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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "COMPOSI-
CAO IMUNOGENICA, VACINA, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, POLI-
PEPTIDEO DE FUSAO E USO DAS TRES PRIMEIRAS".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a antigenos induzidos por inani¢ao ou

novos polipeptideos de fusdo de polipeptideos imunogénicos com base nos poli-
peptideos derivados de Mycobacterium tuberculosis induzidos durante a inanigéo,
o uso de um ou mais dos polipeptideos de fusdo ou antigenos induzidos por inani-
¢do da invengéo para a preparagdo de uma composigdo imunogénica, vacina ou
composicao farmacéutica a ser usada para administragdo a uma pessoa / animal e
as composi¢des imunogénicas, vacinas ou composigdes farmacéuticas como tais.
ANTECEDENTES GERAIS

A tuberculose humana causada por Mycobacterium tuberculosis

(M. tuberculosis) € um problema grave de saude global, responsavel por a-
proximadamente 3 milhdes de mortes anuais, de acordo com a WHO. A inci-
déncia mundial de novos casos de tuberculose (TB) foi decrescente durante
os anos de 60 e 70, mas durante os ultimos anos esta tendéncia tem marca-
damente se modificado em parte devido ao advento da AIDS e do surgimen-
to de cepas resistentes a multiplos farmacos de M. tuberculosis.

A Unica vacina atualmente disponivel para uso clinico € a BCG,
uma vacina cuja eficacia permanece uma matéria de controvérisa. A BCG
geralmente induz um nivel elevado de resisténcia adquirida em modelos a-
nimais de TB, e em seres humanos é protetora contra formas disseminadas
de tuberculose tais como meningite e tuberculose miliar. Quando administra-
da em criangas novas € protetiva contra a tuberculose durante anos, mas
depois a eficacia se desvanece. A comparagdo de varios testes controlados
revelou que a eficacia de prote¢do da BCG em adultos variou dramaticamen-
te com uma faixa de eficacia de ineficaz a 80 % de protegao. Isto torna o
desenvolvimento de uma nova e melhorada vacina contra a M. tuberculosis
um assunto urgente, que foi dada uma prioridade muito elevada pelo WHO.

Muitas tentativas de definir as substancias micobacterianas pro-

tetoras tém sido feitas, e diferentes investigadores tém relatado resisténcia
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aumentada apo6s a vacinagdo experimental. A M. tuberculosis possui, assim
como secreta, varias proteinas de relevancia potencial para a geragao de
uma nova vacina de M. tuberculosis. A pesquisa de moléculas candidatas
tem principalmente focalizado sobre as proteinas liberadas de bactérias divi- -
soras. A despeito da caracterizacdo de um grande nimero de tais proteinas,
apenas algumas destas foram demonstradas de induzir uma resposta imune
protetiva como vacinas de subunidade em modelos animais, mais notavel-
mente ESAT-6 e Ag85 (Brandt et al 2000). No entanto, a demonstragao de
uma resposta imune protetiva a longo prazo especifica com a poténcia de
BCG ou a capacidade de refor¢o em uma pessoa vacinada com BCG ainda
nao foi alcancada. Na melhor das hipdteses, o reforgo de BCG com BCG
ndo possui nenhum efeito [Colditz 1994]. O refor¢o de BCG tem sido feito
com Ag85a (Brooks et al 1Al 2001; WO 0204018) em uma cepa de camun-
dongo congénita que leva a alguma prote¢do, embora comparado com a
BCG isoladamente néo foi significativamente melhor. Visto que a BCG ne-
cessita dividir e secretar proteinas de modo a induzir uma resposta imune
proteﬁva, a falta de efeito reforgador é principalmente devido a sensibilizagao
com as micobactérias ambientais ou uma resposta imune residual da vaci-
nacdo de BCG primaria. Ambos os eventos levam a uma rapida resposta
imune contra a BCG e, portanto, inibigao rapida do desenvolvimento e elimi-
nacao da BCG.

O curso de uma infeccao de M. tuberculosis segue essencial-
mente através de 3 fases. Durante a fase aguda, as bactérias proliferam nos
orgaos, até que a resposta imune aumenta. Os linfocitos CD4 T especifica-
mente sensibilizados media o controle da infeccao, e a molécula mediadora
mais importante parece ser o interferon gama (INF-gama). As cargas- bacte-
rianas comegam a declinar e uma fase latente é estabelecida onde a carga
bacteriana ¢ mantida estavel em um nivel baixo. Nesta fase a M. tuberculo-
sis vai da multiplicacao ativa a laténcia, essencialmente se tornando nao-
replicativa e permanecendo dentro do granuloma. Em alguns casos, a infec-
cao vai até fase de reativagdo, onde as bactérias latentes comegam a se

replicar novamente. Foi sugerido que a transicao de M. tuberculosis da in-
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feccdo primaria até a laténcia é acompanhada por mudangas na expressao
genética (Honer zu Bentrup, 2001). E também provavel que as mudangas na
especificidade de antigeno da resposta imune ocorram, quando as bactérias
modulam a expressdo genética durante a sua transicao de replicagédo ativa a
laténcia. A natureza completa de resposta imune que controla a infecgao
latente e os fatores que levam a reativagdo sdo grandemente desconheci-
dos. No entanto, existe alguma evidéncia para uma mudanca nos tipos celu-
lares dominantes responséaveis. Embora as células CD4 T sejam essenciais
e suficientes para o controle da infecgdo durante a fase aguda, estudos su-
gerem que as respostas celulares CD8 T sdo mais importantes na fase la-
tente.

Em 1998 Cole et al publicaram a sequéncia do genoma comple-
to de M. tuberculosis e prognosticou a presenca de aproximadamente 4000
estruturas de leitura abertas (Cole et al 1998) que apresentam seqiéncias
de nucleotideo e sequéncias de proteina putativas. No entanto, de maneira
importante, esta informacao de sequéncia ndo pode ser usada para predizer
se 0 DNA é traduzido e expresso como proteinas in vivo. E sabido que al-
guns genes de M. tuberculosis sado supra-regulados sob condi¢des que imi-
tam a laténcia. Além do mais, como uma pessoa versada na técnica facil-
mente observara, a expressao de um gene nao é suficiente para produzir um
bom candidato a vacina. O Unico meio de determinar se uma proteina é re-
conhecida pelo sistema imune durante a infec¢ao latente com M. tuberculo-
sis é produzir a proteina dada e testa-la em um ensaio apropriado como aqui
descrito. Vérias proteinas sdo de importancia particular e possuem potencial
para serem antigenos tardios (antigenos reconhecidos durante a infecgao

latente) visto que eles sao principalmente expressos durante um tempo rela-

- tivamente longo apds infecgdo onde o sistema imune monta a primeira defe-

sa adaptavel e o0 meio ambiente se torna mais hostil para as micobacteérias.
As condicdes de cultura hipdxica in vitro, que imitam as condigbes de tensao
de oxigénio baixa, foram anteriormente sugeridas como relevante a este
respeito e foram usadas para analisar as mudangas na expressao genética.

Varios antigenos foram observados que séo induzidos ou marcadamente
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supra-regulados sob estas condi¢des, por exemplo, o antigeno a-cristalino
16 kDa (Sherman 2001), Rv2660c e Rv2659c (Betts, 2002). (nosso proprio
pedido) Outros estimulos ambientais que podem ser de interesse particular é
a inanicdo designada para considerar que 0s nutrientes sao restritos no gra-
nuloma (o local da infecgao latente) e que os produtos expressos por genes
supra-regulados sob inanigdo portanto podem ser de interesse particular
como alvos antigenos durante o estagio latente de infecgao.

Dos mais que 200 centenas de antigenos conhecidos de serem
expressos durante a infecgdo primaria, e testados como vacinas, menos do
que uma meia duzia tém demonstrado potencial significativo. Até agora ape-
nas um antigeno foi mostrado de ter qualquer potencial como uma vacina
terapéutica (Lowrie, 1999). Entretanto, esta vacina somente opera se admi-
nistrada como uma vacina de DNA e tem se mostrado controverso, com ou-
tros grupos que reivindicam que é vacinacdo usando este protocolo induz a
protecdo nao especifica ou ainda piora a doenga (Turner, 2000). Ao contra-
rio, os polipeptideos de fusdo descritos na invengédo podem ser incorporédos
em uma vacina que usa a tecnologia de vacinagdo bem-reconhecida, como
demonstrado nos exemplos fornecidos.

Além disso, visto que as vacinas de TB nao resultam na esterili-
zacgdo da imunidade, mas de preferéncia controlam a infecgdo em um nivel
subclinico (desse modo resultando no subseqiiente estabelecimento de in-
feccdo latente), uma vacina de multiplas fases que combina componentes
com atividade profilatica e terapéutica é descrita nesta invengao. Apos a va-
cinagdo profilatica convencional, a evasdo da resposta imune primaria e o
subsequiente desenvolvimento de doencga latente é provavelmente pelo me-
nos em parte devido a mudanca no perfil antigénico das bactérias invasoras.
Assim, a vacinacdo com antigenos associada com a TB latente deve impedir
ou reduzir o estabelecimento de infecgéo latente e, portanto, uma vacina que
incorpora antigenos expressos pelas bactérias tanto na primeira fase de
crescimento logaritmico quanto durante a doenga latente deve melhorar a
imunidade a longo prazo quando usada como uma vacina profilatica. Uma tal

vacina de multiplas fases obviamente também sera eficiente como uma va-
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cina terapéutica, desse modo tratando o problema de que a maioria da popu-
lacao no terceiro mundo que receberia uma vacina de TB futura ja estaria
latentemente infectada.
SUMARIO DA INVENCAO

A invencao é relacionada a uma composi¢ao imunogénica, vaci-

na ou composicao farmacéutica para a prevengao (incluindo vacinacao re-
forcadora e vacinas de multiplas fases) e/ou tratamento de infec¢cao causada
por uma espécie do complexo de M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum etc.), a composi¢do imunogénica, a vacina ou a composi¢ao
farmacéutica compreendendo antigeno induzido por inanigdo ou um polipep-
tideo de fusdo que compreende um ou mais antigenos de M. tuberculosis
induzidos por inanicdo, as unidades do polipeptideo de fusdo sendo antige-
nos de M. tuberculosis. Da mesma forma, a invencao se refere aos polipep-
tideos de fusdo como tais e a uma sequléncia de acido nucléico que codifica
um tal polipeptideo de fusdo. Além disso, a invenc¢ao se refere ao uso de
peptideo(s) de superposicao ou nao superposi¢ao curtos ou longos produzi-
do(s) sinteticamente ou recombinante(s). Além disso, a invengao diz respeito
ao uso de antigeno induzido por inanicdo ou uma sequéncia de polipeptideo
de fusdo ou sequéncia de acido nucléico da invencao para a preparagao de
dita composigao imunogénica, vacina, ou composi¢ao farmacéutica e a vaci-
na ou composi¢cao farmacéutica produzida desta maneira. Ademais, a inven-
cao diz respeito ao uso de uma vacina que compreende um antigeno induzi-
do por inanicao ou uma sequéncia de polipeptideo de fusao ou sequéncia de
acido nucléico da invengao dada ao mesmo tempo como BCG, ou misturada
com BCG ou administrada separadamente em diferentes sitios ou vias para
a preparacao de dita composicao imunogénica, vacina ou composigao far-
macéutica. Ainda a invencao se refere ao uso de uma vacina compreenden-
do um antigeno induzido por inanigdo ou uma sequéncia de polipeptideo de
fusdo ou sequéncia de acido nucléico fornecida como um reforgador de
BCG. Além disso, mediante a inclusao de antigenos que sao expressos tan-
to no inicio quanto no fim durante uma infec¢ao natural a vacina levara a

uma resposta imune de duas etapas possibilitando que o sistema imune
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combata o agente patolégico com qualquer dos epitopos que sejam os mais
eficientes em um certo ponto de tempo inclusive durante a laténcia.
DESCRICAQO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencado descreve composi¢des imunogénicas, uma

vacina ou uma composicao farmacéutica que compreende um antigeno in-
duzido por inanicao ou um polipeptideo de fusdo compreendendo um ou
mais antigenos induzidos por inanigao.

As seqiiéncias de aminodcido e acido nucléico destes antigenos
induzidos por inanicdo (mais do que 6,5 vezes supra-reguladas durante a
inanicdo ou geneticamente ligadas a um gene induzido por inani¢do) apare-

cem da listagem de sequéncia como se segue:

Antigeno induzido por inanigao DNA SEQ ID NO aa SEQ ID NO
Rv2655 1 2
Rv2656 3 4
Rv2657 ‘ 5 6
Rv2658 7 8
Rv2659c 9 10
Rv2660c 11 12
Rv2661 13 14
Rv2662 15 16
Rv2663 17 18
Rv0188 19 20
Rv3290c 21 22
Rv3289c 23 24
Rv2034 25 26
Rv2169c 27 28
RvO116¢ 29 30
Rv2558 31 32
Rv1152 33 34
Rv3291c 35 ' 36
Rv1284 37 38
Rv1954c 39 40
Rv3810 41 42
Rv2517¢c 43 44
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Antigeno induzido por inanigao DNA SEQ ID NO aa SEQ ID NO
Rv3288c 45 46
Rv0789c 47 48
Rv1955 49 50
Rv3735 51 52
Rv3675 53 54
Rv2270 55 56
Rv2050 57 58
Rv3287c¢ 59 60
Rv2557 61 62
Rv0122 63 64
Rv2497c 65 66
Rv1250 67 68
Rv1552 69 70
Rv2526 71 72
Rv1809 73 74
Rv0918 75 76
Rv0516¢ 77 78
Rv2745¢ . 79 80
Rv1472 81 82
Rv1660 83 84
Rv2302 85 86

No presente contexto o polipeptideo imunogénico individual com
base em polipeptideos derivados de M. tuberculosis é denominado uma "u-
nidade" do polipeptideo de fusdo. A fusao pode compreender 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 ou mesmo 10 unidades diferentes.

A ordem das unidades do polipeptideo de fusdo pode ser qual-
quer combinagdo. Em termos de ordem, os polipeptideos de fusao de todos
os antigenos acima em qualquer combina¢ao estdo dentro do escopo da
presente invengcado. Os polipeptideos de fus@o da invengdo sdo uteis para a
preparagao de uma composigao imunogénica, vacina ou composi¢ao farma-
céutica, em particular uma vacina de reforgo de BCG, como sera descrito
com detalhe no que segue.

