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Descrigdo

"Vacina para a tuberculose e processo para o seu uso"

Campo da Invengdo

A  invencdo diz respeito a uma vacina contra a
tuberculose e mais particularmente a uma vacina que utiliza
Mycobacterium tuberculosis completa inactivada formulada

para administracdo pulmomar, ou por via da mucosa.

Antecedentes da Invengéo

A Mycobacterium tuberculosis (M. tb) infecta um tercgo
da populacgéo mundial’. A  vacina  habitual contra a
tuberculose (TB) conhecida como vacina BCG é administrada a
recém-nascidos nos paises em desenvolvimento. Enquanto esta
vacina ©protege as criancas contra a TB meningea e
disseminada, ela falha em proteger adequadamente contra o
estabelecimento da TB latente, ou contra a reactivacdo da
doenca pulmonar na vida adulta®. Além disso, a eficédcia da
BCG é reportada como diminuindo ao longo de um periodo de
10-15 anos®. O tipo mais comum de doenca da tuberculose é
pulmonar e a transmissdo ocorre, através de goticulas de
aerossol emitidas, gquando se tosse. Assim, apesar da
elevada prevaléncia da vacinacdo com BCG, a carga da doenca
ndo diminuiu. Existe agora evidéncia para suportar o facto
que linhagens microbacterianas de M. tb podem estar
adaptadas a mutacdes em antigénios comuns tanto a M. tb
como a BCGY°. Além disso, estudos recentes sugerem dque a
BCG administrada por via parenteral pode falhar em reduzir
respostas imunitdrias das células T na mucosa dos pulmbes,
que pode ser critica para a proteccdo contra a doenca

pulmonar@7. Atendendo a estas razdes, uma nova vaclina é



imperativa para diminuir a prevaléncia da TB em todo o
mundo.

A WO 00/47225 diz respeito a uma composicdo que
compreende um adjuvante e micobactérias que sdo inactivadas
por calor, ou por formalina para fazer uma vacina de

mucosa.

Sumdrio da Invengédo

A invengdo disponibiliza uma vacina para evitar e/ou
tratar a tuberculose. A invencao pode ser utilizada com
vadrias estratégias de vacinacdo: administracédo profildctica
antes da infecgdo para evitar infeccédo com M. tb, apds
exposicdo para eliminar, ou conter a TB latente e evitar a
reactivacdo. Pode ser utilizada para substituir a BCG e/ou
como reforco a BCG em doentes que 7ja& receberam BCG, ou
outra sub-unidade TB imunoestimulante.

Num aspecto, a 1nvencdo disponibiliza uma composicao
farmacéutica compreendendo Mycobacterium tuberculosis (M.
tb) completa inactivada, em que a composicdo ¢ formulada
para administracdo por via intranasal, por via das mucosas,
ou intrapulmonar a um hospedeiro mamifero, e em que a
composicdo compreende uma dose imunologicamente protectora,
quando administrada ao hospedeiro e em que M. tb é
inactivada com radiacao.

Nalgumas concretizacgdes, pelo menos 90% das células da
Mycobacterium spp. sao inactivadas, por ex. 95%, 98%, 99%,
ou 100% das células da Mycobacterium spp. Quando o sujeito
¢ um ser humano, 100% das células da Mycobacterium spp.
encontram-se preferencialmente inactivadas.

Preferencialmente a irradiacdo é com radiacdo gama.

A composicgdo farmacéutica pode incluir eventualmente
um adjuvante para aumentar uma resposta imunitdria num

hospedeiro.



A composicdo farmacéutica pode incluir opcionalmente
um veiculo farmaceuticamente aceitavel, ou ser
disponibilizada liofilizada.

Nalgumas concretizacdes, a composicdo farmacéutica é

formulada para administracao nasal ao hospedeiro.

D~

Para além disso, a composicao farmacéutica
disponibilizada acondicionada sob a forma de aerossdis, ou
como umpulverizador.

Numa concretizacao, a invencado disponibiliza uma
composicdo farmacéutica que 1inclui uma Mycobacterium spp.
irradiada com radiacao gama que é formulada para
administracdo intranasal, ou intrapulmonar a um hospedeiro
mamifero e que confere uma dose imunologicamente
protectora, quando administrada ao hospedeiro, por ex. a um
ser humano.

