PRRS.

[0005] Se han adoptado otros enfoques, con menos resultados deseables, para desarrollar las opciones para el
crecimiento del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV, por sus siglas en inglés). En un
enfoque, se pueden utilizar macréfagos alveolares porcinos para el desarrollo del PRRSV; no obstante, el alto
grado de variabilidad inherente en las células aisladas de diferentes cerdos se considera una desventaja (véase
Vincent et al., 2005; Bautista et al., 1993). En otro enfoque, Weingartl et al. establecieron lineas celulares
monomieloides porcinas después de la transfeccion de los macréfagos alveolares porcinos primarios obtenidos
de cerdos de 12 semanas. Aquellas células se probaron, pero no soportaron la replicacion del PRRSV (Weingartl
et al., 2002, Journal of Virological Methods 104:203-216). Por el contrario, la presente invencién describe
sorprendentemente, entre otras cosas, el descubrimiento de que determinadas células de cerdos fetales son, de
hecho, capaces de soportar el desarrollo del PRRSV.

[0006] Las aplicaciones tecnologicas de gran interés para la utilizacién de la presente invencion incluyen
aspectos de investigacion aplicada tales como la produccién de vacunas veterinarias, ademas de la de estudiar
el desarrollo del virus del PRRS en el nivel de investigacion basica. Las vacunas para el PRRSV que son
vacunas vivas modificadas o vacunas muertas inactivadas se pueden producir por las células y las lineas
celulares de la invencién. Una herramienta para desarrollar este virus en particular y métodos relacionados
también son significativos en el contexto de generacion de material Gtil para aplicaciones de diagnéstico. En el
contexto de una analogia histérica destinada a enfatizar el avance de la ciencia, la capacidad de trabajar con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se suprimié de forma general debido a las dificultades y a una falta
de opciones para cultivar el virus in vitro. Los avances cruciales en la capacidad de estudiar y generar
diagnédsticos y vacunas potenciales para el VIH estan relacionados con el acontecimiento decisivo de poder
cultivar satisfactoriamente el virus in vitro; véase Gallo RC, 2002, Historical essay. The early years of HIV/AIDS;
Science 298(5599):1728-30.

[0007] Se cree que la principal limitacion para el control de la enfermedad del PRRS estéa en la disponibilidad y la
eficacia de las tecnologias de las vacunas. La contribucion de células y métodos innovadores para el desarrollo
del virus del PRRS representa, de esta manera, un avance significativo en la capacidad de trabajar con el virus
del PRRS, para desarrollar tecnologias de vacunas alternativas y/o mejoradas, y para abordar el problema de la
enfermedad del PRRS.
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SUMARIO DE LA INVENCION

[0008] La invencion se refiere en lineas generales a células macréfagas alveolares porcinas fetales aisladas
capaces de reproducir el virus del PRRS y métodos para reproducir el virus del PRRS utilizando dichas células.

[0009] En el presente documento se describen células no simicas aisladas capaces de reproducir el virus del
PRRS, donde la célula no simica se obtiene de una animal individual y se cultiva durante al menos 5 pases.

[0010] En un modo de realizacion, la invencion proporciona una célula pulmonar fetal porcina aislada capaz de
reproducir el virus del PRRS. En un modo de realizacién, la célula es una célula macréfaga alveolar. En un modo
de realizacién, la célula se propaga en cultivo durante al menos 5 pases. En un modo de realizacion, la célula se
propaga en cultivo durante al menos 10 pases. En un modo de realizacién, la célula se propaga en cultivo
durante al menos 20 y/o 50 pases.

[0011] En el presente documento se describe una célula primaria aislada o una poblacién celular obtenida de un
pulmén de un feto porcino. Como se describe en el presente documento, el feto tiene de aproximadamente 30 a
aproximadamente 90 dias de gestacion. Como se describe en el presente documento, la célula puede ser un
macréfago alveolar o la poblacién celular puede comprender al menos una célula macréfaga alveolar. Como se
describe en el presente documento, la célula puede ser un macréfago, de linaje macréfago, o progenitora del
mismo.

[0012] En un modo de realizacién, la invencién proporciona una célula o linea celular designada en el presente
documento como ZMAC. En el presente documento se describe una célula o linea celular designada en el
presente documento como FBAL-A. En un modo de realizacion, la invencién proporciona una célula
representada por un depo6sito en la American Type Culture Collection designado como depésito de patente ATCC
N.2 PTA-8764 o un derivado del mismo.

[0013] En un modo de realizacién, la invencion proporciona una variante de célula inmortalizada o un derivado
de una célula descrita en el presente documento que tiene la capacidad de soportar el desarrollo del PRRSV.

[0014] En un modo de realizacion, la invenciéon proporciona un método para generar progenie de un virus del
PRRS que comprende:

a) proporcionar una célula macrofaga alveolar porcina fetal aislada o purificada capaz de replicar un virus del
PRRS, donde dicha célula se cultiva durante al menos 5 pases, donde dicha célula se obtiene opcionalmente
de un animal individual:

b) exponer dicha célula a dicho virus del PRRS; y

c) permitir que el virus del PRRS se replique en la célula;

generando de esta manera progenie de un virus del PRRS. Como se describe en el presente documento, el
método puede comprender ademas recoger el PRRSV desarrollado.

[0015] En un modo de realizacién, la invencién proporciona un método para producir una vacuna contra el
PRRS, que comprende proporcionar una cepa de virus vivo modificado (MLV, por sus siglas en inglés) del
PRRSV, y desarrollar dicha cepa de MLV en una célula macréfaga alveolar porcina aislada o purificada capaz de
replicar dicha cepa de MLV del PRRSV. En un modo de realizacion, la célula es una célula primaria, una
poblacién celular, una variante o un derivado de la misma. En un modo de realizacién del método, la célula se
representa por una célula designada como ZMAC-1, un depésito en la American Type Culture Collection
designado como depésito de patente ATCC N.2 PTA-8764 o un derivado del mismo.

[0016] En un modo de realizacién, la invencién proporciona una composicién que comprende una célula o linea
celular designada como ZMAC-1 o representada por un depoésito en la American Type Culture Collection
designado como deposito de patente ATCC N.° PTA-8764 o un derivado del mismo. En el presente documento
se describe una composicién que comprende una célula o linea celular designada como FBAL-A.

[0017] En un modo de realizacion, la invencion incluye un método para aislar una célula de un pulmén fetal
porcino que comprende proporcionar un sujeto fetal porcino; obtener una muestra de lavado broncoalveolar que
contenga células de dicho sujeto; y separar un componente celular de dicha muestra; aislando de esta manera
dicha célula. En un modo de realizacion, dicha muestra que contiene células es una muestra de lavado
broncoalveolar. Como se describe en el presente documento, dicha muestra puede ser una muestra de tejido
extirpado que se procesa opcionalmente mediante maceracién y/u homogeneizacion.

[0018] En un modo de realizacion, la invencion proporciona un método para desarrollar un virus del PRRS, que
comprende: (a) aislar una célula de un pulmén fetal porcino; (b) cultivar dicha célula; y (c) poner en contacto
dicha célula con dicho virus para permitir la replicacion viral; desarrollando de esta manera el virus. Como se
describe en el presente documento, dicho virus puede ser un virus del PRRS atenuado o un aislado de campo
del virus del PRRS. Como se describe en el presente documento, el aislado de campo puede ser virulento o de
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baja virulencia de forma natural o no virulento. En un modo de realizacién, dicho cultivo comprende pasar dicha
célula durante al menos 5 pases y/o desarrollar dicha célula durante al menos 10 dias de cultivo continuo.

[0019] En el presente documento se describe un método para desarrollar y aislar el PRRSV, que comprende
inocular el virus en un cultivo de células no simicas en presencia de suero en un medio de crecimiento adecuado
e incubar las células inoculadas hasta que se genere el material virico de progenie del PRRSV. Como se
describe en el presente documento, el PRRSV puede ser ATCC-VR2332. Como se describe en el presente
documento, las células no simicas pueden haber sido previamente desarrolladas en cultivo durante al menos 5
pases. Como se describe en el presente documento, las células no simicas pueden haber sido previamente
cultivadas durante al menos 10, 20 y/o 50 pases.

[0020] En el presente documento se describe un método para desarrollar el PRRSV que comprende (a) inocular
el PRRSV en células no simicas que han sido previamente cultivadas durante al menos 5, 10, 20 y/o 50 pases; y
(b) incubar las células no simicas inoculadas. Como se describe en el presente documento, las células no
simicas pueden ser macrofagos alveolares porcinos. Como se describe en el presente documento, las células no
simicas se pueden obtener de una muestra de pulmoén fetal porcino. Como se describe en el presente
documento, el PRRSV se puede derivar de un homogeneizado de tejido porcino infectado con el virus. Como se
describe en el presente documento, el método puede comprender la incubacién del cultivo hasta que se observe
un periodo de tiempo fijo y/o un efecto citopatico. Como se describe en el presente documento, el periodo de
tiempo fijo puede ser de aproximadamente 16 horas a aproximadamente 72 horas.

[0021] En el presente documento se describe una composicién inmunogénica que comprende PRRSV
inactivado, donde el virus inactivado se forma mediante un proceso que incluye desarrollar el PRRSV en células
no simicas antes de inactivar el virus, donde las células no simicas se han cultivado previamente durante al
menos 5, 10, 20 y/o 50 pases. Como se describe en el presente documento, desarrollar el virus puede
comprender: (a) inocular el virus del sindrome respiratorio y de infertilidad porcino en las células; y (b) incubar las
células inoculadas a aproximadamente 34 °C hasta aproximadamente 37 °C. Como se describe en el presente
documento, desarrollar el virus puede implicar un medio de crecimiento que incluye suero. Como se describe en
el presente documento, el virus inactivado puede ser una cepa muerta del PRRSV ATCC-VR2332. Como se
describe en el presente documento, la composicidn inmunogénica puede comprender adicionalmente un
adyuvante y/o un portador farmacéuticamente aceptable.

[0022] En un modo de realizacion, la invencién proporciona una composicion que comprende un virus del PRRS
desarrollado en una célula de la invencion.

[0023] En un modo de realizacion de los métodos de la invencion, una célula de la invencién se pone en contacto
con una composicion de factor de crecimiento. En un modo de realizacion, la composicion de factor de
crecimiento comprende un factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF, por sus siglas en inglés). En un
modo de realizacién, la composicion de factor de crecimiento comprende un factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GMCSF, por sus siglas en inglés).

[0024] En un modo de realizacion, la invencién proporciona una composiciéon que comprende el PRRSV en o de
un cultivo de células no simicas; donde las células no simicas se han cultivado previamente durante al menos 5,
10, 20 y/o 50 pases, se derivan de un macréfago alveolar porcino procedente de una muestra de pulmén fetal
porcino, o ambos. Como se describe en el presente documento, el PRRSV es un virus ARN con envoltura,
fastidioso, no hemaglutinante y es capaz de ocasionar el PRRS en cerdos. Como se describe en el presente
documento, la composicion puede tener un titulo de virus de aproximadamente 10° a aproximadamente 10’
TCIDso/ml. Como se describe en el presente documento, el titulo de virus puede ser de hasta aproximadamente
10° TCIDso/ml. Como se describe en el presente documento, el PRRSV puede ser una cepa de MLV. Como se
describe en el presente documento, el PRRSV se puede derivar de un in6culo que comprende un
homogeneizado de tejido de un cerdo afectado por el PRRS. Como se describe en el presente documento, el
inoculo se puede derivar de un homogeneizado de tejido neutralizado, y el homogeneizado de tejido neutralizado
se puede obtener neutralizando el homogeneizado de tejido con sueros de anticuerpos para enfermedades
porcinas seleccionadas del grupo consistente en haemophilus, brucelosis, leptospira, parvovirus, pseudorabia,
encefalomiocarditis, enterovirus, gripe porcina, y mezclas de las mismas. Como se describe en el presente
documento, el in6culo se puede derivar de un homogeneizado filirado del homogeneizado de tejido, conteniendo
el homogeneizado filtrado particulas que tienen un tamafio no mayor que aproximadamente 0,45 micras.