As unidades de preparacao dos polipeptideos preferidos dos



polipeptideos de fusao juntamente com os polipeptideos de inanicdo possu-

em o seguinte numero. de identidade Sanger e sequéncias de aminoéacido:

Nome comum ID Sanger
ESAT6 Rv3875
TB10.4 Rv0288
Ag85A Rv3804c
AQg85B Rv1886¢
ORF2c Rv3871 (c-terminal)
TB13.0 Rv1036
TB9.56 Rv0285
TB9.8 Rv0287

Polipeptideo Sequléncia de aminoéacido

ESAT6 MTEQQWNFAG IEAAASAIQG NVTSIHSLLD EGKQSLT-
KLA AAWGGSGSEA YQGVQQKWDA TATELNNALQ N-
LARTISEAG QAMASTEGNV TGMFA

Ag85A SRGPLP VEYLQVPSPS MGRDIKVQFQ SGGANSPALY
LLDGLRAQDD FSGWDINTPA FEWYDQSGLS
VVMPVGGQSS FYSDWYQPAC GKAGCQTYKW ETFLT-
SELPG WLQANRHVKP TGSAVVGLSM AASSALTLAI
YHPQQFVYAG AMSGLLDPSQ AMGPTLIGLA MG-
DAGGYKAS DMWGPKEDPA WQRNDPLLNV GKLIANN-
TRV WVYCGNGKPS DLGGNNLPAK FLEGFVRTSN IKFQ-
DAYNAG GGHNGVFDFP DSGTHSWEYW GAQLNAMKPD
LQRALGATPN TGPAPQGA

Ag85B SRPGLPVEY LQVPSPSMGR DIKVQFQSGG NNSPAVYL-
LD GLRAQDDYNG WDINTPAFEW YYQSGLSIVM
PVGGQSSFYS DWYSPACGKA GCQTYKWETF LT-
SELPQWLS ANRAVKPTGS AAIGLSMAGS SAMILAAYHP
QQFIYAGSLS ALLDPSQGMG PSLIGLAMGD AGGYKA-
ADMW GPSSDPAWER NDPTQQIPKL VANNTRLWVY
CGNGTPNELG GANIPAEFLE NFVRSSNLKF QDAYNA-
AGGH NAVFNFPPNG THSWEYWGAQ LNAMKGDLQS
SLGAG

TB10.4 MSQIMYNYPA MLGHAGDMAG YAGTLQSLGA EIAVEQA-

ALQ SAWQGDTGIT YQAWQAQWNQ AMEDLVRAYH
AMSSTHEANT MAMMARDTAE AAKWGG
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Polipeptideo Sequéncia de aminoéacido

ORF2c MIVGAAGGMP PMAPLAPLLP AAADIGLHII VTCQMS-
QAYK ATMDKFVGAA FGSGAPTMFL SGEKQEFPSS
EFKVKRRPPG QAFLVSPDGK VIQAPYIEPP EEVFAAPP-
SAG
Rv1036 LIPGRMVLNW EDGLNALVAE GIEAIVFRTL GDQCWL-
WESL LPDEVRRLPE ELARVDALLD DPAFFAPFVP FFD-
PRRGRPS TPMEVYLQLM FVKFRYRLGY ESLCREVADS
IT

Rv0285 MTLRVVPEGL AAASAAVEAL TARLAAAHAS AAPVI-
TAVVP PAADPVSLQT AAGFSAQGVE HAVVTAEGVE EL-
GRAGVGVG ESGASYLAGD AAAAATYGVV GG

Rv0287 MSLLDAHIPQ LVASQSAFAA KAGLMRHTIG QAEQAAM-
SAQ AFHQGESSAA FQAAHARFVA AAAKVNTLLD VA-
QANLGEAA GTYVAADAAA ASTYTGF

As combinagdes preferidas de polipeptideos de fusao compre-
endem 0s seguintes polipeptideos em varias combinagées em ordem de u-
nidades com um ou mais antigenos induzidos por inanicdo (X): ESAT6-
Ag85A-X, ESAT6-Ag85B-X, Ag8A-X, Ag85B-X, TB10-Ag85A-X, TB10-
Ag85B-X onde X é qualquer um dos antigenos induzidos por inanicao e Aonde
a ordem das unidades de antigenos pode ser de qualquer combinagao, por
exemplo, onde a ordem for invertida ou X é posicionado no centro etc.

Mas o polipeptideo de fusdo pode ser construido de qualquer
outra combinag¢ao de um ou mais antigeno induzido por inanicdo com um ou
mais antigeno de M. tuberculosis.

Dentro do escopo da presente invengao estd um analogo de um
polipeptideo de fusdo que possui uma sequéncia de aminoacido com uma
identidade de sequéncia de pelo menos 80 % de qualquer parte de qualquer
um dos polipeptideos de fusao da invengao e que € imunigénico, e uma se-
gléncia de acido nucléico que codifica tal polipeptideos. Tais analogos estao
compreendidos dentro do termo "polipeptideo da invengéo" ou "polipeptideo
de fuséo da invengao" cujos termos sao usados de modo trocavel em todo o
relatorio descritivo e reivindicagoes. Pelo termo "sequéncia de acido nucléico
da invencao” significa uma sequéncia de acido nucléico que codifica um tal

polipeptideo. Ainda dentro do escopo da presente invengao estao os pepti-
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deos curtos ou longos de superposicdo ou nao Superposi¢do que possui
uma sequéncia de aminoacido com uma identidade de seqiéncia de pelo
menos 80 % a qualquer um dos polipeptideos de fusao da invengéo e que é
imunogénico.

Uma modalidade atualmente preferida da inveng¢ao € uma vacina
para reforcar a imunidade da vacinagdo de BCG anterior, isto é, vacina é
administrada aos individuos anteriormente vacinados com BCG.

Este primeiro aspecto da invengao compreende uma variante do
antigeno induzido por inanigdao ou polipeptideo de fusdo mencionado acima
que é submetido a lipideo de modo a deixar um efeito auto-ajudante do poli-
peptideo.

A composigao imunogénica, vacina ou composigcao farmacéutica
da invencdo pode ser administrada pela liberacdo mucosal, por exemplo,
oral, nasal, bucal, ou tradicionalmente intramuscular, intradérmica, por inje-
¢do subcutanea ou transdermicamente ou qualquer outra via adequada, por
exemplo, retalmente.

| Em uma outra modalidade, a invencao descreve o uso de um
antigeno induzido por inanicao ou um polipeptideo de fusdo como definido -
acima para a preparagdo de uma composi¢gao imunogénica, vacina o com-
posicdo farmacéutica que pode ser usada para uma vacinagao profilatica
juntamente com BCG, uma vacina reforgadora ou vacinagao terapéutica con-
tra uma infecgdo causada por uma micobactéria virulenta, por exemplo, por
Micobacterium turberculosis, Micobacterium africanum, Micobacterium bovis,
Micobacterium lepra ou Micobacterium ulcerans.

Em um segundo aspecto, a invengdo descreve uma composi¢ao
imunogénica, vacina ou composicao farmacéutica que compreende uma se-
quéncia de nucleotideo que codifica um antigeno induzido por inanigao ou
um polipeptideo de fusdo como definido acima, ou compreende uma se-
quéncia de acido nucléico complementar a esta que € capaz de hibridizar
com a seqliéncia de acido nucléico da invengao sob condi¢bes severas.

O fragmento de acido nucléico é preferivelmente um fragmento

de DNA. O fragmento pode ser usado como um produto farmacéutico como
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debatido no que se segue.

Em uma modalidade, a invengdo descreve uma composicao i-
munogénica, vacina ou composicao farmacéutica que compreende um frag-
mento de acido nucléico de acordo com a invengao, opcionalmente inserido
em um vetor. A expressao in vivo resultante da vacina de antigeno.por um
animal, incluindo um ser humano, a quem a vacina foi administrada, a quan-
tidade de antigeno expresso sendo eficaz par conferir resisténcia substanci-
almente aumentada a tuberculose causada por micobactérias virulentas, por
exemplo, Micobacterium turberculosis, Micobacterium africanum, Micobacte-
rium bovis, Micobacterium lepra ou Micobacterium ulcerans, em um animal,
incluindo um ser humano.

Em uma outra modalidade, a inven¢ao apresenta 0 uso de uma
composicao imunogénica, vacina ou composicao farmacéutica que compre-
ende um fragmento de acido nucléico de acordo com a inveng¢ao para a va-
cinagao terapéutica contra a tuberculose causada por uma micobactéria viru-
lenta.

Em mais uma outra modalidade, a inveng¢ao descreve uma com-
posicdo imunogénica, vacina ou composicao farmacéutica que pode ser u-
sada para a vacinagao profilatica juntamente com BCG ou como uma vacina
reforcadora a uma pessoa anteriormente vacinada com BCG para imuniza-
cao de um animal, incluindo um ser humano, contra a tuberculose causada
por uma micobactéria virulenta, por exemplo, Micobacterium turberculosis,
Micobacterium africanum, Micobacterium bovis, Micobacterium lepra ou Mi-
cobacterium ulcerans, compreendendo como o componente eficaz um mi-
croorganismo nao-patogénico, tal como vacinia, adenovirus ou Micobacteri-
um bovis BCG, em que pelo menos uma copia de um fragmento de DNA
compreendendo uma sequéncia de DNA que codifica um polipeptideo de
fusao como definido acima foi incorporado no microorganismo (por exemplo,
colocado em um plasmideo ou no genoma) em uma maneira que permite o
microorganismo se expressar e opcionalmente secretar o polipeptideo de

fusao.
Em uma outra modalidade, a invengao descreve um vetor de
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expressao infeccioso, tal como vacinia, adenovirus ou Micobacterium bovis
BCG que compreende um fragmento de acido nucléico de acordo com a in-
vencao, e uma célula transformada que abriga pelo menos um tal vetor.

Em um terceiro aspecto, a invengao apresenta um método para
a imunizacao e refor¢o da imunidade de um animal, incluindo um ser huma-
no, contra a tuberculose causada por micobactérias virulentas, por exemplo,
Micobacterium turberculosis, Micobacterium africanum, Micobacterium bovis,
Micobacterium lepra ou Micobacterium ulcerans, o método compreendendo
a administragcdo ao animal do polipeptideo de fusdo como definido acima, a
composicao imunogénica de acordo com a invengao, ou a vacina de acordo
com a invencgao.

Em um quarto aspecto, a invengao descreve um método para o
tratamento de um animal, incluindo um ser humano, tendo tuberculose, ativa
ou latente, causada por micobactérias virulentas, por exemplo, por Micobac-
terium turberculosis, Micobacterium africanum, Micobacterium bovis, Mico-
bacterium lepra ou Micobacterium ulcerans, o método compreendendo a
admihistragéo ao animal da composi¢ao imunogénica, vacina ou Composi¢ao
farmacéutica como definido acima.

Em um quinto aspecto, a inveng¢édo apresenta o uso de um anti-
geno induzido por inani¢do ou um polipeptideo de fusao ou um fragmento de
acido nucléico como definido acima para a preparagaoc de uma composi¢cao
imunogénica, vacina ou composi¢ao farmacéutica em combinagdo com M.
bovis BCG, por exemplo, para uma vacinag¢ao profilatica (incluindo reforgo)
ou terapéutica contra uma infec¢ao causada por uma micobactéria virulenta,
por exemplo, por Micobacterium turberculosis, Micobacterium africanum,
Micobacterium bovis, Micobacterium lepra ou Micobacterium ulcerans.

A vacina, composi¢cao imunogénica, vacina e composi¢cao farma-
céutica de acordo com a invencao podem ser usadas profilaticamente em
um individuo nao-infectado com uma micobactéria virulenta ou em um indi-
viduo anteriormente vacinado com M. tuberculosis BCG ou terapeuticamente
em um individuo infectado com uma micobactéria virulenta.

Deve ficar entendido que as modalidades do primeiro aspecto da
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invencao, tais como 0s polipeptideos imunogénicos descritos, também se
aplicam a todos os outros aspectos da invengao; e vice versa.

Em todo este relatério descritivo, a ndo ser que o contexto re-
queira de outra maneira, a palavra "compreendem" ou suas variagoes tais
como "compreende" ou "compreendendo”, sera compreendido por implicar a
inclusdo de um elemento determinado ou a inteireza ou grupo de elementos
ou todos.

DEFINICOES
Inanicao

Pelo termo "inanicao" é compreendido privar um organismo de
sua fonte de carbono, nitrogénio ou energia, qualquer combinagao do acima
ou mesmo todos eles.

Proteinas induzidas por inanicao
Pelo termo "proteinas induzidas por inani¢ao" € compreendido

gualquer proteina que no nivel transcricional ou de proteina é induzida (au-
mentada) pelo menos 6,5 vezes apds estressar as micobactérias por inani-
¢éo. ' |

Combinacdo com M. bovis BCG

Pelo termo "combinagdo com M. bovis BCG" é compreendido a
co-administracdo com qualquer cepa de M. bovis BCG incluindo, Pasteur,
Phipps, Frappier, Connaught, Tice, Denmark, Glaxo, Prague, Birkhaug,
Sweden, Japan, Moreau e Russia em quantidades que leva a uma resposta
imune especifica aumentada significativa ou a uma protec¢ao significativa em
um modelo animal ou um ser humano juntamente com um ou mais dos poli-
peptideos de fusao definidos acima ou com um ou mais dos fragmentos de
acido nucléico que os codificam, ou administrados ao mesmo tempo, mas
em sitios ou vias separadas.

Reforco de M. bovis BCG

Pelo termo "reforco de M. bovis BCG" é compreendido a admi-
nistracdo de um ou mais polipeptideos de fusao como definido acima ou um
ou mais fragmentos de acido nucléico que os codificam em qualquer periodo

apos a vacinagcado com qualquer cepa de M. bovis BCG incluindo, Pasteur,
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Phipps, Frappier, Connaught, Tice, Denmark, Glaxo, Prague, Birkhaug,
Sweden, Japan, Moreau e Russia em quantidades que levam a uma respos-
ta imune especifica significativamente aumentada ou uma protegéo significa-
tivamente aumentada em um modelo animal ou um ser humano.
Polipeptideo

Um polipeptideo preferido a ser usado como uma unidade dos
polipeptideos de fusdo da presente invengao é um polipeptideo imunogénico
de M. tuberculosis. Tal polipeptideo pode, por exemplo, ser basado em um
polipeptideo derivado da célula de M. tuberculosis e/ou filtrado da cultura de
M. tuberculosis. O polipeptideo normalmente serd um polipeptideo recombi-
nante ou sintético e pode consistir do polipeptideo imunogénico, uma parte
imunogénica deste ou pode conter sequéncias adicionais. As sequéncias
adicionais podem ser derivadas do antigeno de M. tuberculosis nativo ou ser
heterdlogas e tais sequéncias podem, mas ndo necessitam, ser imunogéni-
cas. ‘

Pelo termo "polipeptideo de fusdo" é entendido uma ordem alea-
téria de dois ou mais polipeptideos imunogénicos de M. tubercuiosis ou seus
analogos fundidos juntamente com ou sem um espagador de aminoéacido de
comprimento e seqliéncia abritarias.

A palavra "polipeptideo" na presente invengao deve ter seu sig-
nificado costumeiro. Isto é, uma cadeia de aminoacido de qualquer compri-
mento, incluindo uma proteina de comprimento total, oligopeptideo, peptideo
curto e fragmento destes e polipeptideo de fusdao, em que os residuos de
aminoacido sao ligados pelas ligagdes de peptideo covalentes.

O polipeptideo pode ser quimicamente modificado por ser glico-
silado, por ser submetido a lipideo (por exemplo, lipidagao quimica com suc-
cinimida de palmitoiléxi como descrito por Mowat et al. 1991 ou com cloreto
de dodecanoila como descrito por Lustig et al. 1976), por compreender gru-
pos protéticos, ou por conter amino&cidos adicionais tais como, por exemplo,
um his-tag ou um peptideo de sinal.

Cada polipeptideo imunogénico seré caracterizado por aminoa-

cidos especificos e sera codificado por sequéncias de acido nucléico especi-
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ficas. Dentro do escopo da presente invengao sao tais sequéncias e analo-
gos e variantes produzidas por métodos recombinantes ou sintéticos em que
tais seqiiéncias de polipeptideo foram modificadas pela substituicao, inser-
¢ao, adicao ou anulagao de um ou mais residuos de aminoéacido no polipep-
tideo recombinante enquanto ainda s&o imunogénicas em qualquer um dos
ensaios bioldgicos aqui descritos.

As substituicdes sao preferivelmente "conservativas". Estas sao
definidas de acordo com a seguinte tabela. Os aminoacidos no mesmo bloco
na segunda coluna e preferivelmente na mesma linha na terceira coluna po-
dem ser substituidos um com o outro. Os aminoacidos na terceira coluna

sao indicados em cddigo de uma letra.

ALIFATICO N&o polar GAP
ILvV

Polar-nao carregado CST™M
NQ

Polar-carregado DE
KR

AROMATICO HFWY

Cada polipeptideo € codificado por uma sequéncia de acido nu-
cléico especifica. Dentro do escopo da presente invengao estao os analogos
e tais sequéncias de &cido nucléico que foram modificadas por substituicao,
insercao, adigao ou anulagao de um ou mais acidos nucléicos. As substitui-
¢oes sao preferivelmente substituicdes silenciosas no uso de cédon que nao
levardo a qualquer mudanga na seqliéncia de aminoacido, mas podem ser
introduzidas para intensificar a expressao da proteina.