Nalgumas concretizacdes, a composicdo farmacéutica ¢é
administrada, através de um dispositivo configurado para
administracdo nasal, ou pulmonar.

Ainda num outro aspecto, a invencdo disponibiliza um
método para preparar uma vacina para tratar a infeccédo por
Mycobacterium, compreendendo a formulagcdo com uma dose
imunologicamente protectora de Mycobacterium tuberculosis
completa inactivada, para administracdo intranasal, ou
pulmonar a um mamifero hospedeiro.

Nalgumas concretizacdes, o método inclui o teste da
vacina num modelo animal ndo-humano da tuberculose.

O modelo animal, pode ser por ex., um ratinho, um
porquinho-da-india, um coelho, um bovino, ou um primata néo
humano.

A nado ser quando especificado de outro modo, todos os
termos técnicos e cientificos possuem o mesmo significado
habitual compreendido por um vulgar perito no estado da
técnica, ao qual ©pertence esta invencao. Apesar de

processos e materiais semelhantes aos aqui descritos



poderem ser utilizados na prédtica, ou no teste da presente
invengdo, processos adequados e materiais sdo descritos
abaixo. Para além disso, os materiais, processos, e
exemplos sao apenas ilustrativos e ndo se destinam a ser
limitativos.

Outras caracteristicas e vantagens da invencdo serdo
visiveis a partir da seguinte descricdo detalhada e das

reivindicacodes.

Descrigédo Detalhada da Invengéo

Uma vacina de acordo com a invencdo €& preparada
utilizando Mycobacterium tuberculosis inactivada que ¢é
entdo formulada para administracdo por via pulmonar e da
mucosa a um sujeito. Quando a mycobacterium inactivada é
administrada ao pulmdo, ou a mucosa/mucosa nasal de um
sujeito € postulado provocar uma resposta imunitdria muito
mais forte do que a que foi observada com as vacinas TB
anteriormente descritas.

A dinvestigacdo num modelo de murino da gripe sugere
que as células imunitarias pulmonares permanecem
localizadas e apenas algumas células B e T migram
sistematicamente®?’. A investigacdo mostra que células T CDS8
especificas da gripe podem permanecer fechadas dentro de um
circuito semi-isolado dentro do peito, atingindo
dificilmente a corrente sanguinea, ou o tecido linfoide
periférico, mas em vez disso fazem um ciclo entre a mucosa
respiratéria e os ndédulos linfaticos locais. Zammit et al
sugeriram que uma razao para este facto pode ser a anatomia
especial da drenagem linfatica dos pulmdes®. As células que
entram no ducto tordcico, a partir dos nddulos linfaticos
pulmonares sado alimentadas aos pulmbes, através do sangue
arterial pulmonar. Algumas podem passar através da

circulacdo sistémica, mas as células activadas tendem a



aderir ao endotélio vascular e movimentar-se de volta para
os pulmbes, mantendo assim as células no local da infeccéo.
A partir dagui as células movimentam-se até aos nddulos
locais, onde reencontram o antigénio. De facto verificou-
se no modelo TB de murino que células T de memdbria
especificas para o antigénio regressam preferencialmente ao
local da vacinacdo e que a localizacdo das células T na via
aérea na altura da infeccdo é importante’® ',

Aplicando estas constatacbes a presente invencdo, para
uma vacina TB ser bem sucedida a provocar uma resposta
imunitdria protectora no sistema da mucosa pulmonar e
respiratdéria, estimula preferencialmente directamente as
células apresentadoras de antigénios no epitélio
respiratério. A invencdo consegue isto administrando a
mycobacterium irradiada directamente a interface pulmonar e
da mucosa.

Um estudo publicado em 1968 ndo reportou efeitos
adversos, gquando a BCG aerogénica foi administrada a 439
criangas.12 Nas espécies animais experimentais, a
administracdo da BCG por via de aerossdis ou intraqueal
variou em eficdcia com uma proteccdo superior na inoculacédo
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parenteral em primatas '°, gado *°

porguinhos da india %, e

16,17,18,19

ratinhos e sem vantagem aparente em relacdo a via

subcutdnea noutros estudos “°. Outros estudos mostraram uma
resposta imunitdria dependente da dose de BCG inicial de
inoculo 7%,