[0025] En el presente documento se describe una célula no simica donde la célula es una célula porcina. Como
se describe en el presente documento, la célula se puede derivar de un pulmén porcino. Como se describe en el
presente documento, la célula se puede derivar de un pulmén porcino. Como se describe en el presente
documento, el pulmén fetal porcino puede ser de un feto porcino de aproximadamente 20 dias a
aproximadamente 80 dias de gestacion. Como se describe en el presente documento, el feto porcino puede
tener una gestaciéon de aproximadamente 50 dias a aproximadamente 70 dias. Como se describe en el presente
documento, la célula se puede obtener de una muestra de lavado de pulmén de un feto porcino. En un modo de
realizacién de la invencién, la célula es una célula macrofaga alveolar porcina fetal.
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[0026] En el presente documento se describen células no adherentes y/o relativamente menos adherentes.
Como se describe en el presente documento, se puede obtener una poblacién celular mixta de un pulmén fetal
porcino. Como se describe en el presente documento, puede haber al menos dos tipos de células en la poblacion
celular mixta incluyendo una célula precursora de linaje macréfago/monocito que es autorrenovable y
relativamente menos diferenciada o no diferenciada; y una célula diferenciada de linaje macréfago/monocito que
es relativamente mas diferenciada. Como se describe en el presente documento, puede haber al menos un
tercer tipo de célula en la poblacion celular mixta, que es un tipo de célula alimentadora/auxiliar. Como se
describe en el presente documento, el tercer tipo de célula puede proceder de una muestra enddgena o se
afade de manera exégena.

[0027] Como se describe en el presente documento, una célula y/o una poblacién celular de la invencion se
puede describir diciendo que tiene una poblacién de precursores de células endoteliales que se pueden realizar
para producir células endoteliales bajo condiciones de cultivo adecuadas. Por ejemplo, las condiciones de cultivo
pueden incluir el tipo de material de plastico y/o los tratamientos de superficie.

[0028] Como se describe en el presente documento, puede haber una fracciéon de células que expresa CD90 Y
CD117. Como se describe en el presente documento, la fraccion puede ser de aproximadamente 30 % o al
menos 30 %.

[0029] En un modo de realizacién, la célula macréfaga alveolar porcina fetal aislada de la invencion se utiliza
para producir una vacuna contra el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV).

[0030] En el presente documento se describe una célula o linea celular capaz de soportar el desarrollo de un
virus del PRRS que es un virus natural o una cepa de laboratorio. En un modo de realizacién preferido, la
invencion soporta el desarrollo de un virus vivo modificado del PRRS. Como se describe en el presente
documento, el virus puede ser una cepa correspondiente a o derivada de una linea de productos de Boehringer
Ingelheim tales como las vacunas porcinas Ingelvac® PRRS y ReproCyc® PRRS. Como se describe en el
presente documento, el virus puede ser una cepa correspondiente a o derivada de una linea de productos de
Schering-Ploug de la vacuna Prime-Pac® PRRS. Como se describe en el presente documento, el virus puede
ser un aislado utilizado en la licencia de productos bioldgicos veterinarios de Estados Unidos (United States
Veterinary Biological Product License) (29/03/96) para la vacuna contra el sindrome reproductivo y respiratorio
porcino, forma reproductiva, virus muerto, Cédigo 19S5.20. Como se describe en el presente documento, el virus
del PRRS puede ser un virus atenuado. Como se describe en el presente documento, el virus del PRRS puede
ser un aislado de campo. Como se describe en el presente documento, el aislado de campo puede ser una cepa
virulenta o una cepa de baja virulencia de forma natural o no virulenta. Las composiciones 0 métodos como se
describen en el presente documento se pueden aplicar para el desarrollo del material del virus del PRRS que se
utiliza para la fabricacion de la vacuna, viva, atenuada o inactivada.

[0031] En una célula o linea celular de la invencién o como se describe en el presente documento, se puede
establecer un derivado inmortalizado del material inicial de una célula o linea celular no inmortalizada o ya
inmortalizada. Como se describe en el presente documento, se puede establecer una linea celular inmortalizada
o linea celular utilizando una o mas técnicas de transformacion u otras de inmortalizacion como se entiende en la
técnica.

[0032] En una célula o linea celular de la invencion o como se describe en el presente documento, se pueden
establecer uno o mas subclones. Por ejemplo, un subclén se puede aislar y reproducir de conformidad con
técnicas tradicionales, tales como limitar la dilucién en cultivo.

[0033] En un modo de realizacion de la invencién, se cultiva una célula o linea celular durante al menos 5 pases.
En otros modos de realizacion, se cultiva una célula o linea celular durante al menos 10 pases, al menos 20
pases, y/o al menos 50 pases. Como se describe en el presente documento, se puede cultivar una célula
primaria o linea celular durante al menos una semana. Como se describe en el presente documento, se puede
cultivar una célula primaria o linea celular durante al menos dos semanas. Como se describe en el presente
documento, se puede cultivar una célula primaria o linea celular durante al menos cuatro semanas, al menos
ocho semanas, y/o al menos dieciséis semanas.

[0034] Como se describe en el presente documento, se puede aislar o purificar una composicién tal como una
célula o linea celular.

[0035] En el presente documento se describe un proceso para desarrollar un virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRS) desarrollando el virus en un cultivo de tejidos en una cantidad suficiente para
proteger a los animales contra el PRRS para diagnosticar el PRRS o para identificar la estructura molecular del
PRRSV para productos de subunidades o recombinantes, que comprende inocular el PRRSV en un cultivo de
tejidos de una célula o linea celular no simica y recoger el virus desarrollado. Como se describe en el presente
documento, la célula o linea celular puede ser porcina. Como se describe en el presente documento, la célula o
linea celular puede ser un macréfago alveolar porcino. Como se describe en el presente documento, se puede
proporcionar un cultivo de tejidos que contenga el PRRSV producido de conformidad con el proceso. En el
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presente documento se describe un proceso para preparar una vacuna efectiva para proteger a los cerdos contra
el PRRS que comprende proporcionar el PRRSV como se describe en el presente documento, liberar el PRRSV
a partir de las células del cultivo de tejidos y ajustar la masa antigénica mediante dilucién, concentracién o
extraccién para producir una cantidad inmunolégicamente efectiva de la masa antigénica para un producto de
subunidad o recombinante relativamente intacto.

[0036] Como se describe en el presente documento, se puede utilizar una célula o linea celular no simica de la
invencion para producir PRRSV vivo o PRRSV inactivado/muerto.

[0037] En el presente documento se describe una célula o linea celular no simica purificada de linaje macréfago
derivada de un organismo fetal porcino. En el presente documento se describe un método para generar una
célula o linea celular no simica purificada de linaje macréfago derivada de un organismo fetal porcino. Como se
describe en el presente documento, la célula o linea celular se puede cultivar in vitro durante al menos tres, cinco
0 10 pases.

[0038] Sin desear estar ligados a ninguna teoria en particular, puede haber en el presente documento un analisis
de creencias o interpretaciones de los principios 0 mecanismos subyacentes relativos a la invencion. Se
reconoce que, independientemente de la exactitud final de cualquier explicacion o hipotesis, un modo de
realizacién de la invencién puede, no obstante, ser operativo y util.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0039]

La Figura 1 ilustra el desarrollo de dos cepas atenuadas del PRRSV (PrimePac y Syva) en un cultivo de
células no simicas UIMAC FBAL-A.

La Figura 2 ilustra el fenotipo de las células UIMAC-FBAL-A incluyendo la expresién de los marcadores de
superficie de células macréfagas caracteristicas.

La Figura 3 ilustra caracteristicas morfolégicas de las células FBAL-A utilizando técnicas de microscopia: A)
tincion de Giemsa para mostrar la apariencia morfolégica (citospina); B) microscopia confocal de FBAL-A
tefiida para CD14; C) microscopia confocal de fluorescencia con tincion para CD172; y D) tincion de FBAL-
A infectada con PRRSV con tinciéon para el antigeno de la nucleocapside que indica una localizacién
caracteristica del antigeno N con respecto al nucleo y la asociacion con el nucléolo. La Fig. 3B y la Fig. 3C
ilustran la morfologia real de las células recientes tefnidas para CD14 o CD172 con filopodios y lamelipodios
caracteristicos.

La Figura 4 ilustra los datos sobre la cinética de crecimiento de las células ZMAC (Fig. 4A) y el crecimiento
del PRRSV utilizando las células (Fig. 4B).

La Figura 5 ilustra las células ZMAC a las 20 horas después de ser infectadas con la cepa del virus del
PRRS NADC20 con una multiplicidad de infeccién (MOI, por sus siglas en inglés) de 1 (Fig. 5A) y 0,1 (Fig.
5B). Las células se fijaron y se tifieron con mAb (anticuerpo monoclonal) SDOW17 marcado con FITC que
es especifico para la proteina de la nucleocépside (N).

La Figura 6 ilustra los resultados del cambio de peso en cerdos después de la exposicion al virus del PRRS
natural.

La Figura 7 ilustra la extension y la frecuencia de viremia en cerdos después de la exposicion al virus del
PRRS natural.

La Figura 8 ilustra los resultados de la medicién de la carga viral en las muestras del lavado broncoalveolar
de los cerdos después de la exposicion al virus del PRRS natural.

La Figura 9 ilustra el desarrollo de las células ZMAC-1 en presencia de factores de crecimiento.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0040] Son aplicables las siguientes abreviaturas: PRRS, sindrome reproductivo y respiratorio porcino; PRRSV,
virus del PRRS; TCIDsp, dosis infecciosa de cultivo de tejidos al nivel del 50 %; ATCC, American Type Culture
Collection; MOI, multiplicidad de infeccion.

[0041] En general, los términos y expresiones utilizados en el presente documento tienen su significado
reconocido en la técnica, que se puede encontrar por referencia a textos estandar, referencias de revistas y
contextos conocidos por los expertos en la materia. Las siguientes definiciones se proporcionan con el fin de
aclarar su utilizacién especifica en el contexto de la invencion.
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[0042] Cuando se utiliza en el presente documento, el término “célula” se puede referir a una entidad bioldgica
como se entenderia en la técnica y que pretende abarcar entidades especificas que se pueden describir como
una célula primaria o una linea celular. Cuando se utilizan varios de estos términos en el presente documento, un
experto en la materia entendera que dicha utilizacién es meramente para fines de enfatizar bien las distinciones
entendidas. Por ejemplo, la expresion “una célula o linea celular” puede enfatizar el contraste entre un aislado
primario original frente a una versién inmortalizada que podria ser un derivado directo del aislado primario
original.