Fragmento de acido nucléico

Pelos termos "fragmento de acido nucléico" e "seqléncia de Aci-
do nucléico" sao entendidos qualquer molécula de acido nucléico incluindo
DNA, RNA, LNA (acidos nucléicos bloqueados), PNA, RNA, dsRNA e RNA-
DNA-hibridos. Também incluidos estdo as moléculas de &cido nuciéico
compreendendo nucleosideos de ocorréncia nao-natural. O termo inclui mo-
léculs de acido nucléico de qualquer comprimento, por exemplo, de 10 a

10000 nucleotideos, dependendo do uso. Quando a molécula de acido nu-
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cléico for para uso como um produto farmacéutico, por exemplo, na terapia
de DNA, ou para uso em um método para a produgao de um polipeptideo de
acordo com a invengdao, uma molécula que codifica pelo menos um epitopo
é preferivelmente usado, tendo um comprimento de cerca de 18 a cerca de
1000 nucleotideos, a molécula sendo opcionalmente inserida dentro de um
vetor. Quando a molécula de &cido nucléico for usada como uma sonda,
como um iniciador ou na terpaia anti-sentido, uma molécula tendo um com-
primento de 10 a 100 é preferivelmente usada. De acordo com a invengéo,
outros comprimentos de molécula podem ser usados, por exemplo, uma mo-
lécula tendo pelo menos 12, 15, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 200, 300, 400, 500 ou 1000 nucleotideos (ou derivados de nucleoti-
deo), ou uma molécula tendo no maximo 10000, 5000, 4000, 3000, 2000,
1000, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50, 40, 30 ou 20 nucleotideos (ou deri-
vados de nucleotideo). :

O termo "severo" quando usado em conjunto com as condi¢des

de hibridizagdo é como definido na técnica, isto é, a hibridizacdo é executa-

- da em uma temperatura de ndo mais do que 15-20 °C sob o ponto de fusdo

Tm, cf. Sambrook et al, 1989, pages 11.45-11.49. Preferivelmente, as condi-
¢Oes sdo "altamente severas", isto €, 5-10 °C sob o ponto de fusdo Tm.

Identidade de seqgiiéncia
O termo "identidade de sequéncia" indica a medida quantitativa

do grau de homologia entre duas sequéncias de aminoacido de comprimento
substancialmente igual ou entre duas sequéncias de acido nucléico de com-
primento substancialmente igual. As duas sequéncias a serem comparadas
devem estar alinhadas no melhor ajuste possivel com a inser¢cao de abertu-

ras ou alternativamente, mutilagao nas extremidades das sequéncias de pro-
teina. A identidade de seqiiéncia pode se calculada como W em que

Nqit € 0 numero total de residuos nao idénticos nas duas sequéncias quando
alinhadas e em que N, € 0 numero de residuos em uma das seqléncias.
Em conseqléncia, a seqiiéncia de DNA AGTCAGTC tera uma identidade de
sequéncia de 75 % com a sequéncia AATCAATC (Ngit= 2 and N = 8). Uma

abertura é contada como sem identidade do(s) residuo(s) especifico(s), isto
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é, a seqliéncia de DNA AGTGTC tera uma identidade de sequéncia de 75 %
com a sequéncia de DNA AGTCAGTC (Ngit = 2 e Nres = 8). A identidade de

- sequéncia pode ser alternativamente calculada pelo programa BLAST, por

exemplo, o programa BLASTP (Pearson W.R and D.J. Lipman
(1988))(www.ncbi.nIm.nih.gov/cqi-bin/BLAST). Em uma modalidade da in-

vencao, o alinhamento é executado com o método de alinhamento de se-

gléncia ClustalW com parametros de auséncia como descrito por Thompson
J., et al 1994, disponivel na http://www2.ebi.ac.uk/clustaiw/ . |
Uma porcentagem minima preferida de identidade de sequiéncia

é de pelo menos 80 %, tal como pelo menos 85 %, pelo menos 90 %, pelo
menos 91 %, pelo menos 92 %, pelo menos 93 %, pelo menos 94 %, pelo
menos 95 %, pelo menos 96 %, pelo menos 97 %, pelo menos 98 %, pelo
menos 99 % e pelo menos 99,5 %. Preferivelmente, os nimeros de substitu-
icoes, insergdes, adicoes ou anulagdes de um ou mais residuos de aminoa-
cido no polipeptideo de fusdo sao limitados, isto €, ndo mais do que 1, 2, 3,
4,5,6, 7, 8,9, 10 substituicdes, ndo mais do que 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10
inser¢6es, ndao maisdoque 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10 adi¢cdes, e nao mais do.
que 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8 9, 10 anulagbes comparadas com as unidades de
polipeptideo imunogénico com base nos polipeptideos derivados de M. tu-
berculosis.
Parte imunogénica

O polipeptideo da invengao compreende uma parte imunogéni-

ca, tal como um epitopo para uma célula B ou célula T.

A parte imunogénica de u polipeptideo imunogénico é a parte do
polipeptideo, que extrai uma resposta imune em um animal ou um ser hu-
mano, e/ou em uma amostra biolégica determinada por qualquer um dos
ensaios biologicos aqui descrito. A parte imunogénica de um polipeptideo
pode ser um epitopo de célula T ou um epitopo de célula B. As partes imu-
nogénicas podem ser relacionadas com uma ou algumas partes relativamen-
te pequenas do polipeptideo, elas podem ser dispersas através da sequén-
cia de polipeptideo ou estar situadas em partes especificas do polipeptideo.

Para alguns polipeptideos, os epitopos foram ainda demonstrados serem
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dispersos através do polipeptideo que cobre a sequéncia total (Ravn et al
1999).

De modo a identificar os epitopos de célula T relevantes que sao
reconhecidos durante uma resposta imune, € possivel utilizar um método de
"forga bruta": Visto que os epitopos de célula T sdo lineares, os mutantes de
anulagdo do polipeptideo, se construidos sistematicamente, revelardo que
as regides do polipeptideo sdo essenciais no reconhecimento imune, por
exemplo, mediante a sujeicao destes mutantes de anulagao, por exemplo,
ao ensaio INF-( aqui descrito. Um outro método utiliza a superposi¢ao de
oligopeptideos para a deteccao de epitopos MHC classe |l, preferivelmente
sintéticos, tendo um comprimento de, por exemplo, 20 residuos de aminoa-
cido derivados do polipeptideo. Estes peptideos podem ser testados nos
ensaios biolégicos (por exemplo, o ensaio IFN-( como aqui descrito) e alguns
destes fornecerao uma resposta positiva (e desse modo ser imunogénico)
como evidéncia da presenga de um epitopo de célula T no peptideo. Para a
deteccdo de epitopos MHC classe | é possivel prognosticar peptideos que

~ se ligarao (Stryhn et al. 1996) e mais adiante produzir estes peptideos sinte-

ticamente e testa-los em ensaios bioldgicos relevantes, por exemplo, o en-
saio IFN-( como aqui descrito. Os peptideos preferivelmente tendo um com-
primento de, por exemplo, 8 a 11 residuos de aminoacido derivados do poli-
peptideo. Os epitopos de célula B podem ser determinados mediante a ana-
lise do reconhecimento da célula B dos peptideos de superposicdo que co-
brem o polipeptideo de interesse como, por exemplo, descrito em Harboe et
al 1998.

As partes imunogénicas de polipeptideos podem ser reconheci-
das por uma parte ampla (alta frequéncia) ou por uma parte menor (frequén-
cia baixa) da populagdo humana geneticamente heterogénica. Alem disso,
as partes imunogénicas induzem as respostas imunoldgicas elevadas (do-
minante), enquanto outras induzem respostas mais baixas, mas ainda signi-
ficativas (subdominante). A frequéncia elevada><frequéncia baixa podem
ser relacionadas na parte imunogénica que se ligaas moléculas MHC am-

plamente distribuidas (tipo HLA) ou ainda por multiplas moléculas MHC (Kil-
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gus et al. 1991, Sinigaglia et al 1998).
Analogos

Um aspecto comum dos polipeptideos de fusao da invengao é
sua capacidade de induzir uma resposta imunoldgica como ilustrado nos
exemplos. Fica entendido que dentro do escopo da presente invengao estio
0s analogos de um polipeptideo de fusao da invengéo produzido por substi-
tuicao, insercao, adi¢gdo ou anulagao que é também imunogénico determina-
do por qualquer um dos ensaios aqui descritos. |

Substancialmente puro
‘No presente contexto o termo "polipeptideo substancialmente

puro" significa uma preparagao de polipeptideo que contém no maximo 5 %
e peso do outro material de polipeptideo com o qual € associado natural-
mente ou durante a produg¢é@o recombinante ou sintética (porcentagens infe-
riores de outro material de polipeptl’deo sao preferidas, por exemplo, no ma-
ximo 4 %, no maximo 3 %, no Maximo 2 %, no maximo 1 %, e no maximo %
%)'. E preferivel que o polipeptideo substancialmente puro é pelo menoé 96
% puro, isto €, que o polipeptideo constitui pelo menos 96 % em peso de
material de polipeptideo total presente na preparagao, e as porcentagens
mais elevadas sao preferidas, tais como pelo menos 97 %, pelo menos 98
%, pelo menos 99 %, pelo menos 99,25 %, pelo menos 99,5 %, e pelo me-
nos 99,75 %. E especialmente preferivel que o polipeptideo esteja na "forma
essencialmente pura", isto €, que o polipeptideo seja essencialmente livre de
qualquer outro antigeno com o qual é naturalmente associado, isto é, livre de
qualquer outro antigeno de bactérias que pertencem ao complexo de tuber-
culose ou uma micobactéria virulenta. Isto pode ser efetuado mediante a
preparagdo do polipeptideo por meio de métodos recombinantes em uma
célula hospedeira nao micobacteriana como sera descrito com detalhes a-
baixo, ou mediante a sintetizagcao do polipeptideo pelos métodos bem-
conhecidos de sintese de peptideo de fase sdlida ou liquida, por exemplo,
pelo método descrito por Merrifield ou suas variagdes, e mediante o uso de
procedimentos de purificagao apropriados bem-conhecidos do versado na

técnica.
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Micobactéria virulenta, individuo correntemente infectado e individuo imune

Pelo termo "micobactéria virulenta" € compreendido uma bacté-
ria capaz de causar a doenca de tuberculose em um animal ou em um se
humano. Exemplos de micobactérias virulentas sao Micobacterium turbercu-
losis, Micobacterium africanum, Micobacterium bovis, Micobacterium lepra
ou Micobacterium ulcerans. Exemplos de animais relevantes sao gado,
gambas, texugos, bufalos, ledes, kurus e cangurus.

Por "um animal ou ser humano correntemente infectado com
uma micobactéria virulenta" é entendido um individuo com cultura ou infec-
cdo microscopicamente provada com micobactérias virulentas, e/ou um indi-
viduo clinicamente diagnosticado com TB e que é responsivo a quimiotera-
pia anti-TB. Cultura, microscopia e diagnéstico clinico de TB sao bem-
conhecidos por qualquer pessoa versada na técnica.

Um individuo imune é definido como uma pessoa ou um animal,
que tem purificado ou controlado uma infecgdo com uma micobactéria viru-
lenta ou tem recebido uma vacinagdo com M. bovis BCG.

Imunogénico

Um polipeptideo imunogénico é definido como um polipeptideo
que induz uma resposta imune. A resposta imune pode ser monitorada por
um dos seguintes métodos:

Uma resposta celular in vitro € determinada pela liberagéo de
uma citocina relevante tal como IFN-(, de linfécitos retirados de um animal
ou ser humano corrente ou anteriormente infectado com micobactérias viru-
lentas, o pela detec¢do da proliferacao destas células T. A indugdo é execu-
tada pela adigao do polipeptideo ou a parte imunogénica em uma suspensao
compreendendo de 1 x 105 células a 3 x 105 células per cavidade. As célu-
las sao isoladas do sangue, do bacgo, do figado ou do pulméao e a adigao do
polipeptideo ou da parte imunogénica do polipeptideo resulta em uma con-
centragdo de nao mais do que 20 (g per ml de suspensao) e o estimulo é
efetuado a partir de dois a cinco dias. Para 0 monitoramento da proliferagao
celular as células sao pulsadas com Thymidine rotulado radioativo e apds 16

a 22 horas de incubagao a proliferacao € detectada pela contagem de cinti-
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lagéo liquida. Uma resposta positiva € uma resposta mais do que fundamen-
tal acrescida de dois desvios padrao. A liberagao de IFN-( pode ser determi-
nada pelo método ELISA, que é bem-conhecido a uma pessoa versada na
técnica. Uma resposta positiva € uma resposta mais do que fundamental

acrescida de dois desvios padrao. Outras citocinas que nao IFN-( podem ser

relevantes quando se monitora uma resposta imunolégica para o polipepti-

deo, tal como IL-12, TNF-(, IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, TGF-(. Um outro e mais
sensivel método para determinar a presenca de uma citocina (por exemplo,
INF-( ) € o método ELISPOT onde as células isoladas do sangue, do figado
ou do pulmao sao diluidas para uma concentracao preferivel de 1 a 4 x 106
células /ml e incubadas durante 18 a 22 h na presencga do polipeptideo ou da
parte imunogénica do polipeptideos resultando em uma concentragao de
nao mais do que 20 g per ml. As suspensdes celulares sao mais adiante di-
luidas em 1 a 2 x 106/ ml e transferidas para placas Maxisorp revestidas
com anti-IFN-( e incubadas durante preferivelmente de 4 a 16 horas. As cé-
lulas produtoras de IFN-( sao determinadas pelo uso de anticorpo anti-IFN
secundario rotulado e um substrato relevante dando origem aos pontos, que
podem ser enumerados usando um microscépio de dissecagao. E também
uma possibilidade determinar a presenca de mRNA que codifica a citocina
relevante mediante o uso da técnica de PCR. Geralmente, uma ou mais cito-
cinas serao medidas utilizando, por exemplo, a PCR, ELISPOT ou ELISA.
Sera observado por uma pessoa versada na técnica que um aumento ou
diminuicao significativa na quantidade de qualquer uma destas citocinas in-
duzidas por um polipeptideo especifico pode ser usada na avaliagao da ati-
vidade imunoldgica do polipeptideo.

Uma resposta celular in vitro pode também ser determinada pelo
uso de linhagens celulares T derivadas de um individuo imune ou uma pes-
soa infectada por M. tuberculosis onde as linhagens celulares T foram con-
duzidas com micobactérias vivas, extratos da célula bacteriana ou filtrado de
cultura durante 10 a 20 dias com a adi¢ao de IL-2. A indugao é executada
pela adicao de nao mais do que 20 g de polipeptideo per ml de suspensao

nas linhagens celulares T contendo de 1 x 105 células a 3 x 105 células per
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cavidade e a incubacao é executada de dois a seis dias. A indugao de. IFN-(
ou liberagdo de uma outra citocina relevante é detectada por ELISA. O esti-
mulo das células T podem também ser monitoradas pela detec¢ao da prolife-
racao celular usando Thymidine radioativamente rotulado como descrito a-
cima. Para ambos 0s ensaios uma resposta positiva € uma resposta mais do
que fundamental acrescida de dois desvios padrao.

Uma resposta celular in vivo pode ser determinada como uma
resposta DTH positiva ap6s a injecao intradérmica ou emplastro de aplica-
cao local de no maximo 100 g do polipeptideo ou da parte imunogénica a um
individuo que é clinica ou subclinicamente infectado com uma Micobactéria
virulenta, uma resposta positiva tendo um didmetro d pelo menos 5 mm 72 a
96 horas ap6s a inje¢ao ou aplicagao.

Uma resposta humoral € determinada por uma resposta de anti-
corpo especifica em um individuo imune ou infectado. A presenga de anti-
corpos pode ser determinada por uma técnica de ELISA ou um Western blot
onde o polipeptideo ou a parte imunogénica € absorvida em uma membrana
de microcelulose ou uma superficie de poliestireno. O soro € preferivelmente
diluido em PBS de 1:10 a 1 1:100 e adicionado ao polipeptideo absorvido e
a incubacao sendo executada de 1 a 12 horas. Mediante 0 uso de anticorpos
secundarios rotulados a presenga de anticorpos especificos pode ser deter-
minada pela medicao da presencga ou auséncia de um rotulo especifico, por
exemplo, por ELISA onde uma resposta positiva € uma resposta de mais do
gue fundamental acrescido de dois desvios padrao ou alternativamente uma
resposta visual em um Western blot.