Recentemente, varios grupos de investigacdo publicaram
dados sobre a utilizacdo de subunidades de wvacinas de M tb
de mucosa como reforco, quando administradas semanas apds
imunizacdo primdria no modelo de murino. As constatacgdes de
Goonetilleke et al suportam a importéncia das propriedades
de regresso a casa das células T, quando expostas a virus

vaccinia recombinantes Ankara, que expressam

Mycobacterium tuberculosis Ag85A. Um reforgco intranasal



induziu uma resposta das células T cinco vezes mais elevada
nos pulmdes do que a BCG parenteral suportando o facto de
que as células T nos pulmbdes encontram-se nalguma forma
compartimentalizadas®®. Santosuosso et al mostrou que um
vector adenoviral intranasal que expressa Ag85A reforcou a
resposta primadria das células T CD4 CD8 T no lumen das vias
respiratdrias e aumentou a proteccao contra a provocacao
pulmonar por M. tuberculosis?’. Outros estudos nos ratinhos
que utilizam antigénios micobacterianos (Ag 85A ou Ag 85B-
ESAT-6) em vectores recombinantes bacterianos / virais ou
com proteinas e adjuvantes administrados por via da mucosa
como reforcgo mostraram imunidade protectora, quando
comparados com BCG parenteral padrao, guando desafiados
M.tb  viva = #%%%%%, Todos  estes estudos  mostraram
estatisticamente menos unidades formadoras de coldnias de
micobactérias nos pulmdes e no baco apds o reforco da
subunidade da vacina, quando comparada com a BCG
isoladamente.

A resposta imunitdria adaptativa a infeccdo por M
tuberculosis viva é atrasada, quando comparada com outras
infecgcbdes e isto permite a populacdo de bacilos aumentar
notoriamente nos pulmdes durante a fase pré-imunitédria da
infeccdo®’. Utilizando bacilos mortos numa formulacdo de
aerossdis da vacina nao existe multiplicacéo das
micobactérias e a resposta imunitdria teria um tempo
adequado para responder aos antigénios na parede celular
das bactérias. Para além disso, ao longo de milhares de
anos, através de desafios adequados a M tb encontrou
maneiras de evadir a resposta imunitdria inata durante a

28,29,30,31 © Mjcobactérias

apresentacdo inicial de antigénios
mortas nao possuem a capacidade de produzir enzimas que
evocam meios de evadir o sistema imunitdrio humano e evitam

uma apresentacdo bem sucedida dos antigénios.



Consideramos gque uma razdo para este método gue
utiliza mycobacterium completa morta ter sido esquecido no
passado é devido aos estudos realizados por Robert Koch no
passado século XIX*. Koch utilizou um filtrado estéril de
culturas de M. tuberculosis como uma vacina terapéutica nos
sujeitos. Isto induziu uma resposta inflamatdria de tal
modo severa nalguns sujeitos com a doengca activa, que
alguns morreram. Conhecido como o fendmeno de Koch, esta
reaccdo necrodtica parece ser devida a producdo em excesso
de véarias citocinas pro-inflamatdérias, mas em particular
devido & TNF-o’’. Este incidente assombrou os imunologistas
durante décadas e consideramos que desde essa altura os
cientistas esqueceram a utilizacdo potencial de bacilos
completos. A mycobacterium completa morta vai ser utilizada
em quantidades suficientemente pequenas para evitar uma
reaccdo inflamatdéria esmagadora, mas que ainda assim
provoque uma forte resposta imunoprotectora.

Em geral, qualgquer tipo de procedimento de inactivacédo pode
ser utilizado desde que o tratamento deixe a populacao de
bactérias incapaz de produzir uma infecg¢do produtiva no
hospedeiro, enquanto ao mesmo tempo a preservacao de
estruturas antigénicas necessdrias para provocar —uma
resposta produtiva a mycobacterium que provoca a doenca
correspondente. A preparacdo de mycobacterium é tipicamente
incapacitada. Por "incapacitada"™ num contexto de uma
célula bacteriana incapacitada produzida de acordo com a
invencgédo significa que a célula bacteriana encontra-se num
estado de bacteriostase irreversivel. Enquanto a bactéria
mantém a sua estrutura e assim retém por exemplo, a
imunogenicidade, antigenicidade, e/ou as interaccdes
receptor-ligando associadas com uma bactéria do tipo
selvagem nao é capaz de se replicar. Nalgumas
concretizacdes, é incapaz de se replicar devido a presenca

de um fago de infeccédo dentro da célula bacteriana.