[0043] Cuando se utiliza en el presente documento, el término “aislado” se refiere a un estado manipulado que
es diferente al que es el estado natural y/o se modifica en relacién con un material inicial, en cuyo caso el término
pretende ser coherente con el concepto de ser purificado. Por ejemplo, una célula primaria aislada se extirpa de
un tejido natural u otra fuente en un organismo huésped y se mantiene separada de la fuente original. Como
ejemplo adicional, un componente celular se puede colocar en cultivo o0 separarse de manera adicional de una
muestra basada en fluido de lavado pulmonar, consiguiendo de esta manera una célula relativamente aislada.

[0044] Cuando se utiliza en el presente documento, el término “purificado” se refiere a una condicién en la que
ha habido un enriquecimiento, una separacién y/o una eliminacion relativa de una sustancia en relacion con un
material inicial. El término puede abarcar las condiciones de una purificacion al menos parcial y no implica
necesariamente un estado absoluto de pureza. Por ejemplo, el término se puede aplicar a una célula que sea
capaz de reproducir un virus del PRRS y que esté presente en un cultivo mixto e independientemente se puede
aplicar a lo que normalmente se puede considerar un cultivo puro. El término se puede aplicar a un cultivo celular
primario que es opcionalmente un cultivo mixto. El término se puede aplicar a una linea celular.

[0045] En un modo de realizacién, la invencién proporciona una linea celular macréfaga alveolar porcina fetal
que es capaz de soportar el desarrollo del PRRSV. Una composicién a modo de ejemplo descrita en el presente
documento es una linea celular no simica. Las composiciones concretas descritas en el presente documento
incluyen una célula o poblacién celular obtenida de muestras de pulmén fetal porcino. Una composicién adicional
descrita en el presente documento incluye un macroéfago alveolar porcino fetal. En un modo de realizacién, la
invencion proporciona métodos para desarrollar el PRRSV en una célula o linea celular macréfaga alveolar
porcina fetal.

[0046] La invencién se puede entender de manera adicional mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
EJEMPLO 1. El aislado de célula no simica UIMAC FBAL-A es capaz de soportar el desarrollo del PRRSV.

[0047] La linea celular macrofaga alveolar porcina UIMAC FBAL-A se derivé del pulmén de un feto porcino de 45
dias mediante lavado broncoalveolar con medio de cultivo. El cultivo inicial se expandié in vitro desde unos pocos
miles de células iniciales hasta varios millones durante un periodo de 6 meses. En ese momento, se llevaron a
cabo experimentos para medir el desarrollo del virus del PRRS. Estos experimentos mostraron que las células
FBAL-A fueron capaces de soportar la replicacién del virus. Este aislado no se transformé deliberadamente y
demostré ademas una capacidad de desarrollarse y propagarse en cultivo y un fenotipo para la capacidad de
soportar la infectividad y el desarrollo del virus del PRRS.

[0048] Las condiciones del cultivo celular fueron como sigue. Medio de cultivo: RPMI 1640 complementado con
L-glutamina y 25 mM de HEPES. El medio se complementé con aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio,
gentamicina y suero fetal bovino al 10 %. Las células se incubaron a 37 °C con CO; al 5 % a una humedad del
100 %. Para la superficie del cultivo se utilizaron placas de 6 pocillos de grado para cultivo de tejidos. Se utilizé
un volumen de cultivo de 4-6 ml de medio de cultivo/pocillo. Para los pases, se seleccionaron las células por ser
no adherentes o poco adherentes. Cada 3-4 dias se retird una parte de las células del cultivo con la ayuda de
una pipeta Pasteur y una pera de succién suspendiendo suavemente las células en el fluido de cultivo y
transfiriendo 1/3 del volumen del pocillo a un nuevo pocillo. El nuevo pocillo y el pocillo original se alimentaron
con medio nuevo.

[0049] La Figura 1 ilustra el desarrollo de cepas atenuadas del PRRSV PrimePac y Syva en UIMAC FBAL-A. Los
resultados demuestran que se pueden utilizar las células porcinas para producir el virus para la vacuna contra el
PRRS en cantidades suficientes para la produccién de vacunas.

[0050] Las células porcinas aisladas se pueden identificar y/o aislar mediante la expresion de determinadas
moléculas de superficie. El patron de expresion de las moléculas de superficie se puede utilizar para aislar otras
células porcinas independientes o para seleccionar lineas celulares como indicadores potenciales para la
capacidad de soportar el desarrollo del PRRSV. Por ejemplo, las células se seleccionaron opcionalmente para la
expresion de CD163. En un ejemplo concreto, las células o lineas celulares se sometieron a técnicas de tincion
y/o separacién debido a las moléculas de superficie celular.

[0051] La Figura 2 ilustra el fenotipo de las células UIMAC-FBAL-A incluyendo la expresion de los marcadores de
superficie de células macréfagas caracteristicas. Las células FBAL-A expresan CD14, CD163 y CD172. La
molécula de proteina CD163 es indicativa del linaje monocito/macréfago y se correlaciona con la tolerancia de
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infeccion por el virus de la fiebre porcina africana. Las células también expresan las moléculas de MHC de clase
Il a bajo nivel. La linea roja hacia el lado izquierdo representa los resultados de la tincion de la muestra de control
negativo. Se observa que la expresion de determinado marcador, incluyendo el descrito en el presente
documento, se puede utilizar para la caracterizacién de las células, aunque independientemente también se
puede utilizar para el enriquecimiento, la separacion (por ejemplo, mediante clasificacion) y otros fines. En un
modo de realizacion, una célula tal como una célula macréfaga de la invencién puede no necesariamente
expresar uno o mas determinados marcadores dados, 0 su patron de expresion puede cambiar con el tiempo,
pero puede, no obstante, ser capaz de replicar el PRRSV.

[0052] La Figura 3 ilustra caracteristicas morfologicas de las células FBAL-A utilizando técnicas de microscopia:
A) tincién de Giemsa para mostrar la apariencia morfologica (citospina); B) microscopia confocal de FBAL-A
tefiida para CD14; C) microscopia confocal de fluorescencia con tincién para CD172; y D) tincion de FBAL-A
infectada con PRRSV con tincién para el antigeno de la nucleocapside que indica una localizacién caracteristica
del antigeno N con respecto al nacleo y la asociacion con el nucléolo. La Fig. 3B y la Fig. 3C ilustran la
morfologia real de las células recientes tefiidas para CD14 o CD172 con filopodios y lamelipodios caracteristicos.

[0053] En los experimentos de examen microscopico, las células se centrifugaron sobre un portaobjetos y se
tiieron con tincién de Giemsa. Las células no fijadas se incubaron con anticuerpo monoclonal especifico para
SWC3 o CD14 seguido de la exposicién a Ig de cabra anti-ratdn marcada con FITC. Para la deteccion de la
nucleocapside del PRRSV, las células se infectaron con el virus del PRRS (cepa VR-2332). Después de 18
horas, las células se centrifugaron sobre un portaobjetos, se fijaron con acetona y se incubaron con mAb
SDOW17 de la proteina N del virus anti-PRRS marcado con FITC. Las células no infectadas no reaccionaron con
el mAb SDOW17. En estudios sobre la cinética de crecimiento, se utilizé el aislado del PRRSV VR2332 en
células UIMAC-FBAL-A. Los rendimientos del virus obtenidos de la linea celular macréfaga se titularon en células
MARC-145.

[0054] Sin desear estar ligados a una explicacion tedrica, se cree que para determinadas composiciones las
células descritas en el presente documento derivadas de pulmones fetales porcinos pueden contener
progenitoras autorregeneradoras. Estas progenitoras autorregeneradoras pueden producir macréfagos de
progenie, que se pueden diferenciar de manera adicional y ademas pueden tener la capacidad de producir
células progenitoras adicionales que permiten la propagacion continua.

EJEMPLO 2. El aislado de células no simicas ZMAC es capaz de soportar el desarrollo del PRRSV.

[0055] Ademas del desarrollo de las células FBAL-A, un esfuerzo independiente dio como resultado el desarrollo
de un segundo aislado de células designado como ZMAC. Las células ZMAC se caracterizaron y se observé que
tenian la capacidad de soportar la infectividad y el desarrollo del PRRSV.

[0056] En este intento independiente, se recogieron de manera aséptica seis fetos de 58 dias del utero de la
cerda 9688 obtenida de la piara de cerdos de la granja de investigacién de medicina veterinaria de la Universidad
de lllinois. Esta cerda era una cerda cruzada con la siguiente composicion de raza: 17/32 Landrace, 13/32
Yorkshire y 2/32 Duroc. Los fetos se transportaron al laboratorio de cultivos celulares y se diseccionaron sus
pulmones en el interior de una cabina de bioseguridad en condiciones de esterilidad.

[0057] Las células de las vias respiratorias de los pulmones de cada uno de los 6 fetos se aislaron por separado
mediante lavado broncoalveolar. Se obtuvieron aproximadamente 100 000 células del pulmén de cada feto. Las
células de cada feto se cultivaron por separado en diferentes pocillos de una placa de cultivo de tejidos de 6
pocillos. Después de un cultivo inicial de 4 dias, las células se purificaron mediante un gradiente de densidad
Ficoll-Hypaque. En un modo de realizacién, las células se pueden purificar mediante la técnica de Ficoll-Hypaque
ya sea el dia del aislamiento o posteriormente, por ejemplo, 1, 2 0 3 semanas mas tarde, se reconoce que esto
puede facilitar la eliminacién de ciertos componentes tales como los glébulos rojos, y potencialmente otro
material, presentes en una preparacion original). A los 20 dias después del establecimiento de los cultivos
iniciales, las células exhibieron un crecimiento sélido y se separaron en placas adicionales de 6 pocillos. Estas
células se denominaron ZMAC/FBAL-Il y se designaron adicionalmente como sublineas 1-6 para identificar las
células aisladas de los 6 fetos diferentes. Posteriormente, las células se separaron aproximadamente cada 4-5
dias. El crecimiento sélido de las células fue evidente por la presencia de grupos de células que empezaron a
duplicarse por lo que se refiere a células por grupo aproximadamente cada 2,5 a 3 dias. A los 60 dias después
del inicio del cultivo, las células ZMAC/FBAL-1I.1, y ZMAC/FBAL-11.2 exhibieron un mejor crecimiento que las
otras cuatro lineas. Después de pases adicionales, las lineas ZMAC/FBAL-1l.1, y ZMAC/FBAL-I1.2 crecieron lo
suficientemente bien como para transferirse a matraces de cultivo de tejidos de 75 cm?. Las condiciones de
cultivo fueron en general como se describe anteriormente. En este experimento, se utilizaron matraces Sarstedt
para los cultivos en suspension.

[0058] Después de multiples pases, las células exhibieron un crecimiento vigoroso; se pudieron recoger varios

millones de células cada 10-12 dias. Las curvas de crecimiento indicaron que las células eran capaces de

replicar el virus del PRRS, asi como las células FBAL-1 (FBAL-A). En un analisis, la produccion del virus fue de

aproximadamente 0,2 TCIDso/célula. Se analizé el crecimiento de dos tipos de aislados del virus del PRRS vivo
8
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modificado en estas células (cepa PrimePac de Schering-Plough y el aislado de vacuna espariola de Syva en
Europa).