Um outro parametro relevante é a medicao da prote¢do em mo-
delos animais induzidos apos a vacina com o polipeptideo em um adjuvante
ou apos a vacinagao de DNA. Os modelos animais adequados incluem pri-
matas, proquinhos-da-india ou camundongos, que sao provocados com uma
infeccdo de uma Micobactéria virulenta. A leitura da protegao induzida pode
ser a diminuicao da carga bacteriana nos érgaos alvos comparada com ani-
mais nao-vacinados, tempos de sobrevivéncia prolongados comparados com

0s animais nao-vacinados e perda de peso reduzida ou patologia comparada
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com animais nao-vacinados.
Métodos de preparacéo
Em geral os polipeptideos de fusdo da invengao, e as seqién-

cias de DNA que codificam tais polipeptideos de fusdo, podem ser prepara-

dos mediante o uso de qualquer um de uma variedade de procedimentos.

O polipeptideo de fusao pode ser produzido recombinantemente
usando uma seqtiéncia de DNA que codifica o polipeptideo, que foi inserido
em um vetor de expressao e expresso em um hospedeiro apropriado. E-
xemplos de células hospedeiras sao E. coli. Os polipeptideos de fusédo po-
dem também ser produzidos sinteticamente tendo menos do que cerca de
100 aminoécidos, e geralmente menos do que 50 aminoacidos e podem ser
gerados usando técnicas bem-conhecidas por aqueles versados na técnica, -
tais como as técnicas de fase solida comercialmente disponiveis onde os
aminoacidos séo sequiencialmente adicionados a uma cadeia de aminoéacido
em desenvolvimento. | |

Os polipeptideos de fusdo podem também ser produzidos com
um par de fusdo adicional, em cujos métodos as caracteristicas superiores
do polipeptideo da invengdo podem ser alcangadas. Por exemplo, os pares
de fusdo que facilitam a exportacdao do polipeptideo quando produzido re-
combinantemente, os pares de fusao que facilitam a purificagdo do polipep-
tideo, e os pares de fusdo que intensificam a imunogenicidade do polipepti-
deo da invengao sao todos de interesse. A invengao em particular pertence a
um polipeptideo de fusédo que compreende as fusbes de dois ou mais poli-
peptideos imunogénicos com base nos polipeptideos derivado de M. tuber-
culosis.

Outros pares de fusdo, que podem intensificar a imunogeneici-
dade do produto, sao linfocinas tais como IFN-y, IL-2 e IL-12. De modo a fa-
cilitar a expressao e/ou a purificacao, o par de fusao pode, por exemplo, ser
uma proteina fimbrial bacteriana, por exemplo, os componentes pilosos pili-
na e papA; proteina A; o peptideo ZZ (as fusdes ZZ sao vendidas por Phar-
macia in Sweden). A proteina de ligagao de maltose; glutationa S-

transferase; (-galactosidase; ou polihistidina. As proteinas de fusdo podem
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ser produzidas recombinantemente em uma célula hospedeira, que pode ser
E. coli, e € uma possibilidade induzir uma regiédo articuladora entre os pares
de fusao diferentes. A regido articuladora entre, por exemplo, as unidades de
polipeptideo imunogénicas individuais, pode compreender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 ou 10 aminoécidos.

Os polipeptideos de fusado de interesse sao polipeptideos da in-
vencao, que sdo submetidos a lipideo de modo que o polipeptideo imunogé-
nico é apresentado em uma maneira adequada ao sistema imune. Este efei-
to &, por exemplo, conhecido das vacinas com base no polipeptideo Borrelia
burgdorferi OspA como descrito em, por exemplo, WO 96/40718 A ou vaci-
nas com base na lipoproteina Pseudomonas aeruginosa Oprl (Cote-Sierra J
1998). Uma outra possibilidade é a fusdo N-terminal de uma seqiéncia de
sinal conhecida e uma cisteina N-terminal ao polipeptideo imunogénico.Uma
tal fusdo resulta na lipidacdo do polipeptideo de fusdo imunogénico na ciste-
ina N-terminal, quando produzido em um hospedeiro de produgao adequado.
Vacina

Um aspecto importante da invengao pertence a uma composi¢ao
de vacina que compreende um polipeptideo de fusao de acordo com a in-
vengao. De modo a garantir o desempenho ideal de uma tal composig¢ao de
vacina é preferivel que ela compreende um veiculo ou adjuvante imunologi-
ca e farmaceuticamente aceitavel.

Uma vacina eficaz, em que um polipeptideo de fusdo da inven-
¢ao € reconhecido pelo animal, em um modelo animal sera capaz de diminu-
ir a carga bacteriana no érgaos-alvo, prolongara os tempos de sobrevivéncia
e/ou diminuird a perda de peso ou patologia apds provocagao com uma Mi-
cobactéria virulenta, comparado com 0s animais nao-vacinados.

Os veiculos adequados sao selecionados do grupo consistindo
em um polimero em que o(s) polipeptideo(s) €/sdo ligado(s) por interagao
nao covalente hidrofobica, tal como um plastico, por exemplo, poliestireno,
ou um polimero em que o(s) polipeptideo(s) é/sé@o covalentemente ligado(s),
tais como um polissacarideo,ou um polipeptideo, por exemplo, albumina de

soro bovino, ovalbumina ou hemocianina de lapa. Os veiculos adequados
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sdo selecionados do grupo consistindo em um diluente e um agente de sus-
pensdo. O adjuvante é preferivelmente selecionado do grupo consistindo em
brometo de dimetiloctadecilaménio (DDA), brometo de dimetiloctadecenila-
mobnio (DODAC), Quil A, poli I:C, hidréxido de aluminio, adjuvante incomple-
to de Freund, IFN-(, IL-2, IL-12, monofosforil lipideo A (MPL), Dimicolato de
Trealose (TDM), Dibeenato de Trealose e dipeptideo de muramila (MDP) ou
extrato de lipideo micobacteriano, em particular extratos de lipideo apolares
como descrito na PCT/DK2004/000488.

A preparacao de vacinas que contém polipeptideos como ingre-
dientes ativos é geralmente bem-entendida na técnica, como exemplificado
nas Patentes U.S. 4.608.251; 4.601.903; 4.599.231 e 4.599.230, todas aqui
incorporadas por referéncia.

Outros métodos de obter efeito adjuvante para a vacina incluem
o0 uso de agentes tais como hidroxido de aluminio ou fosfato (alum), polime-
ros sintéticos de acgucares (Carbopol), agregagdo da proteina na vacina me-
diante tratamento térmico, agregacao mediante a reativagao com anticorpos
tratados com pepsina (Fab) a albumina, mistura com células bacterianas tais
como C. parvum ou endotoxinas ou componentes de lipopolicarideo de bac-
térias gram-negativas, emulsao em veiculos de 6leo fisiologicamente aceita-
veis tais como monooleato mannide (Aracel A) ou emulsdo com solugao a 20
por cento de um perfluorocarbono (Fluosol-DA) usado como um substituto
de bloco pode também ser empregada. Outras possibilidades envolvem o
uso de substancias moduladoras imunes tais como citocinas ou indutores de
IFN-gama sintéticos tais como poli 1:C em combinagdo com os adjuvantes
acima mencionados.

Uma outra possibilidade interessante para obter efeito adjvante é
empregar a técnica descrita em Gosselin et al., 1992 (que € por meio desta
aqui incorporada por referéncia). Em resumo, um antigeno relevante tal co-
mo um antigeno da presente invencao pode ser conjugado a um anticorpo
(ou fragmento de anticorpo de ligacao ao antigeno) contra os receptores de
Fc nos monécitos/macréfagos.

Para melhorar a vacina BCG, um ou mais antigeno(s) relevan-
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te(s) tais como um ou mais polipeptideos de fusdo da presente invengao po-
dem ser misturados com uma vacina BCG antes da administragé@o e injeta-
dos com a vacina BCG desse modo obtendo um efeito sinergistico que leva
a uma melhor protecao. Outra possibilidade de interesse para obter um efei-
to sinergistico € manter a vacina BCG e ofs) polipeptideo(s) de fusao da
presente invengao separadas, mas usa-las ao mesmo tempo e administra-
las em diferentes sitios ou através de diferentes vias.

Para reforgar as vacinas BCG correntemente usadas um antige-
no relevante tal como um ou mais dos polipeptideos de fusdo da presente
invencao pode ser administrado no momento onde as vacinas BCG tipica-
mente comeg¢am a decair ou mesmo antes, tal como 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50, 55, 60 65 ou 70 anos apods a vacinagao de BCG. Pode portanto
ser dado em intervalos regulares, tais como 1, 2, 3, 4, 5 ou 10 anos, por até
5 vezes.

As vacinas sao administradas em uma maneira compativel com
a formulagcao de dosagem, e em tal quantidade como sera profilatico ou te-
rapeuticamente eficaz e imunogénico. A quantidade a ser administrada de-
pende do individuo a ser tratado, incluindo, por exemplo, a capacidade do
sistema imune do individuo para sobrepor uma resposta imune, € o grau de
protecao desejado. As faixas de dosagem adequadas sao da ordem de vé-
rias centenas de microgramas do polipeptideo de fusao da invengao per va-
cinacdo com uma faixa preferida de cerca de 0,1 ug a 1000 nug, tal como na
faixa de cerca de 1 ug a 300 ug, e especialmenté na faixa de cerca de 10 ug
a 100 pg. Os regimes adequados para a administragéo inicial e doses de
reforco sao também variaveis, mas sao tipificados por uma administragao
inicial seguida por inoculagbes subseqlientes ou outras administragoes.

A maneira de aplicagao pode ser variada amplamente. Qualquer
um dos métodos convencionais para administragdo de uma vacina € aplica-
vel. Estes incluem aplicagé@o oral, nasal ou mucosal em uma forma solida
contendo os ingredientes ativos (tal como uma pilula, supositdrio ou capsula)
ou em uma dispersao fisiologicamente aceitavel, tal como uma pulverizagao,

pd ou liquido, ou parenteralmente, por injecao, por exemplo, subcutanea,
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intradérmica ou intramuscular ou transdermicamente aplicado. A dosagem
da vacina dependera da via de administracdo e variara de acordo com a ida-
de da pessoa a ser vacinada e, em um grau menor, o tamanho da pessoa a
ser vacinada. Correntemente, a maioria das vacinas é administrada intra-
muscularmente por inje¢cao de agulha e isto é provavel de continuar como a
via padrédo. No entanto, as formulagdes de vacina que induzem a imunidade
mucosal foram desenvolvidas, tipicamente por liberacao oral ou nasal. Um
dos sistemas de liberagao mais amplamente estudados para inducédo de i-
munidade mucosal contém toxina de célera (CT) ou sua subunidade B. Esta
proteina intensifica as respostas imunes mucosais e induz a produgéo de
IgA quando administrada em formulagdes de vacina. Uma vantagem € a faci-
lidade de liberagao das vacinas orais ou nasais. As toxinas modificadas de
outras espécies microbianas, que possuem toxicidade reduzida, mas capa-
cidade imunoestimuladora retida, tal como toxina instavel ao calor modifica-
da de bactérias Gram-negativas ou enterotoxinas estafilocdcicas, podem
também ser usadas para gerar um efeito similar. Estas moléculas sdo parti-
cularmente adequadas para a administracao mucosal.

As vacinas sao convencionalmente administradas parenteral-
mente, por inje¢ao, por exemplo, subcutdnea ou intramuscularmente. As
formulacdes adicionais que sdo adequadas para outros modos de adminis-
tragao incluem supositorios e, em alguns casos, formulagdes orais. Para os
supositorios, aglutinantes e veiculos tradicionais podem incluir, por exemplo,
polialcaleno glicdis ou triglicerideos; tais supositérios podem ser formados de
misturas contendo o ingrediente ativo na faixa de 0,5 % a 10 %, preferivel-
mente de 1 a 2 %. As formulagdes orais incluem tais excipientes normalmen-
te empregados como, por exemplo, graus farmacéuticos de manitol, lactose,
amido, estearato de mgnésio, sacarina de soédio, celulose, carbonato de
magnésio, e outros mais. Estas composicées tomam a forma de solugdes,
suspensoes, tabletes, pilulas, capsulas, formulagdes de liberacdo controlada
ou pos e vantajosamente contém de 10 a 95 % de ingrediente ativo, preferi-
velmente de 25 a 70 %.

Em muitos exemplos, sera necessario ter multiplas administra-
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¢Oes da vacina. Especialmente, as vacinas podem ser administradas para
prevenir uma infeccao com micobactérias virulentas e/ou para tratar infecgdo
micobacteriana estabelecida ou para reforcar uma pessoa vacinada com

BCG anteriormente. Quando administrada para impedir uma infecgao, a va-

. cina é dada profilaticamente, antes que os sinais ou sintomas clinicos defini-

tivos de uma infeccao estejam presentes.

Devido a variagdo genética, diferentes individuos podem reagir
com as respostas imunes de intensidade variavel ao mesmo polipeptideo.
Portanto, a vacina de acordo com a invengao pode compreendervarios poli-
peptideos de fusao diferentes e/ou polipeptideos de modo a aumentar a res-
posta imune. A vacina pode compreender dois ou mais polipeptideos de fu-
sdo ou polipeptideos induzidos por inani¢cao ou partes imunogénicas destes,
onde todos os antigenos induzidos por inanicao ou polipeptideos de fusao
sdo como definidos acima, ou alguns, mas nem todos, dos polipeptideos
podem ser derivados de micobactérias virulentas. No ultimo exemplo, os po-
lipeptideos ndo necessariamente satisfazem os critérios apresentados acima
com relagdo aos polipeptideos de fusdo que podem atuar devido a sua pro-
pria imunogeneicidade ou simplesmente atuar como adjuvantes.

A vacina pode compreender de 1 a 20, tal como de 2 a 20, ou
mesmo de 3 a 20 polipeptideos diferentes ou polipeptideos de fuséao, tais
como de 3 a 10 polipeptideos diferentes ou polipeptideos de fusao.

A invencao também pertence a um método para a imunizagao
de um animal, incluindo um ser humano, contra a TB causada por micobac-
térias virulentas, compreendendo a administragao ao animal do polipeptideo
de fusédo da inven¢do, ou uma composigao de vacina da invengao como
descrito acima, ou uma vacina viva descrita acima. Em uma modalidade atu-
almente preferida, o animal ou ser humano é um individuo imune como defi-
nido acima.

A invengao também pertence a um método para a produgéo de
uma composi¢ao imunogénica de acordo com a inven¢ao, o método com-
preendendo a preparac¢ao, sintetizagao ou isolamento de um polipeptideo de

fusdo de acordo com a invengao, e solubilizagdo ou dispersao do polipepti-
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deo de fusdo em um meio para uma vacina, e opcionalmente adicao de ou-
tros antigenos de M. tuberculosis e/ou um veiculo, e/ou substéncia adjuvan-
te.

Os fragmentos de &cido nucléico da invengéo podem ser usados
para efetuar a expresséo in vivo de polipeptideos imunogénicos, isto €, os
fragmentos de acido nucléico podem ser usados nas assim chamadas vaci-
nas de DNA como revisto em Ulmer et al 1993, que ¢ incluido por referéncia.

Na construcao e preparagao do DNA plasmideo que codifica um
polipeptideo de fusdo a ser usado definido para vacinagao de DNA, uma ce-
pa hospedeira tal como E. coli pode ser usada. O DNA plasmideo pode de-
pois ser preparado durante a noite de culturas da cepa hospedeira que car-
rega o plasmideo de interesse, e purificado usando, por exemplo, o kit de
coluna Qiagen Giga-Plasmid (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA) incluindo uma
etapa de remoc¢ao da endotoxina. E essencial que o DNA plasmideo usado
para a vacinacao de DNA seja livre de endotoxina.

Portanto, a invengao também se refere a uma vacina que com-
preende um fragmento de &cido nucléico de acordo com a invengao, a vaci-
na efetuando a expresséao in vivo do polipeptideo imunogénico em um ani-
mal, incluindo um ser humano, a quem a vacina foi administrada, a quanti-
dade de polipeptideo expreso sendo eficaz para conferir resisténcia subs-
tancialmente aumentada as infecgdes causadas por micobactérias virulentas
em um animal, incluindo um ser humano.

A eficacia de uma tal vacina de DNA pode possivelmente ser
intensificada mediante a administracdo do gene que codifica o produto de
expressao juntamente com um fragmento de DNA que codifica um polipepti-
deo que possui a capacidade de modular uma resposta imune.