Um tipo preferido de inactivacdo é a irradiacdo com
radiagcdo gama. Outros tipos de inactivacdo conhecidos no
estado da técnica incluem, por ex. outros tipos de radiacéo
(incluindo radiacdo ultravioleta). Nalgumas concretizacdes,
>70% foram mortas para uso nao —-humano. Nas concretizacdes
para uso humano, foram mortas 100% das células.

Nao se pretendendo estar limitado pela teoria, &
postulado gque as Mycobacterium irradiadas com radiacdo gama
sdo especialmente adequadas para serem utilizadas nas
composicbes e métodos da invencdo. Bactérias irradiadas com
radiagdo gama sdo utilizadas habitualmente no laboratdrio,
porque sao consideradas seguras e nao se replicam. Em
muitos ensaios, verificou-se no entanto que provocam uma
resposta imunoprotectora, incluindo respostas provocadas

34,3536 para  além

por antigénios na parede dos bacilos
disso, mycobacterium irradiada com radiacdo gama sofrem
apdéptose e sdo envolvidas por células dendriticas. As
células dendriticas apresentam os antigénios da
mycobacterium a células T que activam as células
citotdxicas Thl CD4 e CD8. A M tb irradiada com radiacéo
gama pode também induzir a libertacdo de 6éxido nitrico™ e
pode provocar respostas Th2 semelhantes a M tb viva’. Em
1963, Nishihara et al injectaram por via intradérmica M tb
irradiada com radiagcdo gama em ratinhos e verificaram que
era ilgualmente tdo protectora como a BCG injectada por via
intradérmica contra uma provocacdo com aerossdis com M
tb”’.

Pensa-se que a administracdo das bactérias irradiadas
ou dos antigénios bacterianos aos pulmbdes e limites da
mucosa facilita uma resposta imunitdria efectiva no
hospedeiro. Por administracdo &a mucosa nasal, ou as
passagens alveolares, as bactérias, ou antigénios das
bactérias sdo detectados por células que apresentam

antigénios, especificamente células dendriticas no espago



alveolar/intersticial do pulmdo. Estas células dendriticas
migram seguidamente para as regides enriquecidas em células
T CD4+ e CD8 naive e que constituem a zona paracortical dos
nédulos linfaticos regionais do pulméo. Estas células T sao
activadas pelos antigénios dos bacilos mortos. As
micobactérias mortas vao ser submetidas a fagocitose por
macrdéfagos.

Em geral, qualguer espécie ou estirpe de Mycobacterium
que € membro do complexo M. tuberculosis pode ser utilizada
na composicdo e processos da memdria descritiva. Espécies
adequadas, de Mycobacterium que sao membros do complexo M
tb incluem, por ex. Mycobacterium bovis, Mycobacterium
africanum, Mycobacterium microtti, e Mycobacterium
tuberculosis. Micobactérias que séo geneticamente
semelhantes incluem Mycobacterium canettii e Mycobacterium
marinum. A espécie em particular, ou combinacbes de
espécies sdo seleccionadas para as espécies hospedeiras
correspondentes e tipo de doenca associada a micobactéria a
ser tratada. Outras micobactérias que provocam doenca nos
seres humanos incluem, por ex., Mycobacterium avium
intracelular, Mycobacterium leprae, Mycobacterium
lepraemurium, Mycobacteria paratuberculosis, Mycobacterium

ulcerans, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium xenopi,

Mycobacterium chelonei, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium farcinogenes, Mycobacterium flavum,
Mycobacterium haemophitum, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium phlei, Mycobacterium scrofulaccum,
Mycobacterium senegalense, Mycobacterium simiae,

Mycobacterium termoresistente, e Mycobacterium xenopi.
A mycobacterium a ser utilizada na composicéao

farmacéutica inclui células completas.

Preparacgdo de Composig¢gdes Farmacéuticas
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As células mortas s&o preparadas por administracdo a
um hospedeiro combinando células inactivadas, ou lisados
celulares com um veiculo farmaceuticamente aceitédvel para

formar uma composicdo farmacéutica. O veiculo pode ser por

ex., soro fisioldgico, ©bleo mineral, Obleos vegetais,
carboximetilcelulose sédica, ou polivinilpirrolidona
aquosa.