[0059] Se congelaron cinco lotes de células y se almacenaron en nitrégeno liquido. Cada lote tenia un minimo de
10 viales con dos millones de células cada uno. Se observé que un vial representativo de cada lote tenia >80 %
de viabilidad después de descongelarse y mostraba un crecimiento vigoroso en los 4 dias posteriores al inicio del
cultivo. Se observo que la poblacién ZMAC era un 70 % susceptible a la infeccion por el virus del PRRS, como se
determiné mediante tincion de inmunofluorescencia para proteinas virales en las 18 horas posteriores a la
infeccion con una MOI de 0,01. En otra valoracién, se determiné que la linea celular ZMAC era 100 %
susceptible a la infeccién por el virus del PRRS, como se determind mediante tincién de inmunofluorescencia
para proteinas virales 12 horas después de la infeccién con una MOI de 10.

[0060] También se realizaron multiples curvas de crecimiento por etapas infectando las células ZMAC con el
virus del PRRS (PrimePac) con una MOI de 0,02. Basandose en el andlisis de PCR en tiempo real de la
expresion del genoma del virus en las células infectadas y mediante la titulacion de la cantidad de la progenie del
virus producida, se determiné que el primer ciclo de replicacion del virus del PRRS se complet6é a las 9 horas
después de la infeccién, y que la produccion maxima de la progenie del virus se alcanzé en el segundo ciclo de
replicacién a las 18 horas después de la infeccion (Fig. 4B).

[0061] En la Figura 4, la Fig. 4A muestra los resultados de la cinética de crecimiento de las células ZMAC. Los
cultivos establemdos de células ZMAC se desarrollaron en matraces de cultivo de 75 cm® que contenian 15 ml de
células a 2-3,2 x 10° células/ml; las células se alimentaron con un volumen igual de medio de cultivo nuevo para
conseguir una densidad celular de 1-1,6 x 10° células/ml. Las células se contaron a los 0, 3y 6 dias después de
que se proporcionara el medio nuevo. Cada matraz fue capaz de producir 2-3 x 10° células cada cuatro dias.

[0062] La Figura 4B ilustra una curva de crecimiento de multiples etapas del virus del PRRS en células ZMAC.
En estos experimentos, los resultados indican la produccion viral Y la cinética de crecimiento del PRRSV en
células ZMAC. Se infectd una suspension de células ZMAC a 1x10°/ml con una MOI de 0,02 con el aislado del
virus del PRRS atenuado PrimePac. Después de una hora de incubacion a 37 °C, el inéculo se retiré mediante

centrifugacion, y las células se suspendieron a 1x10%/ml. Se retiré un volumen de 0,1 ml en los tiempos indicados
después de la infeccion y se determind el nimero de unidades TCIDso en células MARC-145. La cepa del virus
del PRRS atenuado PrimePac, potencialmente adecuada como un material de la vacuna, se desarrolla bien en la
linea celular ZMAC.

[0063] La Figura 5 ilustra las células ZMAC a las 20 horas después de ser infectadas con la cepa del virus del
PRRS NADC20 con una MOI de 1 (Fig. 5A) y 0,1 (Fig. 5B). También se observé un control negativo con células
infectadas simuladas (no se muestra). Las células se fijaron y se tifieron con mAb SDOW17 marcado con FITC
que es especifico para la proteina de la nucleocapside (N). También se realizdé una microscopia de contraste de
fases para observar las células. Generalmente estas células no mostraron CPE hasta aproximadamente 28-36
horas después de la infeccién. No obstante, una cantidad sustancial de material virico se liberé de las células
mucho antes, por ejemplo aproximadamente 18-20 horas después de la infeccion.

[0064] Se utilizan las muestras de células para adaptar las condiciones del desarrollo celular y las condiciones
del desarrollo del virus con el fin de maximizar y/u optimizar los titulos de virus. En consecuencia, se generan
concentraciones virales del PRRS y se pueden utilizar para el desarrollo de vacunas y fines de vacunacion.

EJEMPLO 3. Lineas celulares no simicas inmortalizadas capaces de soportar el desarrollo del PRRSV.

[0065] Una célula o linea celular de la invenciéon se establece como una o mas de una variante inmortalizada
espontanea, un derivado transformado deliberadamente, otra variante o derivado y una versiéon inmortalizada de
otra manera de una célula o linea celular primaria como se describe en el siguiente documento.

[0066] Por ejemplo, se utilizan técnicas como se entenderia en la técnica, tales como la implicacion de
tecnologia de transformacion viral; la fusion con una pareja inmortalizada; la exposicion a condiciones
quimicas/fisicas que incluyen, por ejemplo, irradiacion; y tecnologia relacionada con la manipulaciéon de la
funcion de la telomerasa. En un enfoque preferido, se utiliza el sistema TERT para establecer una célula o linea
celular que pueda evitar, retrasar o alterar de otra manera la senescencia. Véase, por ejemplo, Carrillo et al.,
Veterinary Immunology and Immunopathology 89 (2002) 91-98; Kwak S et al., 2006 Animal Biotechnology, 17:
51-58; http://www.atcc.org/common/products/CelllmmortProducts.cfm.

[0067] En intentos de aislamiento preliminares, o desarrollo posterior de una célula inmortalizada, aspectos tales
como la purificacion y/o la subclonacion se facilitan mediante una clasificacién de células activadas por
fluorescencia u otra técnica de analisis o separacion por citometria de flujo. Otras técnicas, tales como la
separacion celular magnética, se pueden adaptar para utilizarse con las células y métodos de la presente
invencion.
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EJEMPLO 4. Determinacion de la inmunogenicidad y la eficacia de una vacuna viva modificada del PRRS.

[0068] En este ejemplo, se determina la inmunogenicidad y la eficacia de una vacuna del virus vivo modificado
del PRRS producida utilizando una linea celular macréfaga porcina. Se analiz6 una linea celular macréfaga
alveolar porcina. En un ejemplo concreto, se utilizaron las lineas celulares primarias macréfagas porcinas
UIMAC-FBAL-A y/o ZMAC. De manera alternativa, se pueden generar materiales iniciales independientes y/o
derivados, tales como transformantes de conformidad con la exposicién del presente documento.

[0069] Se selecciond y se produjo un candidato de MLV del PRRSV en relacién con una célula o linea celular
como se describe en el presente documento para generar material de MLV del PRRSV para la evaluacion del
ensayo clinico. Se llevd a cabo un estudio de vacunaciéon y provocacién con 32 cerdos de 4 semanas,
aleatoriamente distribuidos en cuatro grupos de n=8 por grupo. Los cerdos se obtuvieron de la piara de cerdos
sin virus del PRRS de la granja de investigacion veterinaria de la Universidad de lllinois y se aclimataron en una
instalacion de aislamiento durante una semana antes de iniciar el estudio.

[0070] Los animales de los grupos 1y 2 se inmunizaron una vez en la zona de los cuartos traseros con una dosis
de 5 x 10* unidades TCIDso en un volumen de 2 ml de la concentracion del MLV desarrollado en las células
UIMAC-FBAL-A o en las células MARC-145. A los animales del grupo 3 se les inyect6 una mezcla 50:50 de 2 ml
de sobrenadante de cultivo gastado de células UIMAC-FBAL-A y células MARC-145 simicas. Los animales del
grupo 4 no se trataron y sirvieron como controles. Como medicién de la inmunidad especifica del virus, se
tomaron muestras de sangre periférica de cada animal en las semanas 0, 2, 4, 6 y 8 después de la inmunizacion.
A partir de estas muestras, se obtuvieron suero y células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés) y se midi6 la intensidad de la respuesta inmune humoral y celular. El titulo de los anticuerpos
neutralizantes del virus presentes en el suero y la frecuencia de las células secretoras (SC, por sus siglas en
inglés) de interferén (IFN)-gamma especificas del virus del PRRS por separado frente a los dos aislados del virus
del PRRS parental FL-12 y NEB-1, un virus quimérico (Kwon B, 2006), y la cepa de provocacion virulenta
VR2385 (Opriessnig T, 2002).

[0071] Para medir el nivel de inmunidad protectora inducida por el material de la vacuna, a los animales de los
grupos 1-3 se les provocé el virus a las 6 semanas despues de la inmunizacion mediante instilaciéon de 2 ml de la
cepa del virus del PRRS virulenta VR2385 (dosis 10° TCIDso por 2 ml, administrada en alicuotas de 1 ml por fosa
nasal). Los animales del grupo 4 permanecieron sin vacunar y no se les provocé el virus para determinar los
parametros clinicos normales, asi como la apariencia normal de los pulmones. Los animales del grupo 3, sin
tratamiento previo con el virus del PRRS, serviran como los controles de la provocacion, para determinar la
severidad de la provocacion. El grado de inmunidad protectora producido por la vacuna se establecié basandose
en factores que incluyen la medicion de la temperatura corporal y el cambio de peso y la observancia de signos
clinicos, tales como sintomas respiratorios y de depresion. Estos parametros se monitorizaron diariamente
durante catorce dias. El nivel de viremia, la respuesta a IFN-gamma y el peso corporal se determinaron a los 0,
4, 7, 10 y 14 dias después de la provocacion. Catorce dias después de la provocacion, se sacrificd a los
animales y se determind la carga viral en el tejido pulmonar y el fluido del lavado broncoalveolar. Los cambios
patolégicos en el pulmén se evaluaron a niveles macro y microscopicos.

[0072] En otro experimento, se evalué la inmunogenicidad y la eficacia del material biol6gico generado a partir de
ZMAC. El material ZMAC se compar6 con el mismo virus de la vacuna pero desarrollado en las células MARC-
145. Con este proposito, se realizaron 3 pases en serie de la cepa del virus PrimePac en células ZMAC. El tercer
pase de este virus en las células ZMAC se utilizé para llevar a cabo el estudio de vacunacion comparativo de
este bioldgico con respecto al virus PrimePac desarrollado en células MARC-145. Las concentraciones de la
vacuna PrimePac desarrollada ya sea en las células ZMAC o en las células MARC 145 se prepararon a un titulo
de 10° TCIDso/ml. Los grupos de cerdos se inmunizaron con una dosis de 5 x 10* TCID50 en un volumen de 2 ml
de la concentracion del MLV desarrollado en las células UIMAC-FBAL-A o en las células MARC-145.

EJEMPLO 5. Utilizacion de una linea celular macréfaga alveolar porcina para producir una vacuna de un
virus vivo modificado del PRRS.

[0073] Introduccion. A mediados de 1994, se lanz6 la primera vacuna de MLV del PRRS (Ingelvac PRRS MLV).
Desde entonces, la utilizacion de virus atenuados como vacunas ha sido habitual en Norteamérica y Europa.
Estd aceptado que estos agentes son eficaces para conferir niveles adecuados de inmunidad protectora
homologa a la vez que confieren grados variables de proteccion contra la provocacion del virus mediante cepas
heterdlogas (Mengeling et al., 1996; Mengeling et al., 1999). De esta manera, existe una motivaciéon y un interés
dirigidos a un progreso adicional de las tecnologias de herramientas, vacunas y estrategias alternativas y
mejoradas y métodos en relacion con las mismas.