Uma possibilidade para eficazmente ativar uma resposta imune
celular pode ser obtida pela expressao do polipeptideo imunogénico relevan-
te em um microorganismo nao patogénico ou virus. Exemplos bem-
conhecidos de tais microorganismos sdo Mycobacterium bovis BCG, Salmo-
nela e Pseudomona e exemplos de virus sao Virus Vacinia e Adenovirus.

Portanto, um outro aspecto importante da presente invencao é
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uma melhora da vacina BCG viva atualmente disponivel, em que uma ou
mais copias de uma seqiiéncia de DNA que codifica um ou mais polipepti-
deos de fusdao como definido acima foi incorporada no genoma do microor-
ganismo em uma maneira que permite o microorganismo expressar e secre-
tar o polipeptideo de fusdo. A incorporagdo de mais do que uma cépia de
uma sequéncia de acido nucléico da invengao é contemplada para intensifi-
car a resposta imune.

Outra possibilidade é integrar o DNA que codifica o polipeptideo
de fusdo de acordo com a invengdao em um virus enfraquecido tal como o
virus de vacinia ou Adenovirus (Rolph et al 1997). O virus de vacinia recom-
binante é capaz de entrar dentro do citoplasma ou nucleo da célula hospe-
deira infectada e o polipeptideo de fusdo de interesse pode portanto induzir
uma resposta imune, que é visionada de induzir prote¢ao contra a TB.

A invengao também se refere ao uso de um polipeptideo de fu-
sdo ou acido nucléico da invengdo para uso como vacinas terapéuticas co-
mo foram descritas na literatura exemplificada por D. Lowry (Lowry et al
1999). Os antigenos com propriedades terapéuticas podem ser identificados
com base em sua capacidade em diminuir a gravidade da infecgado de M.
tuberculose em animais experimentais ou prevenir a reativacao da infec¢ao
anterior, quando administrados como uma vacina. A composi¢ao usada para
vacinas terapéuticas pode ser preparada como descrito acima para vacinas.
LEGENDAS DA FIGURA

Figura 1: Respostas de anticorpo a Rv2660c para pacientes de
TB negativos a HIV (TB+/HIV-) e positivos a HIV (TB+/HIV+) da Uganda e
controles de sadios da Denmark (Controles). O corte foi baseado na analise

da curva ROC com um nivel de especificidade de 97 %. A sensibilidade ob-

servada € mostrada acima da apresentacao grafica dos dados.

Figura 2. : Imunogeneicidade of Rv2659c

Os grupos de camundongos F1(Balb/cxC57BL/6) foram subcu-
taneamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com
Rv2659¢c em DDA/MPL. Uma semana apés a vacinacao final, PBMCs foram

analisados por ELISA com relagao secre¢cdao de ING-gama seguinte a esti-
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mulagdao com 5 microgramas/ml Rv2659c

Figura 3. : Rv2659c induz a protegdo contra infeccdo com M.
tuberculosis

Os grupos de camundongos Balb/c-C57BL/6 foram subcutane-
amente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com Rv2659¢c
e a eficacia protetiva foi avaliada pela redugdo nas contagens de CFU nos
pulmdes e comparada aos camundongos ndo-imunizados e imunizados com
BCG 12 semanas apos a vacinagao. Os resultados sdo expressos como u-
nidades de formacéo de coldnia logso (CFU) no pulmao e sao os resultados
médios de 6 camundongos per grupo experimental.

Figura 4: Immunogeneicidade de Rv2660c

Camundongos F1(Balb/cxC57BL/6) foram subcutaneamente va-
cinados trés vezes em intervalos de duas semanas com proteina Rv2660c
recombinante em DDA/MPL. (A) Uma semana apds a vacinagédo final,
PBMCs foram analizados por ELISA Com relagao liberagdo de IFN-gama
seguinte a estimulagdo com 0,2, 1 ou 5 microgramas/ml de Rv2660c. Trés
semanas apés a vacinacgao final, células do bago (B) foram analisados por
ELISA com relagdo a secrecdao de ING-gama seguinte a estimulagdo com
0,2, 1, ou 5 microgramas/ml de Rv2660c recombinante e PBMCs (C) foram
analisados com relagao as respostas proliferativas apés a estimulagao com
0,2, 1 ou 5 microgramas/ml de Rv2660c recombinante.

Figura 5: Protegao contra infecgdo com Mycobacterium tubercu-
losis induzida por Rv2660c

Os grupos de camundongos Balb/c-C57BL/6 foram subcutane-
amente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com Rv2660c,
e a eficacia protetiva foi avaliada por contagens de CFU nos pulmoes e
comparada com camundongos nao-imunizados e BCG imunizados 6 sema-
nas apoés a infeccao de aerossol. Os resultados sao expressos como unida-
des de formacao de colénia logio (CFU) no pulméo e séo os resultados me-
dios de 6 camundongos per grupo experimental. Como um controle positivo,
uma dose Unica de BCG Danish 1331 (5 x 10* bacilos/camundongo) foi inje-

tado s.c. na base da cauda ao mesmo tempo como a primeira vacinagao de
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subunidade; nenhuma inje¢ao refor¢cadora foi administrada.

Figura 6: Imunogeneicidade de Hybrid56, HyVac21 e HyVac28.

Os grupos de camundongos F1(Balb/ch57BU6) foram subcu-
taneamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com 5
microgramas de AQ85b-ESAT6-Rv2660c (H56), Ag85a-TB10.4-Rv2660c
(H21) ou Ag85b-TB10.4-Rv2660c (H28) em DDA/TDB (LipoVac). Uma se-
mana apds a vacinagao final, PBMCs foram analisados por ELISA com rela-
¢do a liberacdo de IFN-gama seguinte a estimula¢gdo com 1 micrograma/ml
da proteina de fusdao usada com relagdo a imunizagao, Ag85b, TB10.4 ou
Rv2660c (figura 6A-C). -

Trés semanas ap6s a vacinacao final com Ag85b-ESAT6-
Rv2660c, células do baco (D) foram analisadas por ELISA com relagdo a
secrecao de ING-gama seguinte a estimulagdo com 0,2, 1 ou 5 microgra-
mas/ml de Ag85B recombinante, ESAT6 ou Rv2660c e PBMCs (E) foram
analisados com relagdo as respostas proliferativas contra os mesmos anti-
genos em 1 micrograma/ml.

Figura 7.: Protegdo forte contra a infecgdo de M. tuberculosis
apoés imunizagao com Hibrid56.

(A) Os grupos de camundongos Balb/c-C57BL/6 foram subcuta-
neamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com Ag85B-
ESAT6-Rv2660c (Hybrid56), e a eficacia protetiva foi avaliada por contagens
de CFU nos pulmoes e comparada com os camundongos nao-imunizados e
imunizados com BCG 2, 6, 12 e 24 semanas apos a infec¢ao por aerossol.
(B) Os grupos de camundongos B6 foram subcutaneamente vacinados trés
vezes em intervalos de duas semanas com Ag85b-ESATE (Hybrid1) ou
Ag85b-ESAT6-Rv2031c (Hybrid32) e a eficacia protetiva foi avaliada por
contagens de CFU nos puimbes e comparada com os camundongos nao-
imunizados e imunizados com BCG 7, 13, 24, 35 e 44 semanas apods a in-
fecga@o por aerossol. Os resultados sao expressos como unidades de forma-
cao da coldnia logio (CFU) no pulméao e séo os resultados médios de 6 ca-
mundongos per grupo experimental. Como um controle positivo, uma dose
Unica de BCG Danish 1331 (5 x 10* bacilos/camundongo) foi injetada s.c. na
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base da cauda ao mesmo tempo como a primeira vacina¢ao de subunidade;
nenhuma injecao refor¢cadora foi administrada.

Figura 8.: Curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier (n = 7). Imuni-
zacao de proquinhos-da-india com a proteina de fuséao AgSSb-ESAT6-
Rv2660c prolonga o tempo de sobrevivéncia até o nivel de animais imuniza-
dos com BCG apds a provocagao com de M. tuberculosis com aerossol em
dose baixa.

Figura 9.: Imunogeneicidade e prote¢do induzidas por Hybrid56
(Ag85b-ESAT6-Rv2660cC).

Camundongos F1(Balb/cxC57BL/6) foram subcutaneamente va-
cinados trés vezes em intervalos de duas semanas com Ag85b-ESAT6-
Rv2660c (Hybrid56) em DDA/MPL. Dez semanas apos a vacinagao final, as
células do bacgo foram analisadas por ELISA com relagdao a secrecao de
ING-gama seguinte a estimulagdo com 0,2, 1, ou 5 ug/ml de Ag85B, ESATS,
ou Rv2660c (como observado na figura 9A). A eficacia protetiva foi avaliada
pela reducao nas contagens de CFU nos pulmdes comparada como os ca-
mundongos imunizados com controle de adjuvante dez semanas apos a va-
cinagcao. Os resultados sdo expressos como unidades de formagao de colo-
nia logio (CFU) no pulméao de 12 camundongos per grupo experimental (figu-
ra 9B).

EXEMPLOS

Materiais e métodos

Animais

Camundongos C57BL/6xBalb/C F1 or C57BL/6 livres de patbge-
no especifico fémeas, 8 a 16 semanas de idade, obtidos da Bomholtegaard,
Denmark foram usados para analise de respostas imunes e estudos de pro-
tecdo como avaliado pela analise CFU. Os estudos de infecgdo foram execu-
tados nas instalagcdes BSL3 no Statens Serum Institute. Os animais foram
alojados em gaiolas isolantes e alimentados com agua e alimento estéril ad
libitum. Todos os animais foram deixados um periodo de repouso de 1 se-

mana antes do inicio das experiéncias.
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Preparacdes de Antigeno Recombinante
Ag85B-ESAT6 recombinante (Hybrid1) foi produzido como ante-
riormente descrito (Olsen, van Pinxteren et al. 2001). Resumidamente, a pro-

teina rotulada His foi expressa em Escherichia coli XL-1 Blue e purificada em
uma coluna Talon seguido pela cromatografia de troca de anion de proteina
usando uma coluna HiTrap Q (Pharmacia, Uppsala, Sweden). A amostra foi
submetida a dialise contra 25 mM HEPES tamponante (pH 8,0)-0,15 M Na-
Cl-10 % glicerol-0,01 % Tween 20 antes da diluicao e armazenagem.

Rv2660c recombinante foi produzido pelo menos procedimento
anteriormente descrito para outra proteina micobacteriana pequena (Skjot,
Oettinger et al. 2000). Resumidamente, o gene Rv2660c de comprimento
total foi amplificado por PCR a partir do DNA gendémico de M. tuberculosis e
subc_lonado no plasmideo de expressao pDest17. A proteina recombinante
foi produzida em Escherichia coli BI21 azul e purificada pela cromatografia
de ion de metal em uma coluna de Ni+ essencialmente como descrito ante-
riormente (Theisen, Vuust et al. 1995) mas com tamponantes de fosfato con-
tendo 8 M uréia, que foi removida apoés a purificagéo.

As proteinas de fusao Hybrid56 (Ag85B-ESAT6-Rv2660c), Hy-
brid32 (Ag85b-ESAT6-Rv2031c), HyVac21 (Ag85a-TB10.4-Rv2660c) e Hy-
Vac28 (Ag85b-TB10.4-Rv2660c) foram clonadas no vetor de expressao
pDest17 (Invitrogen) pela recombinac¢ao especifica do sitio de acordo com o
fabricante.

As proteinas de fusao foram expressas na cepa de E.coli BL21
apods inducdo por IPTG. Todas as quatro proteinas de fusao recombinantes
foram coletadas como corpos de inclusdo apds o rompimento das células
por detergente suave (B-PER, Sigma) e sonicagdo. Os corpos de inclusao
lavados foram dissolvidos em 20mM NaOAc + 8 M uréia em pH 4,9 e passa-
dos sobre uma coluna de separarose Q para capturar a endotoxina. O fluxo
atravessante coletado foi diluido em tampao Bis-tris + 8 M uréia pH 6.5 e o
pH foi ajustado para pH 6,5. A proteina foi depois passada por uma CM sefa-
rose para capturar as impurezas e depois capturada em uma coluna de Q

sefarose. A coluna foi lavada com tampao bis-tris pH 6,5 + 3 M uréia. As pro-
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teinas ligadas foram eluidas com NaCl. A proteina foi depois trocada por
tampao em uma coluna Sephadex em 25 mM tris-HCI pH 8 e 10 % glicerol.
Reconhecimento humano — sorologia

Todos os soros foram exauridos dos anticorpos reativos cruza-

dos antes de usar em ELISA mediante a adicao de 20 ul de extrato de E. coli
(83761, Promega, Madison, WI) para 200 ul de amostra de soro seguido por
incubacao durante 4 horas em temperatura ambiente enquanto se mistura.
Apds a centrifugacao (10.000 x g, 10 min), 0,05 % azido de sédio foi adicio-
nado ao sobrenadante. O ELISA foi executado como se segue, as placas de
microtitulo Maxisorp de 96 cavidades (Nunc, Roskilde, Denmark) foram re-
vestidas durante a noite em 4 °C com antigeno a 1,0 ug/ml (100 pl per cavi-
dade) em tampéo de carbonato-bicarbonato (pH 9,6). As placas foram de-
pois lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05 % Tween 20 (PBS-T). As a-
mostras de soro foram diluidas 1:100 em PBS contendo 0,2 % Tween 20 e
1,0 % (p/vol) albumina de soro bovino (tamponante de diluicdo), e 0,1 ml de
soro diluido foi adicionado aos cavidades em duplicata, e incubado durante
uma hora em temperatura ambiente. Apds lavagens 3x com PBS-T, as pla-
cas foram incubadas durante uma hora com 100 ul de Ig anti-humano de
coelho conjugado com Peroxidase (P212, DAKO, Glostrup, Denmark) diluido
1:8000 em tamponante de diluicao. As placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-T e incubadas com substrato de Tetrametilbenzidina (TMB plus, Kem-
En-Tec, ***, Denmark) durante 30 minutos, e o desenvolvimento foi inter-
rompiddo mediante a adicao de 1 M H,SO,. A densidade otica em 405 nm
(OD4os) foi depois medida.

Preparacao de vacina e procedimento de imunizacao

Os camundongos foram imunizados com 5 micro g de vacina
recombinante (Rv2659c, Rv2660c, Hybrid56, HyVac21, HyVac28 ou Hy-
brid32) liberados em 25 ug de lipideo monofosforila A (MPL, Corixa, WA,
USA) emulsificados em brometo de dioctadecilaménio (DDA, 250 pg/dose,
Eastman Kodak, Inc., Rochester, N.Y.) em um volume total de 200 pl, como
recentemente descrito (Olsen, van Pinxteren et al. 2001). As vacinas (0,2

ml/camundongo) foram injetadas trés vezes subcutaneamente (s.c.) no dor-
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so com intervalos de 2 semanas. Uma dose unica de BCG Danish 1331 (5 x
10* bacilos/camundongo) foi injetada s.c. na base da cauda ao mesmo tem-
po como a primeira vacinacao de subunidade; nenhuma injecao refor¢adora
foi administrada. A imunidade de pré-provocacao foi tipicamente avaliada
com linfécitos sangliineos 5 e 7 semanas apds a primeira vacinagdo e es-
plendcitos 7 semanas apds a primeira vacinacao.

Infeccoes experimentais e enumeracao bacteriana nos 6rgaos.

Para avaliar o nivel de protecao, os camundongos foram provo-
cados 10 semanas ap0s a primeira imunizacao pela via de aerossol em um
sistema de exposi¢ao de inalacao Glas-Col, calibrado para liberar aproxima-
damente 100 CFU de M. tuberculosis Erdman per pulmao. Os camundongos
foram sacrificados 2, 6, 12 ou 24 semanas mais tarde (Hybrid56), ou 7, 13,
24, 35 ou 44 semanas mais tarde (Hybrid32), e os pulmdes e os bacos foram
removidos para a enumeragao bacteriana. Os 6rgaos foram homogeneiza-
dos separadamente em salina estéril, e diluigcbes seriais foram plaqueadas
em agar Middlebrook 7H11 suplementado com 2 mg de hidrazida de &acido 2-
tiofeno-carboxilico per ml para seletivamente inibir o desenvolvimento de
BCG residual nos 6rgaos de teste. As colbnias foram contadas apés 2 a 3

semanas de incubacgao a 37 °C.