[0074] En este estudio, una linea celular macrofaga alveolar porcina, designada ZMAC-1, se utiliz6 para la
produccion de una vacuna de virus vivo modificado (MLV) del PRRS. Ademas, la eficacia del virus de la vacuna
desarrollado en este huésped porcino se comparoé con la propagada en la Unica linea celular distinta conocida al
inicio del presente estudio para soportar el desarrollo del virus del PRRS, a saber, la linea celular simica MA-104
y/o su derivado, la linea MARC-145.
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[0075] Inicialmente, se descubrié que las células ZMAC-1 eran facilmente susceptibles a la vacuna de MLV
Prime Pac PRRS (Schering-Plough Animal Health). Ademas, después del tercer pase del virus en las células
ZMAC-1, se obtuvo una produccién comparable con la conseguida cuando se utilizaron células MARC-145. Para
evaluar el potencial de la vacuna de ambos virus desarrollados en células ZMAC-1, se llevé a cabo un estudio de
inmunizacion-provocacion estdndar. En este caso, a seis credos de 8 semanas se les inyectd una dosis
equivalente de la vacuna Prime Pac desarrollada ya sea en las células ZMAC-1 o en las células MARC-145,
mientras que dos grupos adicionales de tres animales no se inmunizaron. Cuatro semanas después, a todos los
grupos vacunados y a un grupo sin tratamiento previo con el virus del PRRS se les provocé el virus con el
aislado NADC-20 del virus de “tormenta de abortos del PRRS atipica”. Un resultado del estudio fue que la
vacuna de MLV Prime Pac desarrollada en cualquiera de las lineas celulares fue igualmente efectiva en la
prevencion de la pérdida de peso corporal de los cerdos sin tratamiento previo con el virus del PRRS que habian
estado expuestos al virus heter6logo 7 dias antes. No obstante, el virus de la vacuna desarrollado en las células
ZMAC-1 fue significativamente mas efectivo que el desarrollado en MARC-145 para reducir la extensién de la
viremia y también para eliminar el virus virulento de los pulmones a los 7 y 10 dias después de la provocacion del
virus, respectivamente.

[0076] La observacion de que el tipo de linea celular utilizada para desarrollar la vacuna de MLV del PRRS
puede mejorar el nivel de inmunidad protectora producida por el mismo virus de vacuna contra un virus del PRRS
virulento genéticamente divergente tiene importantes implicaciones para la posibilidad de desarrollar una vacuna
altamente efectiva contra este patdégeno. A saber, los resultados de este estudio sugieren que la eficacia de una
vacuna del virus de MLV del PRRS no se determina solo, como se suele creer, por su similitud genética con
respecto al virus de provocacion, sino que también influye la manera en que se produce. Los resultados de este
estudio son significativos para demostrar que las células porcinas son Utiles para generar una vacuna de MLV
eficaz contra el virus del PRRS.

[0077] Resumen. Se gener6 una linea celular macréfaga alveolar porcina, designada ZMAC-1, y se examiné su
utilidad para elaborar una vacuna efectiva del virus vivo modificado (MLV) del PRRS. Se descubrié que esta linea
celular era 100 % susceptible a la infeccién por el virus del PRRS, como se demostré mediante la tincion de
inmunofluorescencia exitosa para proteinas virales a las 20 horas después de la infeccion. Ademas, basandose
en analisis de curvas de crecimiento de multiples etapas, se determind que el primer ciclo de replicacién del virus
del PRRS se complet6 a las 9 horas después de la infeccion, y la produccion de la progenie del virus durante el
segundo ciclo de replicacién a las 19 horas después de la infeccion.

[0078] Para comparar la eficacia de las concentraciones de la vacuna de MLV Prime Pac PRRS (Schering-
Plough Animal Health) preparada en la linea celular ZMAC-1 o en la linea celular simica MARC-145, se llev6 a
cabo un estudio de inmunizacién-provocacion estandar. A seis credos de 8 semanas se les vacund inicialmente
de manera intramuscular con una dosis equivalente (10* TCIDso) de la vacuna Prime Pac desarrollada en las
células ZMAC-1 o en las células MARC-145, mientras que dos grupos adicionales de tres animales no se
inmunizaron. A todos estos animales, asi como a uno de los dos grupos de controles no vacunados, se les
provoco el virus 4 semanas después con 10* TCIDs, del aislado NADC-20 del virus de “tormenta de abortos del
PRRS atipica”. Mientras que los animales no vacunados experimentaron una pérdida de peso corporal media de
-2,26 £ 1,81 kg (-5#4 Ib) a los 7 dias después de la provocacién del virus virulento, los controles sin tratamiento
previo con el virus del PRRS ganaron de media 8,93 + 2,72 kg (19,76 |b) durante este intervalo de tiempo. En
cambio, a los 7 dias después de la provocacion, los animales vacunados con el virus de MLV desarrollado en las
células ZMAC-1 o en las células MARC-145 mostraron un aumento de peso corporal medio de 3,71+ 2,35 y
4,21 £ 1,63 kg (8,215,2 y 9,3%3,6 Ib), respectivamente. De esta manera, estadisticamente, la vacuna de MLV
Prime Pac desarrollada en cualquier linea celular fue igualmente efectiva para reducir el efecto negativo de la
exposicion de los cerdos a un virus del PRRS altamente virulento en su crecimiento. Cabe sefalar que, los
andlisis de la carga viral en las muestras de suero y lavado pulmonar de los animales inmunizados contra el virus
del PRRS y a los que se les provoco el virus revelaron que el virus de la vacuna desarrollado en las células
ZMAC-1 fue significativamente (P=0,015) mas efectivo para reducir la extension de la viremia a los 7 dias
después de la provocacion y también para eliminar el virus virulento de sus pulmones a los 10 dias después de la
provocacion. La observacion de que el tipo de linea celular utilizada para desarrollar la vacuna de MLV del PRRS
puede mejorar el nivel de inmunidad protectora producida por este producto contra un virus del PRRS virulento
genéticamente divergente tiene implicaciones significativas para el desarrollo de una vacuna altamente efectiva
contra este patégeno. A saber, los resultados de este estudio sugieren que la eficacia de una vacuna del virus de
MLV del PRRS no se determina solo, como se suele creer, por su similitud genética con respecto al virus de
provocacion, sino que también influye la manera en que se produce.

[0079] Los objetivos de este estudio, al menos en parte, incluyeron la determinacién de (1) las caracteristicas del
desarrollo de las cepas del virus del PRRS atenuado en la linea celular macréfaga porcina ZMAC-1; y (2) la
inmunogenicidad y la eficacia de una vacuna del virus vivo modificado del PRRS producida en la linea celular
macréfaga porcina ZMAC-1.

Materiales y métodos
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[0080] Células. Se seleccionaron células macréfagas alveolares porcinas, por ejemplo, como se describe
adicionalmente en el presente documento, procedentes del lavado pulmonar de un feto de 58 dias obtenido de
una cerda libre de patdgenos especificos (SPF, por sus siglas en inglés). Las células se cultivaron en medio
RPMI-1640, se complementaron con suero fetal bovino al 10 %, piruvato de sodio y aminoacidos no esenciales, y
se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera de CO; al 5 %. Se estableci6 una linea celular, designada ZMAC-1, en
mayo de 2006 y ha estado continuamente desarrollandose desde entonces. Las concentraciones representativas
de subdivisiones temporales diferentes de esta linea celular se han criopreservado.

[0081] Virus. La vacuna de MLV Prime Pac PRRS (Schering-Plough Anlmal Health) se sometié secuencialmente
a tres pases en las células ZMAC-1. Aunque el titulo fue solo de 10* TCIDsy/ml después de los dos primeros
pases, el virus pareci6é haberse adaptado durante el tercer pase, puesto que el titulo aumenté a 10%2° TCIDso/ml.
Por consiguiente, esta progenie se utilizd para vacunacién. También se prepararon concentraciones de la vacuna
Prime Pac en células MARC-145 como se describio anteriormente (Osorio et al., 2006) y alcanzaron un titulo de
10°® TCIDso/ml. El aislado NADC-20 del virus de “tormenta de abortos del PRRS atipica” (Harms et al., 2001) se
desarrollé en células ZMAC-1 y mostré un titulo maximo de 10 TCIDso/ml.

[0082] Estudio de vacunacion y provocacion: Dieciocho cerdos SPF (libres de todos los patdgenos porcinos
principales incluyendo el virus del PRRS, micoplasma y circovirus) de 8 semanas se distribuyeron aleatoriamente
en 6 cubiculos de aislamiento (3 cerdos por cubiculo) en un departamento de la instalacion de biocontencién de
la Universidad de lllinois. A los animales de cuatro cubiculos se les inyectd una vez en la zona de los cuartos
traseros 2 ml de una solucién que contenia 10* TCIDso del virus Prime Pac desarrollado en células ZMAC-1 o en
células MARC-145, para un total de 2 cubiculos por formulacién de vacuna (6 cerdos en total). Los seis cerdos
restantes en los otros dos cubiculos no se inmunizaron y sirvieron como controles sin vacunar. Cuatro semanas
después de la vacunacion, a todos los anlmales inmunizados, asi como a tres de los cerdos de control alojados
en un cubiculo, se les provocé el virus con 10* TCIDso de cepa NADC-20 del virus del PRRS. Mientras que los
animales no vacunados a los que se les provoco el virus sirvieron para establecer la gravedad de la infeccién por
el virus del PRRS NADC-20, los cerdos sin tratamiento previo con el virus del PRRS del cubiculo restante se
utilizaron para proporcionar parametros clinicos normales de crecimiento y salud. El grado de inmunidad
protectora producido por la vacuna se determin6 basédndose en una comparacion de los cambios de peso
corporal y la aparicién de sintomas respiratorios y de depresion. Estos parametros se monitorizaron diariamente
durante diez dias después de la provocacion. El nivel de viremia se determind a los 0, 4, 7 y 10 dias después de
la provocacién midiendo las unidades infecciosas en las células MARC-145. Diez dias después de la
provocacion, se sacrifico a los animales y se determind la carga viral en el fluido del lavado broncoalveolar (BAL,
por sus siglas en inglés) utilizando PCR en tiempo real y métodos virolégicos como se describié anteriormente
(Zuckermann et al., 2007).

[0083] Analisis estadistico. Se utilizé el andlisis de varianza para determinar las diferencias significativas entre
los grupos de cerdos en relacién al aumento de peso. Las medias de los grupos se compararon mediante el
procedimiento de diferencia minima significativa de Fisher utilizando el software Stat View (SAS). Para minimizar
el efecto de las diferencias de peso corporal entre los animales en el momento de la provocacién, los datos se
calcularon como la diferencia entre el peso corporal de los animales en el momento de la provocacién y 7 dias
después.

Resultados

[0084] Objetivo 1. Determinar las caracteristicas de crecimiento de las cepas del virus del PRRS atenuado en la
linea celular macrofaga porcina ZMAC-1. La finalidad de este objetivo fue determinar la solidez de la linea celular
ZMAC-1 y su susceptibilidad a la infeccion por el virus del PRRS. Ademas, se traté de determinar las condiciones
Optimas para el desarrollo del virus del PRRS atenuado en las células ZMAC-1 y demostrar que las
concentraciones de la vacuna de MLV preparadas en esta linea celular se podrian utilizar para fines comerciales.

[0085] Caracterizacion de la linea celular macréfaga alveolar porcina ZMAC-1. La linea macréfaga ZMAC-1
mostré un patrén de desarrollo muy sélido con un tiempo de duplicacién de aproximadamente 72 horas (Fig. B1

esto corresponde a la Fig. 4A). Se pudo adaptar las células para que se desarrollaran en matraces de 75 cm? y
mantener este tipo de cultivo celular en produccién continua durante los ultimos 15 meses. Hasta la fecha, se
han generado mas de mil millones de células a partir de una poblacion inicial de unos pocos miles. Para asegurar
la perpetuidad de esta linea celular valiosa se han preparado mas de 100 concentraciones de células
congeladas. Cada lote tenia al menos 10 viales, y cada vial contenia al menos 2-3 millones de células. Después
de descongelar un vial representativo de cada lote, se determin6 que estos viales tenian >90 % de células
viables que mostraban un crecimiento vigoroso en los 4 dias posteriores al reinicio de su cultivo. Se confirmé que
esta linea celular era de origen porcino por la reactividad del 100 % de las células en la poblacion con el
anticuerpo monoclonal K252.1 E4, que es especifico para CD45 porcino (Schnitzlein y Zuckermann, 1998;
Zuckermann et al., 2001). Ademas, las células ZMAC-1 expresan los siguientes marcadores de superficie celular:
CD14, CD163, CD172, MHC clase Il, cuya presencia es caracteristica de los macréfagos (Fig. 2).
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[0086] La Figura B1 (corresponde a la Fig. 4A). Cinética de crecimiento de la linea celular ZMAC-1. Cultivos
establecidos de células ZMAC-1 en matraces de 75 cm? que contenian 2-3,2 x 10° células/ml de medio se
combinaron con un volumen igual de medio nuevo para conseguir una densidad celular de 1-1,6 x 10° células/ml.
Las células se contaron en los dias 0, 3 y 6 después de poner el medio nuevo en el matraz de cultivo.

[0087] Desarrollo del virus del PRRS en células ZMAC-1. La linea celular ZMAC-1 es 100 % susceptible a la
infeccion por el virus del PRRS, como se demostré mediante la tincion de inmunofluorescencia exitosa para
proteinas virales a las 20 horas después de la infeccion (Fig. B2; corresponde a la Fig. 5A). Ademas, se
determiné que el primer ciclo de replicacion del virus del PRRS se complet6 a las 9 horas después de la infeccién
(no se muestran los datos), y que la produccién maxima de la progenie del virus se alcanzé en el segundo ciclo
de replicacion a las 19 horas después de la infeccion (Fig. B3; corresponde a la Fig. 4B).

[0088] Figura B2 (corresponde a la Fig. 5A). Expresion de la proteina de la nucleocapside del virus del PRRS en
células ZMAC-1. A las 20 horas después de la infeccion con la cepa NADC-20 del virus del PRRS con una MOI
de 1, las células se fijaron y se tifieron con mAb SDOW17 de la nucleocapside del virus anti-PRRS marcado con
FITC.

[0089] Figura B3 (corresponde a la Fig. 4B). Curvas de crecimiento de mdltiples etapas del virus del PRRS en
células ZMAC-1. Una suspension de células ZMAC-1 a 1x10%/ml se infecté con una MOI de 0,02 con el aislado
del virus del PRRS atenuado PrimePac. Después de una hora de incubacion a 37 °C, el inéculo se retird
mediante centrifugacion y las células se suspendieron en el medio a una concentracion de 1x10%/ml. Se retir
0,1 ml de alicuotas en los tiempos indicados después de la infeccion y se utilizé para determinar la presencia del
virus infeccioso (TCIDsg en células MARC-145).

[0090] Objetivo 2. Determinar la inmunogenicidad y la eficacia de una vacuna del virus vivo modificado del PRRS
producida en la linea celular macréfaga porcina ZMAC-1. La finalidad de este objetivo fue comparar los niveles
de inmunidad protectora producida por la misma vacuna de MLV del PRRS, en este caso el virus del PRRS
Prime Pac, producido en la linea celular ZMAC-1 o en la linea celular MARC-145.

[0091] Para probar la eficacia de la vacuna del virus del PRRS Prime Pac, que se prepard en células ZMAC-1 o
en células MARC-145, se inmunizé a grupos de cerdos con un virus de vacuna derivado de una de las dos lineas
celulares o se les hizo un tratamiento simulado. En el momento de la provocacién, 4 semanas después de la
inmunizacion, el peso corporal medio de los 18 cerdos del estudio fue 53,07 £+ 3,90 kg (117£8,6 Ib). Puesto que
no se observaron diferencias significativas entre el peso corporal medio de los animales vacunados y no
vacunados, la vacunacion con el MLV propagado en células ZMAC-1 o en las células MARC-145 no tuvo un
impacto evidente en el crecimiento de los animales. En cambio, a los 7 dias después de la provocacion con el
aislado NADC-20 virulento, los cerdos no vacunados tuvieron una pérdida de peso corporal media de
-2,26 £ 1,81 kg (-5%4 Ib), mientras que los animales a los que no se les provoco el virus ganaron de media
8,93 £ 2,72 kg (19,746 Ib) (Fig. 6). También se observé un aumento de peso corporal medio de 3,71+ 2,35 y
4,21 + 1,63 kg (8,25,2 y 9,313,6 Ib), que no fue estadisticamente diferente entre si, para los grupos que habian
recibido previamente la vacuna del virus de MLV preparada en las células ZMAC-1 o en las células MARC-145,
respectivamente. De esta manera, independientemente del tipo de célula utilizada para propagar el virus, la
vacuna de MLV Prime Pac fue igualmente efectiva para reducir el efecto negativo de la exposicion al virus del
PRRS virulento en el crecimiento, como se demostrd por la pérdida de peso corporal significativa de los cerdos
sin tratamiento previo con el virus del PRRS que habian estado expuestos a un virus virulento heterélogo 7 dias
antes. Cabe senalar que, los andlisis de la carga viral en las muestras de suero y lavado pulmonar de los
animales inmunizados contra el virus del PRRS a los que se les provocé el virus revelaron que el virus de la
vacuna desarrollado en las células ZMAC-1 fue significativamente (P=0,015) méas efectivo para reducir la
extensién de la viremia a los 7 dias después de la provocacion (Figura 7) y también para eliminar el virus
virulento de sus pulmones a los 10 dias después de la provocacion (Figura 8).

[0092] Figura 6. Cambio de peso en cerdos después de la exposicion al virus del PRRS natural. Los pesos
corporales de los animales sin tratamiento previo con el virus del PRRS (n=3) e inmunizados (n=6 para cada tipo
de vacuna generada mediante células) se midieron inmediatamente antes y a los 7 dias después de la
provocacion con el aislado NADC-20 del virus del PRRS natural. También se realizaron mediciones en estos
momentos para los animales sin tratamiento previo con el virus del PRRS a los que no se les provoco el virus
(n=3). Se promediaron los cambios de peso durante el intervalo de 7 dias para los miembros de cada grupo y se
muestran estos valores * el error estandar. Un asterisco (*) indica que la media del grupo es estadisticamente
diferente (P<0,01) de los animales de control sin tratamiento previo con el virus del PRRS a los que se les
provoco el virus. Se utilizan dos asteriscos (**) para indicar que la media del grupo es estadisticamente diferente
(P<0,01) de los animales de control sin tratamiento previo con el virus del PRRS a los que no se les provoco el
virus.

[0093] Figura 7. Extensién y frecuencia de viremia en cerdos después de la exposicion al virus del PRRS natural.
Se tomaron muestras de suero de animales sin tratamiento previo con el virus del PRRS e inmunizados
inmediatamente antes de y en los dias indicados después de la provocacién con el aislado NADC-20 del virus del

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2560432713

PRRS natural. También se tomaron muestras en estos momentos para los animales sin tratamiento previo con el
virus del PRRS a los que no se les provocé el virus. El nivel de carga viral en el suero se determind realizando
una titulacién en las células MARC-145 y después se hizo el promedio. Los datos representan el nivel medio de
viremia para cada grupo. La proporcién al lado de los simbolos indica el nimero de cerdos virémicos
(numerador) y el nimero total de cerdos por grupo (denominador).

[0094] Figura 8. Carga viral en el lavado broncoalveolar de cerdos después de la exposicion al virus del PRRS
natural. Se recogi6 el lavado broncoalveolar de los pulmones de los cerdos sin tratamiento previo con el virus del
PRRS y previamente inmunizados a los 10 dias después de la provocacién con el aislado NADC-20 del virus del
PRRS natural. También se obtuvieron muestras en este momento de animales sin tratamiento previo con el virus
del PRRS a los que no se les provoco el virus. El nivel de carga viral en el lavado broncoalveolar de cada animal
se determind realizando una titulacién en las células MARC-145.

Andlisis

[0095] La observaciéon de que la linea celular utilizada para desarrollar la misma cepa de la vacuna de MLV del
PRRS puede mejorar el nivel de inmunidad protectora producida por este producto contra un virus del PRRS
virulento genéticamente divergente tiene importantes implicaciones para desarrollar una vacuna altamente
efectiva contra este patégeno. A saber, los resultados de este estudio sugieren que la eficacia de una vacuna del
virus de MLV del PRRS no se determina solo, como se suele creer, por su similitud genética con respecto al virus
de provocacion, sino que también influye la manera en que se produce. Una interpretacién razonable de las
observaciones descritas anteriormente es que las propiedades bioldgicas del virus de la vacuna se modificaron
de manera positiva simplemente desarrollandose en células ZMAC-1. Por consiguiente, se desarroll6 una
respuesta inmune protectora mas efectiva en los animales vacunados. De esta manera, los resultados de este
estudio demuestran que se puede crear una vacuna de MLV mas efectiva contra el virus del PRRS.
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EJEMPLO 6. Materiales celulares y desarrollo de las células

[0097] Materiales celulares. Se prepararon células designadas como ZMAC-1 y se depositaron en una autoridad
internacional de deposito reconocida, la American Type Culture Collection (ATCC; 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia, Estados Unidos de América) de conformidad con el Tratado de Budapest. El nimero de
acceso es el depdsito de patente ATCC N.® PTA-8764 para células caracterizadas por ser de origen de tejido
pulmonar Sus scrofa (cerdo/porcino). De acuerdo con el documento de certificado de depdsito de la ATCC con
fecha del 7 de diciembre de 2007, (Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de
Microorganismos a los fines del Procedimiento en materia de Patentes; Formulario internacional; Recibo en caso
de deposito inicial emitido de conformidad con la regla 7.3 y Declaracion de viabilidad emitida de conformidad
con la regla 10.2), la fecha de recibo del cultivo es el 14 de noviembre de 2007 para la designacién del deposito
de patente ATCC® PTA-8764.

[0098] Desarrollo de las células. En modos de realizacion de la invencion, se cultivan in vitro células tales como
las células ZMAC-1. En general, se aplican los principios de cultivo de células de mamiferos. Por ejemplo, las
células se pueden cultivar en presencia de antibiéticos; se utiliza gentamicina pero no se requiere
necesariamente.