. Culturas de Linfécito

Os drgaos foram homogeneizados por maceracdo através de
uma peneira de ago inoxidavel de malha fina em RPMI completo (GIBCO,
Grand Island, NY, incluindo 2 mM glutamina, 100 U/ml cada de penicilina 6-
potassio e sulfato de estreptomicina, 10 % FCS e 50 mM 2-ME). Os linfocitos
sanguineos foram purificados em um linfécito com gradiente de densidade
(Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada). As células foram reunidas de cinco
camundongos em cada grupo e cultivadas em triplicata em cavidades de
microtitulo de fundo redondo (96 cavidades; Nunc, Roskilde, Denmark) con-
tendo 2 x 105 células em um volume de 200 microl de metio RPMI 1640 su-
plementado com 5 x 10° M 2-mercaptoetanol, 1 mM glutamina, penicilina-
estreptomicina 5 % (vol/vol) soro de bezerro fetal. Os antigenos micobacteri-

anos foram usados em concentra¢des variando de 5 a 0,2 mg/ml. As cultu-
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ras foram incubadas a 37 °C em 10 % CO2 durante 3 dias, antes da remo-
¢ao de 100 pi de sobrenadante para interferon gama (determinacao de IFN-
gama por ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) como descrito
abaixo. |
Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA) para IFN-gama

Um método ELISA sanduiche duplo foi usado para quantificar os

niveis de IFN-gama em titulag6es duplicatas de sobrenadantes de cultura,

usando um kit comercial para ensaio de IFN-gama, de acordo com as instru-
¢cOes do fabricante (Mabtech, AB. Sweden). As concentragcdes de IFN- gama
nas amostras foram calculadas usando a curva padrao gerada de IFN- gama
recombinante (Life Technologies) e 0s resultados sao expressos em pg/ml. A
diferenca entre os cavidades em duplicata foi consistentemente menor do

que 10 % da média.
Infeccdo experimental e avaliacdo da eficacia de vacina no modelo de pro-

quinho-da-india

Proquinhos-da-india Hartley fémeas de criagao adquiridos de
Charles River Laboratories (North Wilmingfon, Mass.) foram administrados
BCG intradermicamente em uma dose de 10° CFU uma vez ou 20 pg of
Ag85b-ESAT6 ou Ag85b-ESAT6E-Rv2660c emulsificados em DDA/MPL trés

vezes com um periodo de repouso de 3 semanas entre as imunizacoes. Seis

semanas apds a terceira imunizagdo uma provocag¢ao de aerossol MTB foi
fornecida usando um dispositivo (Glas-Col, Terre Haute, Ind.) calibrado para
liberar aproximadamente 20 bacilos em cada pulmao de proquinho-da-india.
Os tempos de sobrevivéncia para os proquinhos-da-india infectados foram
determinados pela observagao dos animais em uma base diaria para mu-
dangas no consumo de alimentacao, evidéncia de respiragao sofrida, e mu-
dangas de comportamento. Além disso, 0s animais foram pesados em uma
base semanal até que uma queda sustentada em peso foi observada duran-
te varios dias, indicando doenca.
Exemplo 1
Reconhecimento humano de um antigeno induzido por inanicao

Rv2660c foi avaliado com relagdo ao reconhecimento humano
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em um painel de paciente de TB pulmonar de Uganda fornecido pelo WHO
Tuberculosis Specimen Bank. Pacientes com estados de infeccao por HIV
tanto negativo quanto positivo foram incluidos (N = 94 e N = 73, respectiva-
mente). O grupo de controle consistia de uma centena de doadores residen-
tes Danish saudaveis com uma cobertura de BCG estimada de > 90 %.

As placas de microtitulo foram revestidas com 1,0 ug/mi (100 pl
per cavidade) de proteina Rv2660c incubadas com 100 x amostras de soro
diluidas e desenvolvidas usando Ig anti-humano de coelho conjugado com
peroxidase e tetrametilbenzidina como substrato (resultados na Figura 1).
Concluséo

Neste estudo, o reconhecimento de uma proteina induzida por
inanigao foi testado. Baseado em um corte determinado do grupo de controle
usando uma sensibilidade de 97 % se foi possivel confirmar a infec¢do de
TB em 45 % do HIV — casos e 61 % do HIV + casos. Claramente indicando
que a proteina RV2660c é expressa e reconhecida pelo sistema imune du-
rante uma infeccao de MTB.

Exemplo 2
Imunogenicidade e prevencao da reativacao mediante a administracao pds-

exposicao de um antigeno induzido por inanicdo (Rv2659c)

Os camundongos foram infectados com M. tuberculosis e trata-
dos com antibiéticos para reduzir a carga bacteriana e entrar um estagio de
infeccao latente com uma carga bacteriana préoxima ao nivel de detecgéo.
Durante o estagio latente de infec¢ao os camundongos foram vacinados trés
vezes em intervalos de duas semanas com Rv2659c em adjuvante (por e-
xemplo, DDA/MPL). Uma semana apds a vacinagao final, as células sangui-
neas sao analisadas por ELISA com relacao a secregcao de INF-gama se-
guinte ao estimulo com Rv2659c (figura 2).

A capacidade da proteina induzida por inanicdo Rv2659c de induzir a prote-

cao contra a reativacao de M. tuberculosis

Grupos de camundongos com M. tuberculosis latente foram sub-
cutaneamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com

Rv2659c formulado em adjuvante (por exemplo, DDA/MPL) e a eficacia pro-
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tetiva foi avaliada pela redugdo nas unidades de formagao de colénia (CFU)
dos pulmdes e bacos quando comparada com camundongos nao-vacinados
(latentemente infectados). A protecao contra a reativagao foi avaliada trés
meses apos a vacinagao. Rv2659c induziu uma redugao de 3 a 90 vezes
nos niveis de bactérias pulmonar comparado com os camundongos reativa-

dos nao-imunizados latentemente infectados (figura 3). Para avaliar a influ-

--éncia da vacinagao de Rv2659c sobre o possivel desenvolvimento de pato-

logia nos camundongos latentemente infectados, o tecido pulmonar foi tirado
dos camundongos vacinados latentemente infectados para exame histopato-
I6gico. Nenhum caso significativo de necrose, fibrose ou mineralizagao foi

detectado nas lesbes e nenhuma infiltracao intensificada de células inflama-

térias foi vista.
Conclusao

Neste estudo, o potencial de uma proteina induzida por inanigao,
Rv2659¢ como uma vacina terapéutica foi testada. Quando a proteina
Rv2659c foi administrada aos camundongos na combinacao adjuvante lipi-
deo 'de dimetildioctadecilaménio brometo-monofosforila A, uma resposta i-
mune forte foi induzida / reforcada. A imunizacao resultou em redugao de
0,5-1,0 log na carga bacteriana no pulmao. Assim nossos estudos sugerem
que a vacinagao pés-exposi¢cao reduz ou retarda a reativacao de M. Tuber-
culosis sem o disparo da imunopatologia pulmonar.

Exemplo 3
Imunogenicidade e protecao contra a infeccao por M. tuberculosis de aeros-

sol pelo antigeno induzido por inanicao Rv2660c¢

Os camundongos foram vacinados trés vezes em intervalos de
duas semanas com Rv2660c em adjuvante (por exemplo, DDA/MPL). Uma
semana apos a vacinagao final, as células sanglineas sdo analisadas por
ELISA com relacdo a secre¢ao de INF-gama seguinte ao estimulo com
Rv2660c (figura 4A). Trés semanas apds a vacinacao final as células de ba-
¢o sao analisadas com relagéo a secre¢ao de IFN gama seguinte ao estimu-
lo com Rv2660c (figura 4B) e as células sanglineas sdo analisadas com

relacao as respostas proliferativas especificas do antigeno (figura 4C).



10

15

20

25

30

40

Grupos de camundongos subcutaneamente vacinados trés ve-
zes em intervalos de duas semanas com Rv2660c formulado em adjuvante
(por exemplo, DDA/MPL) foram provocados por infec¢@o de aerossol com M.
tuberculosis e a eficacia protetiva foi avaliada pela redu¢do nas unidades de
formacédo de colonia (CFU) isoladas dos pulmdes quando comparada com
camundongos nao-vacinados. A prote¢do foi avaliada 12 semanas apés a
vacinag¢ao. Rv2660c induziu a redugdo de ¥z log(10) nos niveis de bactérias
pulmonar comparado com os camundongos nao-imunizados infectados (figu-
ra 5).

Conclusao
Neste estudo, o potencial de uma proteina induzida por inanigao,

Rv2660c como um antigeno de vacina foi testado. Quando a proteina
Rv2660c foi administrada aos camundongos na combinag¢éo adjuvante lipi-
deo de dimetildioctadecilaménio brometo-monofosforila A, uma resposta i-
mune forte foi induzida. A imunizacao resultou em redugédo de aproximada-

mente 0,5 log na carga bacteriana no puiméo.

Exemplo 4
Fusdo de antigenos induzidos por inanicdo as vacinas preventivas (Vacina

de multiplas fases)
Respostas imunoldgicas apds a imunizacdo com proteinas de fusao tripla

Grupos de camundongos sdo subcutaneamente vacinados duas
vezes em intervalos de duas semanas com os polipeptideos de fusdo Hy-
brid56, HyVac21 ou HyVac28 em adjuvante (por exemplo, DDA/MPL). Uma
semana apods a vacinagao final, as células sanglineas sao analisadas com
relacdo a secregao de INF-gama seguinte ao estimulo com 1 micrograma/ml
de proteina de fusdo de imunizagdo ou aos componentes Unicos nas protei-
nas de fusao (figure 6A-C). Trés semaas apds a vacinagao final com Hy-
brid56, as células de ba¢o sdo analisadas por ELISA com relagao a secre-
¢ao de INF-gama seguinte ao estimulo com 0,2, 1, ou 5 microgramas/ml dos
componentes Unicos na proteina de fusao (figura 6D). As células sanglineas
sdo analisadas com relacao as respostas proliferativas especificas do anti-

geno trés semanas apos a vacinacao final (Figura 6E).
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A capacidade de trés polipeptideos de fusao de induzir protecao contra a

infeccdo com M. tuberculosis em camundongos

Grupos de camundongos sao subcutaneamente vacinados trés
vezes em intervalos de duas semanas com os polipeptideos de fusao Hy-
brid1, Hybrid56 e Hybrid32 em adjuvante (DDA/MPL) e a eficacia protetiva é
avaliada mediante a reducao nas unidades de formacgéo de coldnia (CFU)
dos pulmdes e bacos quando comparado com camundongos céndidos (nao-
vacinados) apds a infecgao de aerossol. Como um controle positivo para a
protecdo, uma dose unica de BCG Danish 1331 (5 x 104 baci-
los/camundongo) é injetada s.c. na base da cauda ao mesmo tempo como a
primeira vacinagao de subunidade (Figura 7A e B).

Capacidade protetiva do polipeptideo Hybrid56 (Ag85b-ESAT6-Rv2660c)

contra uma infeccao de M. tuberculosis com aerossol em proquinhos-da-

india

Grupos de proquinhos-da-india sdo subcutaneamente vacinados
trés vezes em intervalos de trés semanas com os polipeptideos de fusao em
adjuvante (DDA/MPL) e a eficacia protetiva é principalmente avaliada medi-
ante a medicdo de cada peso de animal em uma base semanal. Como um
controle positivo para a protecao, uma dose unica de BCG Danish 1331 (5 x
104 bacilos/camundongo) € injetada i.d. a0 mesmo tempo como a primeira
vacinacao de subunidade. Os resultados séo apresentados como curvas de
sobrevivéncia na figura 8.
Conclusao

Neste estudo o potencial imunologico de trés proteinas de fusao
(Hybrid56, HyVac21 e HyVac28) foi investigado. Quando as proteinas de
fusdo forem administrados aos camundongos na combinacgao adjuvante lipi-
deo de dimetil dioctadecilaménio brometo-monofosforila A, uma resposta
imune dependente da dose forte foi induzida a todos os trés componentes de
proteina unica indicando seu potencial como uma vacina de mutltiplas fases.
Selecionar Hybrid56 como um exemplo das respostas imunes induzidas foi
acompanhado por niveis elevados de imunidade protetiva que aumentam

com o tempo, alcangando um nivel que estava claramente acima do nivel de
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protecao alcangado com Mycobacterium bovis BCG, a vacina MTB cléssica.
Além disso, uma proteina de fusédo tripla similar contendo o antigeno de la-
téncia de MTB classico Rv2031c (Ag85b-ESAT6-Rv2031c) substituindo
Rv2660c, ndo mostrou protecdo melhorada durante um tempo. Finalmente, o]
nivel elevado de protecao para Hybrid56 foi confirmado no modelo de pro-

quinho-da-india muito mais suscetivel.

Exemplo 5
Atividade de uma fusao de um antigeno induzido por inanicdo e uma vacina

peventiva (vacina de multiplas fases) administrado pds-exposicao (terapeuti-

camente)

Os camundongos foram infectados com M. tuberculosis e trata-
dos com antibidticos para reduzir a carga bacteriana e entrar um estagio de
infeccao latente com uma carga bacteriana baixa. Durante o estagio latente
de infeccao os camundongos foram vacinados trés vezes em intervalos de
duas semanas com o polipeptideo de fusdo em adjuvante (por exemplo,
DDA/MPL). Quinze semanas apos a vacinagao final, as células sangiineas
sao analisadas por ELISA com relagao a secre¢cao de INF-gama seguinte ao
estimulo com 0,2, 1 ou 5 ug de componentes unicos da proteina de fusao
(figura 9A).

A capacidade do polipeptideo de fusédo de induzir a protecao contra a reati-

vacao de M. tuberculosis
Grupos de camundongos com M. tuberculosis latente foram sub-

cutaneamente vacinados trés vezes em intervalos de duas semanas com o
polipeptideo de fusao formulado em adjuvante (por exemplo, DDA/MPL) e a
eficacia protetiva foi avaliada pela redugcao nas unidades de formagao de
colénia (CFU) dos pulmdes quando comparada com camundongos nao-
vacinados (latentemente infectados). A prote¢do contra a reativagao foi ava-
liada trés meses apoés a vacinagao. O polipeptideo de fusao induziu uma re-
ducéo significativa de reativagéao resultando em niveis de bactérias pulmonar
comparado com os camundongos reativados nao-imunizados latentemente

infectados (figura 9B).
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Concluséo

Neste estudo, o potencial de uma vacina de subunidade de tu-
berculose com base em uma proteina de fusao dos antigenos Rv2660c, E-
SAT6 (Rv3875) e antigeno 85B (Rv1886¢) como uma vacina terapéutica foi
investigado. Quando a proteina de fuséo foi administrada aos camundongos
na combinacdo adjuvante lipideo de dimetildioctadecilaménio brometo-
monofosforila A, uma resposta imune forte foi induzida / reforgada. A imuni-
zagao resultou em redugdo na carga bacteriana no pulmao durante a reati-
vacao da infecgao latente. Assim nossos estudos sugerem que a vacinagao
pds-exposicao com fusdo de um antigeno induzido por inani¢do e uma vaci-
na preventiva (vacina de multiplas fases) reduz ou retarda a reativagéao de M.
Tuberculosis.
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<110>
<120>
<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atggctgaca
cagccgatgce
ttcgtagtct
tggtttatgg
tctggcaaga
atcaactgca
gtcctgtacg
cgcggegtga
ggcaagatcg
gacgacctgc
ccaaccgaac
cacgaccggt
atgccggacg
gacaccgcgg
gcaaatcgag
ttcagcgacc
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

45

LISTAGEM DE SEQUENCIA

Statens Serum Institut

VACINAS PARA TUBERCULOSE (TB) COM PROTEINAS DE FUSEO

15018dk1

18

PatentIn versdo 3.1

1

%960

DNA

‘Mycobacterium tuberculosis

1

tcecectacgg

cgccggtegg

atccaagcga
aggcgtggga
gccgcegeact
caccggccta
acgagtgtga
tcaacgccgg
ttgagaccga
ccgacaccat
ccgtggagcec
tggcgaactg
gggtgaccga
gcgggcactg
gagccaagcc
gggaccggat