[0099] Las células se preparan como sigue (medio de cultivo: RPMI-1640 complementado con suero fetal bovino
al 10 %, piruvato de sodio (1 mM; Mediatech Cellgro, Cat. N.2 25-000-C1), amino&cidos no esenciales (1 X;
Mediatech Cellgro Cat. N.? 25-025-C1) y gentamicina (50 mcg/ml; Gibco, Cat. N.?2 15750-060). Las células se
mantuvieron a concentraciones celulares de aproximadamente 1 a 5 x 10e5 por ml. Estas células se desarrollan
generalmente en suspension. Se pueden desarrollar colonias separadas de células de baja adherencia, pero la
mayoria de las células se desarrollara en suspension. Los cultivos normales produciran grupos de células
flotantes. Para reducir la adherencia, el tipo preferido de matraz de cultivo es el matraz de cultivo de tejidos
Sarstedt para células en suspension con tapa con ventilacion PE (Cat. No. 83.1813.502). Se pueden recoger los
matraces establecidos cada 4-5 dias con retirada de 2/3 del fluido y adicion de medio de cultivo nuevo. Se
establecen matraces nuevos afadiendo al menos 3-6 millones de células en un volumen de 20 ml en un matraz
T25 (minimo de 1,5 x 10e5 células/ml). El desarrollo se puede mejorar afiadiendo 2-10 ng/ml de factor
estimulante de colonias de macréfagos (raton; producto Sigma-Aldrich N.2 M9170). La congelacién de las células
se puede conseguir mezclando volimenes iguales de suspensiones de células heladas a 4-8 millones de células
por ml y medio de congelaciéon helado (suero al 90 %, DMSO al 10 %). Se rellenan crioviales helados con las
células suspendidas en medio de congelacién y se mantiene a temperatura helada durante el proceso.

[0100] La Figura 9 ilustra el desarrollo de células ZMAC-1 en presencia de factores de crecimiento. Se cultivaron
células ZMAC-1 a 1,2 x 10° células por ml durante 8 dias sin factor de crecimiento exégeno o en presencia de la
concentracién indicada de un factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF) o un factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GMCSF). La concentracion de células se determiné con la ayuda de un
hemocitémetro al cuarto y octavo dia de cultivo. El eje-y indica células/ml (x10°).

[0101] En un modo de realizacién, una célula de la invencion se representa mediante una célula designada como
ZMAC-1 o un depo6sito en la American Type Culture Collection designado como depésito de patente ATCC
N.2 PTA-8764 o un derivado del mismo.

EJEMPLO 7. Generacion de materiales celulares y métodos de aislamiento a partir de muestras porcinas
fetales.

[0102] Se desarrollaron composiciones y métodos adicionales. En un intento independiente, se derivaron
materiales de una cerda con 60 dias de gestacion de una piara porcina de la granja de investigacién de medicina
veterinaria de la Universidad de lllinois (identificada como Cerda nimero 5850). Después de la eutanasia, se
retird el Utero de manera aséptica de la cavidad abdominal y se transporté al laboratorio de cultivos celulares. Se
realizaron manipulaciones en general utilizando una cabina de bioseguridad en condiciones de esterilidad. Se
recogieron seis fetos de manera aséptica del Utero y se colocaron en placas de Petri de plastico. Los érganos
pulmonares, con la traquea intacta y unida al pulmén, se diseccionaron del corazon, el eso6fago y otras
membranas. La parte exterior del pulmén se enjuagé minuciosamente con una solucion salina equilibrada estéril
de Hank (HBSS, por sus siglas en inglés) para eliminar cualquier sangre visible y otros tejidos restantes
contaminantes. Las células de las vias respiratorias de los pulmones de cada uno de los 6 fetos se aislaron por
separado mediante lavado broncoalveolar colocando el pulmén en una placa de Petri limpia y estéril y rellenando
las vias respiratorias con 10 ml de HBSS estéril. Los 10 ml de HBSS se propulsaron en el interior del pulmén con
la ayuda de una jeringa de 10 cc y una aguja de 18 g de 2,54 cm (1 pulgada), que se insertd a través del lumen
de la traquea. El fluido se propulsd gradualmente a través de la trdquea mientras se realiz6 un constrefiimiento
mediante compresion con forceps para evitar el reflujo del HBSS, provocando que los pulmones se volvieran
visiblemente hinchados con el fluido. Después, el fluido que contenia las células del lavado pulmonar se
autoexpulsé del pulmén simplemente liberando la compresion de la traquea. La suspension celular recogida en la
placa de Petri se transfirio a un tubo de plastico conico estéril de 15 ml, y se reforzé con 3-4 ml de Ficoll-Hypaque
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1077 caliente. Inmediatamente después, se purificd la suspension celular mediante centrifugacién isopicnica
(400 g durante 30 minutos a temperatura ambiente).

[0103] En un modo de realizacién, las células se pueden purificar mediante centrifugacion isopicnica utilizando
Ficoll-Hypaque 1077 el dia del aislamiento o en un momento posterior, por ejemplo, 1, 2 0 3 semanas después.
Se reconoce que este procedimiento de purificacién puede facilitar la eliminacién de ciertos componentes tales
como, glébulos rojos, y potencialmente otro material, presentes en una preparacion original. El grupo de células
obtenidas después de la centrifugacion en la interfaz entre el Ficoll-Hypaque 1077 y el medio se recogid y se lavo
con HBSS dos veces y las células se recuperaron cada vez mediante centrifugacion. Después de la segunda
centrifugacién, el sedimento celular recuperado de cada lavado pulmonar fetal se suspendié en medio de cultivo:
RPMI-1640 complementado con suero fetal bovino al 10 %, piruvato de sodio (1 mM; Mediatech Cellgro, Cat. N.°
25-000-C1), aminodacidos no esenciales (1X; Mediatech Cellgro Cat. N.? 25-025-C1), y se colocé de manera
independiente en un pocillo de una placa de 6 pocillos (Sarstedt) para cultivo en suspensién. Cada pocillo se
marcé del 1-6 para identificar las células purificadas de manera independiente de cada uno de los seis fetos.
Aunque en este intento se recuperaron muy pocas células y muy pequenas (<100) después del procedimiento de
centrifugacién isopicnica, a los 14 dias posteriores al establecimiento de los cultivos iniciales, se observ6 un
desarrollo significativo en cada pocillo. Puesto que las progenitoras de macréfagos recogidas del pulmoén fetal
eran aparentemente muy pequefias y podrian tener una densidad mayor a 1,077 (yendo de esta manera a través
del medio de densidad hacia al fondo del tubo durante la centrifugacion isopicnica), en el caso del feto #1, el
sedimento de glébulos rojos obtenido después de la centrifugacion isopicnica se recogié también y se colocé en
cultivo y se marcé P1. En este caso, aunque el tipo celular predominante al inicio del cultivo consistié en glébulos
rojos, se observé un nimero pequefio de células mononucleares muy pequenas. A los 16 y 24 dias posteriores al
inicio del cultivo, el desarrollo de las células derivadas del lavado pulmonar del feto #4 mostré un desarrollo
suficiente para merecer la division en nuevos pocillos de una placa de 6 pocillos. Las células derivadas de este
cultivo se denominaron ZMAC1107-4. De manera similar, el desarrollo en el pocillo marcado como P1, que se
derivé del sedimento de glébulos rojos, fue claramente evidente a los 36 dias posteriores al inicio del cultivo y
también se dividi6 en 2 pocillos. Las células derivadas de este cultivo se denominaron ZMAC1107-P1. El
desarrollo de las células fue evidente por la presencia de grupos de células que constaban de 2, 4, 8, 16 0 mas
células por grupo.

[0104] A los 37 dias posteriores al inicio del cultivo de ZMAC1107-4, el medio de cultivo para esta linea celular
se complementd en uno de los pocillos duplicados con 10 ng/ml de factor estimulante de colonias de macréfagos
(raton; producto Sigma-Aldrich N.2 M9170). Siete dias después, resultd evidente que el desarrollo de las células
ZMAC1107-4 habia sido significativamente ayudado en esta etapa temprana de cultivo por la complementacién
exodgena con el factor de crecimiento, y, a partir de entonces, el medio de todos los cultivos se complementé con
MCSF a 5-10 ng/ml. Los cultivos se alimentaron cada 4-6 dias eliminando mediante aspiracion la mitad del
volumen del cultivo celular y sustituyéndolo con medio nuevo complementado con el factor de crecimiento. El
crecimiento sélido de ambas lineas ZMAC 1107-4 y ZMAC 1107-P1 fue evidente por la formacion de colonias
celulares que se desarrollaron en suspension y poco unidas a la superficie de cultivo.

[0105] En otro intento independiente, se desarrollaron composiciones y métodos adicionales. Una cerda
identificada como numero 9093 con 54 dias de gestacién se obtuvo de la piara porcina de la granja de
investigacion de medicina veterinaria de la Universidad de lllinois. Después de la eutanasia, se retir6 el Utero de
manera aséptica de la cavidad abdominal y se transport6 al laboratorio de cultivos celulares. Todas las
manipulaciones de este momento en adelante se realizaron dentro de una cabina de bioseguridad en
condiciones de esterilidad. Se recogieron ocho fetos de manera aséptica del Utero y se colocaron en placas de
Petri de plastico y sus pulmones, con la traquea intacta y unida al pulmén, se diseccionaron del corazén, el
esofago y otras membranas. La parte exterior del pulmén se enjuagé minuciosamente con HBSS para eliminar
cualquier sangre visible y otros tejidos restantes contaminantes. Las células de las vias respiratorias de los
pulmones de cada uno de los ocho fetos se aislaron por separado mediante lavado broncoalveolar colocando el
pulmén en una placa de Petri limpia y estéril y rellenando las vias respiratorias con 10 ml de solucién salina
equilibrada estéril de Hank (HBSS). Los 10 ml de HBSS se propulsaron en el interior del pulmén con la ayuda de
una jeringa de 10 cc y una aguja de 18 g de 2,54 cm (1 pulgada), que se insert6 a través del lumen de la traquea.
El fluido se propulsé gradualmente a través de la traquea mientras se comprimia con férceps para evitar el reflujo
del HBSS, provocando que los pulmones se volvieran visiblemente hinchados con el fluido. Después, el fluido
que contenia las células del lavado pulmonar se autoexpuls6 del pulmén simplemente reduciendo la compresion
de la traquea. En algunos casos, el pulmén se presion6 gradualmente con la punta roma de unas tijeras para
ayudar a expulsar el fluido de lavado restante. La suspensién celular recogida en la placa de Petri se transfirio a
un tubo de plastico conico estéril de 15 ml, y se centrifugé durante 10 minutos a 1500 RPM en una centrifugadora
clinica de mesa. El sedimento celular recuperado de cada lavado pulmonar fetal se suspendi6 en medio de
cultivo: RPMI-1640 complementado con suero fetal bovino al 10 %, piruvato de sodio (1 mM; Mediatech Celligro,
Cat. N.2 25-000-C1), aminoacidos no esenciales (1X; Mediatech Cellgro Cat. N.® 25-025-C1), y se coloc6 de
manera independiente en un pocillo de una placa de 6 pocillos (Sarstedt) para cultivo en suspension. Cada
pocillo se marcé del 1-8 para identificar las células purificadas de manera independiente de cada uno de los ocho
fetos. Aproximadamente 10 000 células se colocaron inicialmente en cultivo procedentes de cada lavado

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2560432713

pulmonar fetal. El desarrollo en estos cultivos fue evidente a los 5 dias. Grandes grupos de células fueron
evidentes en los cultivos derivados de los fetos #1, 3,6, 7 y 8.