2

475

PRT

ccgtgactat
cgccgaattg
ccatgaactg
ctcaacgccc
cgaagtcacg
cctgtteccgt
caccctgttt
ccaccgcaag
ggaactgcca
catgtctcgg
gtggcgcecc
ggcggccgcec
ccggcgcgec
gcccaaaacc
cagcataggc

gcgcaccagc

cccgaccega
ctcgacgaca
atcgcgcaca
cgaatcgctt
gaaccgctag
cgggtggccg
ggcccgaaag
ggagccgtcg
gcgtactgtg
tcgatcgtgg
cgcgtcaacg
attaacccgce
gacgtctggg
gccecgtgcaa
gtgctgctge

gacatcctga

Mycobacterium tuberculosis

2

tctggtgtga
ttagggcatt
ccctetggat
ttttgtcacc
tgccccggece
atccggtcgg
ctaaagaaca
cgggccgetg
cggtcgectt
tgaggatgcg
gccccgaggc
tggaaagcgyg
agtccctggt
ccgcagaaac
tgcgggatat

ccggactgaa

cgaggacggc

cttgecggegg

tgcgecattge

ggaacccggce

ggtgcatgec

gcggccgacc

cgaggaaatt

cgtcatccgce

ggccggecte

caggagggca

cgagaagctg

ttggccggcyg

tgcggttgcet

ggatgcaacc

ccgtcgagtce

ccggatggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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Met

Asp

Asp

Glu

Ala

65

Ser

Pro

Ala

Leu

Asn

145

Gly

Leu

val

Arg

Ala

225

Met

Ala

Glu

Ile

Leu

50

Trp

Gly

val

Asp

Phe

130

Ala

Lys

Ala

val

Pro

210

Asn

Pro

Asp Ile Pro Tyr

Asp

Arg

35

Ile

Asp

Lys

His

Pro

115

Gly

Gly

Ile

Gly

Arg

195

Arg

Trp_

Asp

5

Gly Gln Pro

20

Ala Phe Leu

Ala

Ser

Ser

Ala

100

val

Pro

His

vVal

Leu

180

Met

val

Ala

Gly

His

Thr

Arg

85

Ile

Gly

Lys

Arg

Glu

165

Asp

Arg

Asn

Ala

val

245

Thr

Pro

70

Ala

Asn

Arg

Ala

Lys

150

Thr

Asp

Arg

Gly

Ala

230

Thr

Gly

Met

Arg

Leu

55

Arg

Leu

Cys

Pro

Lys

135

Gly

Glu

Leu

Arg

Pro

215

Ile

Asp

Arg

Pro

Arg

40

Trp

Ile

Glu

Thr

Thr

120

Glu

Ala

Glu

Pro

Ala

200

Glu

Asn

Arg

Asp

Pro

25

Phe

Ile

Ala

val

Pro

105

val

His

val

Leu

Asp

185

Pro

Ala

Pro

Arg

46

Tyr

10

Val

val

Ala

Phe

Thr

90

Ala

Leu

Glu

Ala

Pro

170

Thr

Thr

Glu

Leu

Ala

250

Pro

Gly

Val

His

Leu

75

Glu

Tyr

VX

Glu

Gly

155

Ala

Ile

Glu

Lys

Glu

235

Asp

Asp

Ala

Tyr

Cys

60

Ser

Pro

Leu

Asp

Ile

140

Arg

Tyr

Met

Pro

Leu

220

Ser

val

Pro

Glu

Pro

45

Trp

Pro

Leu

Phe

Glu

125

Arg

Cys

Cys

Ser

Val

205

His

Gly

Trp

Ile

Leu

30

Ser

Phe

Glu

Val

Arg

110

Cys

Gly

Val

Ala

Arg

190

Glu

Asp

Trp

Glu

Trp

15

Leu

Asp

Met

Pro

Pro

95

Arg

Asp

val

Ile

val

175

Ser

Pro

Arg

Pro

Ser

255

Cys

Asp

His

Glu

Gly

80

Arg

val

Thr

Ile

Arg

160

Ala

Ile

Trp

Leu

Ala

240

Leu
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val

Ala

Ile

Asp

305

Glu

Gly

His

Glu

Glu

385

Gly

Glu

Asn

Leu

Arg

465

Ala

Thr

Gly

290

Arg

Gly

Leu

Ser

Asp

370

Arg

Asp

Ala

Gly

Ser

450

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

val

Ala

275

val

Met

Pro

Ala

Gly

355

Ala

Asp

Pro

Gly

Asp

435

Thr

Ala

Ala
260

Glu

Leu

Trp

Thr

340

Gly

Trp

Leu

Gly

Asp

420

Ala

Glu.

Ala

393

DNA

Asp

Thr

Leu

Thr

Gly

325

Arg

Glu

Ser

Ser

Asp

405

Leu

Pro

Ala

Ser

Thr Ala Gly

Asp

Leu

Ser

310

Ser

Leu

Pro

Arg

val

390

Ala

Pro

Leu

Lys

Ala

470

Ala

Arg

295

Asp

Ile

Gly

Pro

Tyr

375

Ser

Thr

Tyr

Cys

Ala
455

Arg

Thr

280

Asp

Ile

Arg

Arg

Tyr

360

Leu

Ala

Gly

Glu

Ser

440

Ala

Asp

Gly

265

Ala

Ile

Leu

Arg

Tyx

345

Lys

Ser

val

Ala

Pro

425

Gly

Gly

Gly

47

His

Asn

Arg

Thr

Gly

330

Gly

Gly

Ala

Ser

Thr

410

Pro

Pro

Lys

Ala

Mycobacterium tuberculosis

Trp

Arg

Arg

Gly

315

Asp

Ile

Tyr

Asp

Ala

395

Asp

Ala

Gly

Cys

Arg

475

Pro

Gly

val

300

Leu

Pro

Gly

Ser

Asp

380

Val

Ala

Pro

Cys

Arg

460

Lys

Ala

285

Phe

Asn

Leu

Pro

Arg

365

Glu

Ser

Thr

Asn

Pro

445

Pro

Thr

270

Lys

Ser

Arg

Asp

Lys

350

Thr

Thr

Pro

Asp

Gly

430

Asn

Cys

Ala

Pro

Asp

Met

Ala

335

Phe

Gln

Pro

Pro

Leu

415

His

Lys

Arg

Ser

Arg

Glu

320

Arg

Gln

Phe

Glu

val

400

Pro

Pro

Leu

Gly
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<400>
atgaccgccg
cccgcgacag
tggtcggtge
ggcaccccgg
gacgctgctc
tcacgtgacg
cgtgacgcct
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Thr Ala
1
Glu

Asp Arg

Thr Ala Ser

35

Pro Thr Leu

50

Trp Cys Asp

65

Asp Ala Ala

Ser Ala Glu

vVal Ser Arg

tcggcgggtc
tcgccacacc
acgagtatgt
cgtggtgcga
ggcattgggc
tatccgecge
acattcggcg

4

130

PRT

gccgecgacyg
gtctagcacc
cgcaccgacc
cctcgacgac
actccgggtg
cgccgactgg

ggtggtggtc

48

cgacgatgcec
gatcctaccg
ctggccgceg
accgacccgg
gagacgtgcc
ccggeggtet

tga

Mycobacterium tuberculosis

4
val Gly
Ala Pro
20
Arg Ala

Ala Ala

Leu Asp

70

Arg His
85
Ala Ser
100

Glu Ile

115

val val
130

<210>

Gly

Ala

val

Ala

Asp

Trp

Arg

Gln

Ser Pro

Thr val

Ser Trp
40
Val Glu
55
Thr Asp

Ala Leu

Asp Val

Arg Arg

120

Pro Thr Arg

10

Ala Thr Pro

25

Trp Ser Val

Trp Pro Met

Pro Val Lys

75
Arg Val Glu
90
Ala

Ser Ala

105
Ala

Arg Asp

cggccacaga
cgtcccgege
ccgtggaatg
tcaaatgggc
aggccgegtc

ctcgggagat

Arg Cys

Ser Ser
30
His Glu
45
Ala Gly
60
Trp Ala

Thr Cys

Ala Asp

Pro

Thr

Tyr

Thr

Ala

Gln

Trp

ggaccgggca

cgtgtcgtgg

gccgatggec

cgcgatctgce

ggccgaggea

ccagcgtcgg

Ala Thr
15
Asp Pro

val Ala

Pro Ala

Ile Cys
80
Ala Ala
95

Pro Ala

110

Tyr Ile

125

Arg

Arg Vval

60

120

180

240

300

360

393
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<211>

<212>

<213>

<400>

atgtgcgcgt

ggcatggcag

tatctagcgg

taccgctecg

ccgttcggtg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Cys
1

Thr Glu

Ile Thr

Val Arg

50
Thr Arg
65

Pro Phe

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

<400>

atggccgatg cggttaagta cgtagttatg tgcaactgcg acgacgaacc gggagcgctc

Ala

Arg

Ile

35

Gln

Leu

Gly

261

DNA

49

Mycobacterium tuberculosis

5

tccecgtegece

acgctccccece

tcaccgaccg

gcacccgcect

gtgccgecatg a

6

86

PRT

gagtctcggg

gttgtcacgg

cacggtccgce

cgtcegtcetg

tggacggtct

cggtacatca

cagatgatcg

cgccgcgatg

Mycobacterium tuberculosis

6

Phe

Pro

20

Ser

Met

val

Gly

7

363

DNA

Pro Ser

Gly Met

Glu ala

Ile Ala

Arg Leu

70

Ala Ala

85

Pro

Ala

Ala

Asp

55

Arg

Ser

Asp

Glu

40

Gly

Arg

Leu

Ala

25

Tyxr

Arg

Asp

Gly

10

Pro

Leu

Leu

Glu

Mycobacterium tuberculosis

7

Trp

Pro

Ala

Arg

val

75

ctcacgagac cgaaaggccc
cgatcagtga ggccgccgaa
ccgacggceceg cctacgcgga

aggtcgacgg cgccatgcac

Thr val

Leu Ser

val Thr

45
Gly Tyr
60

Asp Gly

Ser

Arg

30

Asp

Arg

Ala

His Glu
15

Arg Tyr

Arg Thr

Ser Gly

Met His

80

60

120

180

240

261

60
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atcatcgcect

acccgcttca

.tgccgaaagt

gcgaagcttc
gaggcgcgac
taa
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ala

Asp

Pro Gly Ala

Gly His Ile

35

Gly Arg His
50

Ala Pro Ile

65

Ala

Lys Leu

Pro Ser Ile

Leu Arg Leu
115
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ggatcgacga
ccgaaacaca
atgcgccgat
acgagctgag

acgtaattcc

8
120

PRT

cgaacgaccc

gtggggccgce

atccgagatg

aacgtcgacc

gttcagcgeca

50

gccggegggce
catatcgagt
accgeccgegg
atccccgacg

ttatgcttge

Mycobacterium tuberculosis

8

Ala val

Ile

Leu

20

Gln Met

Ile Glu

Ser Glu

70

His Glu

85
Ala Glu
100

Ser Gln

9
1128

DNA

Lys

Tyr Val

val

Met Cys

10

acatacagat
ggaaactcga
cgatcctcga
ctgacgatcc

gcttgagcca

Asn Cys

Glu

Asp

Pro

gcggtcgaac
atgccgggca
cggtttcggg
atcaatagca

gctaggcggg

Asp Glu
15

Ala

Ile

Arg

Trp

Met

Leu

Ala

Leu

Ala Trp Ile Asp Asp

25

Ser Asn Thr Arg Phe

40

Lys Leu Glu Cys Arg

55

Thr Ala Ala Ala Ile

75

Arg Thr Ser Thr Ile

90

Arg His Vval Ile Pro

105
Gly Gly

120

Mycobacterium tuberculosis

9

Arg
30

Thr Glu Thr

45

Ala Cys Arg

60

Leu Asp Gly

Pro Asp Ala

Phe Ser Ala

110

Gln

Lys

Phe

Asp

95

Leu

Gly

Trp

Tyr

Gly

80

Asp

Cys

120

180

240

300

360

363
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gtgacgcaaa
ggccgectgge
ttcaacgcca
caactatggt
gccgaaggat
ctgctggaca
gccgececgtge
tcctacagcet
aacccctgcec
accctcgacg
ctgatggcgg
atcgacctgce
ttcaaggtga
ctgatacccg
ctgttcccat
ttctacaagg
tccggégccg
ggacacagca
gaaatcgeccg
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

val Thr Gln

Gln Phe Asn

Arg Val Tyr
35
Ala Trp Leu

50

ccggcaagcg
aagccagcta
agatcgacgc
ccceggeatce
ggctgéagca
accacatcct
gccgcectggta
tgctgcgege
gcatctcagyg
agctggaaac
catggctggce
acggcgaggt
cgacaccgaa
ccatcgaaga
cggtcaacga
cccgaaaagc
tgttggctge
cagccggegce
cactgttaag
10
375

PRT

tcagagacgc

caccggeccce

cgaagcatgg

gggtcaggaa

gcgtggaatc

ggccacctte

cgccaccacce

aatcatgcag

cgcgtccacc

catcaccaaa

catgcgctac

tgcgcgggtyg

aagcgatgcg

ccaccttcac

ccccaaccgt

cgccggecga

atccaccggce

cgcactccgce

caaactggcc

51

aaattcggtc
gacggccgeg
ctcaccgacc
gaccgccccg
aaggaccgca
gctgacaccg
gccgtgggea
accgecttgg
gccecgecgeg
gccatgccecg
ggcgagctga
cggcgggcetg
ggagtgcgcg
aaacacgtca
cacctagcac
ccagacttac
gccacactgg
taccagcacg

gagaaccagg

Mycobacterium tuberculosis

10

Thr Gly Lys Arg Gln

5

Ser Gly Arg Trp Gln

20

Ile Ala Pro Lys Thr

40

Thr Asp Arg Arg Arg

55

Ala

Glu

Arg Arg Lys

10

Ser Tyr

25

Phe Asn Ala

Ile Asp

gcatccgaca
tgtacatcgc
gccgeccgega
gagccccatt
cccgegcecca
acctacgcga
caccgaccat
ccgacgacct
tccacaagat
acccctacca
ccgaattacg
tcgttcgggt
acataagtat
accccggcecg
cctcggeget
gggtgcacga
ccgaactgat
ccgccaaggg

agatgtga

gttcaactcc

ccccaaaacc

aatcgaccga

cggtgagtac

ctatcgcaaa

catcaccccg

gcgggcacac

gatcgactcc

caggcccgec

ggcgttcgtg

ccgcaaagac

gggcgaaggc

cccgccacat

ggagtccctg

gtaccgcatg

ccttcgacac

gcagcggcta

ccgggaccgce

Phe Gly Arg Ile Arg

15

Thr Gly Pro Asp Gly

30

Lys Ile Asp Ala Glu

45

Arg Gln Leu Trp Ser

60

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1128
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Pro

65

Ala

His

Thr

Thr

Leu

145

Asn

Ile

Pro

Arg

Gly

225

Phe

Ile

val

Asn

Arg

305

Ala

Glu

Tyr

Asp

Thr

130

Arg

Pro

Arg

Asp

Tyr

210

Glu

Lys

Pro

Asn

Arg

290

Lys

Ser
Gly
Arg
Leu
115
Ala
Ala
Cys
Pro
Pro
195
Gly
val

Val

Pro
Pro
275

His

Ala

Gly

Trp

Lys

100

Arg

val

Ile

Arg

Ala

180

Tyr

Glu

Ala

Thr

His

260

Gly

Leu

Ala

Gln

Leu

85

Leu

Asp

Gly

Met

Ile

165

Thr

Gln

Leu

Arg

Thr

245

Leu

Arg

Ala

Gly

Glu

70

Lys

Leu

Ile

Thr

Gln

150

Ser

Leu

Ala

Thr

val

230

Pro

Ile

Glu

Pro

Arg

310

Asp

Gln

Asp

Thr

Pro

135

Thr

Gly

Asp

Phe

Glu

215

Arg

Lys

Pro

Ser

Ser

295

Pro

Arg

Arg

Asn

Pro

120

Thr

Ala

Ala

Glu

val

200

Leu

Arg

Ser

Ala

Leu

280

Ala

Asp

Pro

Gly

His

105

Ala

Met

Leu

Ser

Leu

185

Leu

Arg

Ala

Asp

Ile

265

Leu

Leu

Leu

52

Gly

Ile

90

Ile

Ala

Arg

Ala

Thr

170

Glu

Met

Arg

val

Ala

250

Glu

Phe

Tyr

Arg

Ala

75

Lys

Leu

val

Ala

Asp

155

Ala

Thr

Ala

Lys

val

Gly

Asp

Pro

Arg

val

315

Pro

Asp

Ala

Arg

His

140

Asp

Arg

Ile

Ala

Asp

220

Arg

Val

His

Ser

Met

300

His

Phe

Thr

Arg

125

Ser

Leu

Arg

Thr

Trp

205

Ile

Val

Arg

Leu

Val

285

Phe

Asp

Gly

Thr

Phe

110

Trp

Tyr

Ile

val

Lys

190

Leu

Asp

Gly

Asp

His

270

Asn

Tyr

Leu

Glu

Arg

95

Ala

Ser

Asp

His

175

Ala

Ala

Leu

Glu

Ile

255

Lys

Asp

Lys

Arg

TYyX

80

Ala

Asp

Ala

Leu

Ser

160

Lys

Met

Met

His

Gly

240

Ser

His

Pro

Ala

His

320
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53

Ser Gly Ala Val Leu Ala Ala Ser Thr Gly Ala Thr Leu Ala Glu Leu

325

330

335

Met Gln Arg Leu Gly His Ser Thr Ala Gly Ala Ala Leu Arg Tyr Gln

340

345

350

His Ala ala Lys Gly Arg Asp Arg Glu Ile Ala Ala Leu Leu Ser Lys

Leu Ala Glu

370

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

355

11

228

DNA

Asn Gln Glu Met

375

360

Mycobacterium tuberculosis

11

gtgatagcgg gcgtcgacca ggcgcttgca gcaacaggec

ggcgcatctg gtggggtcac
gtggttgcac cgagtcagtt

gcaggtcaat cgtggtgcge

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

val Ile

Gln Arg

Gly Thr

Phe Ser

50

Trp Cys

65

12

75

PRT

cgtcggtgtce
cacatttagt

gatactggga

ggcgtgggca

tcacgcagcec

ttgaaccagt

Mycobacterium tuberculosis

12
Ala Gly val
5
Ala Ala Gly
20
Glu Gln Arg
35

Ser Arg Ser

Ala Ile Leu

Asp

Ala

Asn

Pro

Gly

70

Gln

Ser

Leu

Asp

55

Leu

Ala

Gly

Ser

40

Phe

Asn

Leu

Gly

25

val

vVal

Gln

Ala

10

Val

val

Asp

Phe

Ala

Thr

Ala

Glu

His

75

365

aggctagcca gcgggcggca
cggaacagag gaacctttcg
cagattttgt ggatgaaacc

ttcactag

Thr Gly Gln Ala Ser
15
Val Gly val Gly val
30
Pro Ser Gln Phe Thr
45
Thr Ala Gly Gln Ser

60

60

120

180

228
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atgagggctc
agaagctcgc
gctcggeecgce
tgcgagttcg
gctcatcggg
aaggcgagcg
gtgagttcgg
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met Arg Ala
1

Asn

Ser Arg

Ser Ala Leu

35

Leu Cys Gly

50

Pro Glu Pro

65

Ala His Arg

Ser Arg Ser

val Ala Arg

13

390

DNA

54

Mycobacterium tuberculosis

13

gcagcgatgce

gccggagcecg

gcgagctccecce

tgccggagcec

tcacctcagc

cggtggtgat

tggacgcgac

14

129

PRT

tggaggccag
cgtcaggtca
tgttctgtgce
ggtttgtgga
ccgecggtcea
cagctecgtce

aacagcgtga

tctgtgaagt
tccatcagtg
gggtggcccg
caggccgagg
ccctcaacga

agctcggttg

Mycobacterium tuberculosis

14
Arg
Sexr Arg
20

As

Val Asp

Trp Pro

Val Cys
70

Val Thr Se
85

Gln Lys

100

val

Ser

Val

Gly Gln

Ala Ser

Ser Asp Ala Gly Gly Gln

Ser Arg

Gln

n Pro

40

Val

Arg

55

Ala

r Ala Arg

Ala

Axrg Arg Ala Ser

Arg

Ala

val

Glu

Arg

val

val

Ser

10

Ser Arg

25

Arg Pro

Glu Pro

Val Leu
75
Ser Pro
90

val Ile

105

Ser Ser

ccecgeacgtc
ccctegttga
tagtgcgcegt
tgctcggcga
ccgtttgcag

cgcgggtgceg

vVal Lys

val Arg
30
Arg Glu
45
Val Cys
60
Gly Glu

Ser Thr

Ser Ser

Ser

Ser

Leu

Glu

Pro

Thr

vVal

gaatcggtcc
taatccgcag
cgagccggtce
gccagccgcec
ccgttecgecag

gcgtgecteg

Arg Thr
15
Ser Ile

Pro Vval

Phe Vval

Ala Ala
80
Val Cys
95

Ser Ser

110

Val Asp

Ala

Thr Thr

60

120

180

240

300

360

390
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115
Ala
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atggatgacc
acagactggc
atgacggcca
ttaaccacca
tgcgctggtg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400;
Met Asp Asp
1
Val Arg Asp
Ala Thr Tyr
35

val Ser Pro

50
Pro Ser Ala
65
Cys Ala Gly
<210>
<211>

<212>

15

273

DNA

120

55

Mycobacterium tuberculosis

15
tgacgcggct
ctccagcatc
gcccgecaca
acccatccgce
agaaacagtg

16

90

PRT

ccggegegag
gctgcgagcec
gcctgtatceg
gagagcagcc

ccgececaccg

cttctggacc

ctcatcgcga

cccggagggc

cctatcggaa

tag

Mycobacterium tuberculosis

16
Leu Thr

Phe Thr As
20
Asp Pro

Gly Gly

Arg Ala Al

70

Glu Lys Gl
85

17

234

DNA

Arg

Trp

Pro

Leu Arg

p Trp Pro

Ile Asp
40
Arg Leu
55

Ile

a Pro

n Cys Arg

Arg Glu Leu

10

Pro Ala Ser

25

Met Thr Ala

Arg Leu Val

Gly Asn Gly

75
Pro

Pro

90

125

gattcgacgt
cctacgaccc
ctcgactccg

acggtgggga

Leu Asp

Leu Arg

30
Ser Pro
45
Arg Leu
60

Gly Asp

Arg

Ala

Pro

Thr

Ser

gcgggacttc

ctggatcgac

actcgtgcga

ctcttctgtt

Phe Asp
15

Leu Ile

Gln Pro

Thr Asn

Ser Val

80

60

120

180

240

273
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<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 17
gtggaggtga gggctagcgc ccgcaagcac
taccgcaacg cgctgcgcta cgtcgaactg

atcggccccg accaaaccgg gegectttta

ggcatcaacg

gaataccacg

gagctggtca

cggattatcc acgccaacgt actacgcccg aagttctacg
<210> 18

<211> 77

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 18

Val Glu Val Arg Ala Ser Ala Arg.
1 5

Met Leu His Ala Tyr Arg Asn Ala

20
His Gly Glu Vval Gln Leu Leu Val
35 40
Leu Leu Glu Leu Val Ile Pro Ala
50 55

Ala Asn Val Leu Arg Pro Lys Phe

65 70

Lys

Leu

25

Ile

Asp

Tyr

His Gly
10

Arg Tyr

Gly Pro

Glu Pro

Asp Tyr

75

acgacgccat gctccacgca
gcgaagttca actgctggtg
tcccagcaga cgaaccaccc

actacctgag gtga

Ile Asn Asp Asp Ala
15
Val Glu Leu Glu Tyr
30
Asp Gln Thr Gly Arg
45
Pro Arg Ile Ile His
60

Leu Arg

60

120

180

234
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REIVINDICAGOES

1. Composi¢ao imunogénica, vacina ou composigao farmacéuti-
ca, caracterizada pelo fato de que compreende:

0 um polipeptideo de fusao compreendendo um ou mais antigenos
induzidos por inani¢do ou um ou mais fragmentos de polipeptideos selecio-
nados da SEQ ID NO. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70,
72,74,76, 78, 80, 82, 84 e 86; ou

(ii) um ou mias fragmentos dos referidos polipeptideos

2. Composigao imunogénica, vacina ou composigao farmacéuti-
ca, caracterizada pelo fato de que compreende um polipeptideo de fusao de
acordo com a reivindicagdo 1, onde os polipeptideos induzidos por inani¢ao
ou fragmentos de polipeptideos sao fundidos em ESAT6, Ag85B, TB10.4
e/ou Ag85A, ou seus analogos, e em qualquer combinag¢do e ordem de posi-
¢ao.

3. Composic¢ao imunogénica, vacina ou composi¢cao farmacéuti-
ca de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 2, caracterizada
pelo fato de que é para uso profilatico, uso terapéutico, uma vacina de multi-
plas fases, ou para ser usada para reforgar a imunidade da vacinacao de
BCG anterior.

4. Composigao imunogénica, vacina ou composi¢ao farmacéuti-
ca de acordo com qualquer uma das reivindicagées de 1 a 3, caracterizada
pelo fato de que deve ser administrada intradérmica, transdérmica, subcuta-
nea, intramuscular ou mucosalmente.

5. Composig¢ao imunogénica, vacina ou composigao farmacéuti-
ca de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada pelo fato de que o poli-
peptideo de fusdo compreende 2 diferentes polipeptideos imunogénicos ou
seus analogos.

6. Composicao imunogénica, vacina ou composi¢ao farmacéuti-
ca de acordo com a reivindicacéo 2, caracterizada pelo fato de que o poli-
peptideo de fusdo compreende 3 diferentes polipeptideos imunogénicos ou

seus analogos.
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7. Composigao imunogénica, vacina ou composi¢cao farmacéuti-
ca de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada pelo fato de que o poli-
peptideo de fusdo compreende 4 diferentes polipeptideos imunogénicos ou
seus analogos.

8. Composicao imunogénica, vacina ou composi¢cao farmacéuti-
ca de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7, caracterizada pelo
fato de que compreende polipeptideos de fusdo com combinagcbes de E-
SAT6-Ag85A-X, ESAT6-Ag85B-X, Ag8A-X, Ag85B-X, TB10-Ag85A-X, TB10-
Ag85B-X onde X é qualquer um dos antigenos induzidos por inani¢ao e onde
a ordem das unidades de antigeno pode ser de qualquer combinagao, por
exemplo, onde a ordem € invertida ou X & posicionado no centro.

9. Composigao imunogénica, vacina ou composigdo farmaceéuti-
ca de acordo com a reivindicagao 8, caracterizada pelo fato de que compre-
ende uma sequéncia de aminoacido, selecionada das sequéncias de amino-
acido que codificam os seguintes polipeptideos de fusao:

Ag85B-ESAT6-Rv2660c;

Ag85B-ESAT6-Rv2659c;

Ag85B-TB10.4-Rv2660c;

Ag85B-TB10.4-Rv2659c;

Ag85B-Rv2660c;

Ag85B-Rv2659c;

Ag85A-Rv2660c;

AgB85A-Rv2659c

Ag85A-ESAT6-Rv2660c;

Ag85A-ESAT6-Rv2659c;

Ag85A-TB10.4-Rv2660c;

Ag85A-TB10.4-Rv2659c;

Rv2660c-Rv2659c;

Ag85B-ESAT6-Rv2660c-Rv2659c;
em qualquer ordem das unidades de polipeptideo, ou seus analogos.

10. Polipeptideo de fusao, caracterizado pelo fato de ser tal co-

mo definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8.



10

15

20

25

30

11. Vacina ou composigao farmacéutica, caracterizada pelo fato
de que compreende um fragmento de acido nucléico compreendendo uma
seqléncia de nucleotideo que codifica um polipeptideo de fuséo de acordo
com qualquer uma das reivindica¢gées 1a 9.

12. Vacina ou composi¢ao farmacéutica como definida na reivin-
dicacao 11, caracterizada pelo fato de ser formulada para uso profilatico, uso
terapéutico ou ambos, uma vacina de multiplas fases, ou a ser usada para
reforcar a imunidade da vacinagéo de BCG anterior.

13. Composig¢ao imunogénica, vacina ou composi¢cao farmacéu-
tica, caracterizada pelo fato de que compreende:

Q) um ou mais antigenos induzidos por inanigao selecionados do
grupo constituido de SEQ ID NO. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66,
68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84 e 86; ou

(ii) um ou mias fragmentos dos referidos antigenos.

14. Composi¢ao imunogénica, vacina ou composi¢ao farmacéu-
tica de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizada pelo fato de ser formu-
lada para uso profilatico, uso terapéutico, uma vacina de mdltiplas fases, ou
para ser usada para reforgar a imunidade da vacinagéo de BCG anterior.

15. Composigao imunogénica, vacina ou composigao farmacéu-
tica de acordo com a reivindicagao 13 ou 14, caracterizada pelo fato de que
ser formulada para ser administrada intradérmica, transdérmica, subcutanea,
intramuscular ou mucosalmente.

16. Vacina ou composigao farmacéutica, caracterizada pelo fato
de que compreende um fragmento de acido nucléico, que compreende uma
sequiéncia de nucleotideo que codifica um antigeno induzido por inanigao ou
fragmento deste.

17. Uso da composi¢do imunogénica, vacina ou composi¢ao
farmacéutica como definidas em qualquer uma das reivindicagées 1 a 9 e 11
a 16, caracterizado pelo fato de que é para produgao de um medicamento
para tratar tuberculose ativa ou latente causada por uma micobactéria viru-

lenta ou para refor¢ar a imunidade da vacinagéao de BCG anterior.
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18. Uso da composi¢cdo imunogénica, vacina ou composi¢ao
farmacéutica como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9 e 11
a 16, caracterizado pelo fato de que € para produgdo de um medicamento
para profilaxia contra uma infecgdo por micobactéria virulenta.

19. Uso de acordo com a reivindicagdo 17 ou 18, caracterizado
pelo fato de que a micobactéria é selecionada de M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum, Mycobacterium lepra ou Mycobacterium ulcerans.

20. Uso da composicdao imunogénica, vacina ou composi¢ao
farmacéutica como definida em qualquer uma das reivindicagées 1 a 9 e 11
a 16, caracterizado pelo fato de que é para produgdo de uma composi¢ao
para administracao intradérmica, transdérmica, subcutanea, intramuscular
ou mucosalmente.

21. Uso da composi¢cdo imunogénica, vacina ou composi¢ao
farmacéutica como definida em qualquer uma das reivindicagées 1 a 9 e 11
a 16, caracterizado pelo fato de que é para produgao de uma composi¢cao
para vacinagéo profilaxia, vacinagao reforgadora, vacinas de multiplas fases
ou vacinacgao terapéutica contra micobactéria.

22. Uso de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pelo
fato de que a micobactéria é selecionada de Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium lepra ou

Mycobacterium virulent.
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RESUMO
Patente de Invencao: "COMPOSICAO IMUNOGENICA, VACINA, COMPO-
SIGAO FARMACEUTICA, POLIPEPTIDEO DE FUSAO E USO DAS TRES
PRIMEIRAS".

A presente invencéo refere-se a uma composicao imunogénica,
vacina ou composigao farmacéutica para a prevengao, reforgo ou tratamento
de infeccdo causada por uma espécie do complexo de tuberculose (M. tu-
berculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti). A composi¢do imunogénica,
vacina ou composi¢ao farmacéutica compreende um polipeptideo de fusao,
que compreende um ou mais antigenos de inani¢cdo de M. tuberculosis, as
unidades do polipeptideo de fusdo sendo antigenos de M. tuberculosis. Além.
disso, a invengao € relacionada ao uso de uma vacina que compreende uma
sequéncia de polipeptideo de fusdo ou uma seqiiéncia de acido nucléico da
invencdo fornecida ao mesmo tempo como BCG, misturada com BCG ou
administrada separadamente em sitios ou vias diferentes para a preparagéo

de dita composi¢ao imunogénica, vacina ou composi¢ao farmacéutica.
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