[0106] A los 12 dias posteriores al inicio del cultivo, las células no adherentes y de baja adherencia de los 8
cultivos celulares de lavado pulmonar fetal se recogieron pipeteando gradualmente y se purificaron mediante
centrifugacién isopicnica utilizando Ficoll-Hypaque 1077. Esto se consigui6 transfiriendo la suspension celular a
un tubo de plastico conico estéril de 15 ml, que se reforzé con 3-4 ml de Ficoll-Hypaque 1077 caliente y después
se centrifugé a 400 g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se obtuvo un grupo de células claramente
visible después de la centrifugacion en la interfaz entre el Ficoll-Hypaque 1077. El medio se recogi6 y se lavé con
HBSS dos veces, y las células se recuperaron cada vez mediante centrifugacién. Después de la segunda
centrifugacién, el sedimento celular recuperado de cada cultivo de lavado pulmonar fetal individual se suspendio
en 3 ml de medio de cultivo: RPMI-1640 complementado con suero fetal bovino al 10 %, piruvato de sodio
(1 mM; Mediatech Cellgro, Cat. N.2 25-000-C1), aminoacidos no esenciales (1X; Mediatech Cellgro Cat. N.? 25-
025-C1), y se coloc6 de manera independiente en un pocillo de una placa de 6 pocillos (Sarstedt) para cultivo en
suspensién y se marcé del 1-8, lo cual correspondia directamente al marcado original de los cultivos. Cinco dias
después, todos los cultivos celulares se alimentaron con 2 cc de medio de cultivo nuevo. Nueve dias después, un
desarrollo significativo de células en suspension, asi como células adherentes, fue evidente en cultivos derivados
de los cultivos celulares de lavado pulmonar fetal con las marcas 3 y 6, que mostraron un nimero significativo de
colonias de macréfagos que se desarrollaron en suspension, asi como macréfagos redondos poco adherentes.
Se observaron varias células sincitiales esféricas grandes, rodeadas por pequefios macréfagos que formaban
una estructura que aparecia como una corona celular. A los 26 dias posteriores al inicio del cultivo, los cultivos
celulares se alimentaron con medio nuevo complementado con 5 ng/ml de MCSF (ratén; producto Sigma-Aldrich
N.2 M9170). Cinco dias después, un desarrollo sélido de las colonias de macréfagos celulares que se
desarrollaban en suspension, asi como las poco adherentes en la superficie de la placa de cultivo, se observé en
los cultivos derivados de los fetos #3, #6 y #8. Estas lineas se denominaron ZMAC1207-3, ZMAC1207-6 y
ZMAC1207-8 respectivamente y se expandieron unos pocos dias después transfiriéndolas a matraces T75 en
medio de cultivo complementado con 5-10 ng/ml de MCSF.

DECLARACIONES SOBRE LA INCORPORACION POR REFERENCIA Y VARIACIONES

[0107] En el caso de cualquier contradiccion entre las referencias citadas y la exposicion de la presente solicitud,
la exposicion del presente documento tiene prioridad. Algunas referencias proporcionadas en el presente
documento se incorporan por referencia para proporcionar informacion, por ejemplo, detalles sobre fuentes de
materiales iniciales, materiales iniciales adicionales, reactivos adicionales, métodos de sintesis adicionales,
métodos de andlisis adicionales, materiales biolodgicos adicionales, células adicionales y usos adicionales de la
invencion.

[0108] Todas las patentes y publicaciones mencionadas en el presente documento son indicativas de los niveles
de experiencia de los expertos en la materia a la que pertenece la invencion. Las referencias citadas en el
presente documento pueden indicar el estado de la técnica a partir de su fecha de publicacion o presentacion, y
se pretende que esta informacion se pueda emplear en el presente documento, en caso necesario, para excluir
modos de realizacion especificos que sean de la técnica anterior. Por ejemplo, cuando se reivindica la
composicién de materia en el presente documento, debe entenderse que no se pretende que los compuestos
conocidos y disponibles en la técnica anterior a la invencién del solicitante, incluyendo los compuestos para los
que se proporciona una exposicion habilitante en las referencias citadas en el presente documento, se incluyan
en las reivindicaciones de composicién de materia del presente documento.

[0109] Cualquier apéndice o apéndices aqui presentes se incorporan por referencia como parte de la memoria
y/o los dibujos.

[0110] Cuando los términos “comprenden”, “comprende”, “comprendido” o “que comprende” se utilizan en el
presente documento, estos han de interpretarse como que especifican la presencia de las caracteristicas, los
nameros enteros, las etapas o los componentes establecidos a los que se hace referencia, pero no excluyen la
presencia o la adicién de otra u otras caracteristicas, nimeros enteros, etapas, componentes o grupos de los
mismos. De esta manera, como se utiliza en el presente documento, comprender es sin6nimo de incluir,
contener, tener o caracterizarse por, y es inclusivo o abierto. Como se utiliza en el presente documento, “que
consta de” excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente, etc. no especificado en la descripcion de la
reivindicacién. Como se utiliza en el presente documento, “que consta esencialmente de” no excluye materiales o
etapas que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y nuevas de la reivindicacion (por ejemplo,
relacionadas con el principio activo). En cada caso del presente documento, cualquiera de los términos “que
comprende”, “que consta esencialmente de” y “que consta de” se puede sustituir por cualquiera de los otros dos
términos, describiendo de esta manera modos de realizacién y/o alcances distintos que no son necesariamente
coextensivos. La invencion descrita de manera ilustrativa en el presente documento se puede practicar de
manera adecuada en ausencia de cualquier elemento o elementos o limitacion o limitaciones no descritos
especificamente en el presente documento.
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[0111] Siempre que se expone un intervalo en el presente documento, por ejemplo, un intervalo de temperatura,
un intervalo de tiempo, un intervalo de composiciéon o concentracién, u otro intervalo de valor, etc., se pretende
que todos los intervalos y subintervalos intermedios, asi como todos los valores individuales incluidos en los
intervalos dados, se incluyan en la exposicion. La presente invenciéon no se ha de limitar por los modos de
realizacién expuestos, incluyendo cualquiera mostrado en los dibujos o ejemplificado en la memoria, que se
proporcionan a modo de ejemplo o ilustracion y no de limitacion. Se entendera que cualquier subintervalo o valor
individual en un intervalo o subintervalo que esté incluido en la descripciéon del presente documento se puede
excluir de las reivindicaciones del presente documento.

[0112] La invencion se ha descrito con referencia a varios modos de realizacidon y técnicas especificos y/o
preferidos. Resultara evidente para un experto en la materia que las composiciones, métodos, dispositivos,
elementos de dispositivos, materiales, procedimientos y técnicas distintos a los descritos especificamente en el
presente documento se pueden emplear en la practica de la invencibn como se expone ampliamente en el
presente documento sin recurrir a experimentacion indebida; esto se puede extender, por ejemplo, a materiales
iniciales, materiales bioldgicos, reactivos, métodos sintéticos, métodos de purificacién, métodos analiticos,
métodos de ensayo, y métodos biol6gicos distintos de los especificamente ejemplificados. Se pretende que todos
los equivalentes funcionales de lo anterior conocidos en la técnica (por ejemplo, composiciones, métodos,
dispositivos, elementos de dispositivos, materiales, procedimientos y técnicas, etc.) descritos en el presente
documento estén abarcados por la presente invencion. Los términos y las expresiones que se han empleado se
utilizan como términos de descripcion y no de limitacién, y no existe intencion en el uso de dichos términos y
expresiones de excluir ningln equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas,
pero se reconoce que son posibles varias modificaciones dentro del alcance de la invencion reivindicada. De esta
manera, debe entenderse que, aunque la presente invencién se ha expuesto de manera especifica mediante
modos de realizacién, modos de realizacién preferidos y caracteristicas opcionales, los expertos en la materia
pueden recurrir a la modificacion y la variacién de los conceptos expuestos en el presente documento, y que se
considera que dichas modificaciones y variaciones estan dentro del alcance de la presente invencién como se
define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Célula macréfaga alveolar porcina fetal aislada capaz de reproducir el virus del PRRS, donde la célula es
ZMAC-1, un deposito en la American Type Culture Collection designado como depédsito de patente ATCC N.°
PTA-8764 o un derivado del mismo, o una variante de célula inmortalizada o un derivado de dicha célula, donde
dicha célula derivada de la misma, variante o derivado es capaz de reproducir el virus del PRRS.

2. Método para generar progenie de un virus del PRRS que comprende:

a) proporcionar una célula macréfaga alveolar porcina fetal aislada o purificada capaz de replicar el virus del
PRRS, donde dicha célula se cultiva durante al menos 5 pases, donde dicha célula se obtiene opcionalmente
de un animal individual;

b) exponer dicha célula a dicho virus del PRRS; y

¢) permitir que el virus del PRRS se replique en la célula;

generando de esta manera progenie del virus del PRRS.

3. Método para producir una vacuna contra el PRRS, que comprende proporcionar una cepa de virus vivo
modificado (MLV) del PRRSV, y desarrollar dicha cepa de MLV en una célula macréfaga alveolar porcina fetal
aislada o purificada capaz de replicar dicha cepa de MLV del PRRSV, donde dicha célula es una célula primaria,
una poblacion celular, una linea celular o una variante o un derivado de la misma y donde dicha célula o variante
o derivado es capaz de reproducir el virus del PRRS.

4. Método de conformidad con la reivindicacién 2 o 3, donde la célula estd representada por la célula de
conformidad con la reivindicacion 1.

5. Método para desarrollar un virus del PRRS, que comprende:

(a) aislar una célula macréfaga de un pulmén fetal porcino, donde dicho aislamiento comprende por etapas
proporcionar un sujeto fetal porcino; obtener de dicho sujeto una muestra de lavado broncoalveolar que
contenga células, y separar un componente celular de dicha muestra;

(b) cultivar dicha célula; y

(c) poner en contacto dicha célula con dicho virus para permitir la replicacion viral;

desarrollando de esta manera el virus.

6. Método de conformidad con la reivindicacion 5, donde dicho cultivo comprende pasar dicha célula durante al
menos 5 pases y/o desarrollar dicha célula durante al menos 10 dias de cultivo continuo.

7. Composicion que comprende un virus del PRRS desarrollado en una célula macréfaga alveolar porcina fetal
aislada capaz de reproducir el virus del PRRS, donde la célula se obtiene de un animal individual y se cultiva
durante al menos 5, 10, 20 o 50 pases.

8. Método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones de la 2 a la 6, que comprende ademas poner en
contacto dicha célula con una composicién de factor de crecimiento.

9. Método de conformidad con la reivindicacion 8, donde dicha composicién de factor de crecimiento comprende
un factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF) o un factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GMCSF).

10. Vacuna producida a partir del desarrollo de un virus que es un virus del PRRS, una cepa de vacuna del virus
del PRRS o un virus vivo modificado del PRRS en una célula del depésito de patente ATCC N.2 PTA-8764 o una
célula derivada del mismo, donde dicha célula o célula derivada del mismo es capaz de reproducir el virus del
PRRS.

11. Composicién de conformidad con la reivindicacion 7, donde el virus del PRRS se desarrolla en la célula de
conformidad con la reivindicacion 1.
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Cinética de crecimiento de la linea celular ZMAC
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