Nalgumas concretizagdes, o veiculo é suficientemente
puro para ser administrado terapeuticamente a um ser
humano. Os peritos no estado da técnica sdao bem capazes de
preparar solucgdes adequadas, utilizando por exemplo,

veiculos isotdnicos, tais como injecgdo de cloreto de

sédio, injeccgdo de Ringer, ou injecgcdao de lactato de
Ringer. Podem estar incluidos conservantes,
estabilizadores, tampodes, antioxidantes e/ou outros

aditivos de acordo com o necesséario.

Um perito no estado da técnica familiar com os
protocolos, formulacdes, dosagens e pratica clinica
associada com por ex. a administracao de M. bovis BCG pode
além disso, adaptar facilmente estes protocolos para serem
utilizados com as composicdes farmacéuticas da presente
invengdo. As vacinas sdo administradas de uma maneira
compativel com a dosagem da formulacéo, e numa tal
quantidade que seréd terapeuticamente eficaz e imunogénica.

A quantidade a ser administrada depende do sujeito a
ser tratado, incluindo, por ex., a capacidade do sistema
imunitdrio do individuo de montar uma resposta imunitéaria,
e 0 grau de proteccado desejado. Gamas de dosagem adequadas
sdo da ordem de algumas centenas de micrograma de principio
activo por vacinacdo com uma gama preferida de cerca de 0,1
ng a 1000 pg, tal como na gama de cerca de 1 pg a 300 nug, e
especialmente na gama de cerca de 10 pg a 50 pg. Regimes
adequados para a administracdo inicial e administracao de

reforco sdo também varidveis, mas sao tipificadas por uma
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administracdao inicial seguida por inoculacgdes subsequentes
ou outras administracodes. Assim, a vacina pode ser
administrada numa dose Unica, ou numa pluralidade de doses.
Numa concretizacdo, a vacina pode ser administrada em duas
doses com cerca de 1-12 meses de intervalo. O sujeito pode
ser vacinado em qualquer altura, apesar de ser preferido
administrar a wvacina num periodo curto (de forma déptima
cerca de 10 dias a duas semanas) antes dos periodos do
stress antecipado, tal como durante o

transporte ou manipulacdo. Também se considera que a vacina
pode ser administrada a animais prenhes antes do nascimento
para aumentar a producdo de colostro hiper-imunitério.

Uma composicdo pode ser administrada isoladamente, ou
em combinacdo com outros tratamentos ou vacinas BCG padrao,
simultaneamente, ou sequencialmente dependendo da condigao
a ser tratada. A composicdo pode ser administrada apds
vacinacao com BCG e por isso actuar como uma vacinacao de
reforgo contra a tuberculose. Além disso, pode ser
administrada apds uma inoculacdo subcutédnea inicial de
bacilos completos mortos seguida de um reforgo por via
intranasal ou por via da mucosa.

As células mortas podem ser incorporadas em
microparticulas, ou microcdpsulas para prolongar a
exposicdo do material antigénico ao sujeito animal e
proteger deste modo o animal contra infecg¢do durante longos
periodos de tempo. As microparticulas e cépsulas podem ser
formadas a partir de uma variedade de materiais de matriz
bem conhecidos inertes, biocompativeis utilizando técnicas
convencionais no estado da técnica. Materiais de matriz
adequados incluem, por ex., polimeros naturais ou
sintéticos, tais como alginatos, &acido polilédctico, é&cido
poli(lactico/glicdlico), poli (caprolactona),
policarbonatos, poliamidas, polianidridos, poliortoésteres,

poliacetais, policianocacrilatos, poliuretanos, copolimeros
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de etileno-acetato de wvinilo, poliestirenos, cloreto de
polivinilo, fluoreto de polivinilo, poli(vinilimidazol),
poliolefinas clorosulfonadas, ¢xido de polietileno, e em
particular agdr e poliacrilatos. Exemplos de técnicas para
incorporacgao de materiais em microparticulas, ou
encapsulacao que podem ser aquil utilizadas s&o descritas
por Sparks®®, Kydonius®, e El-Nokaly“’.

A mycobacterium inactivada pode estar contida em
pequenas particulas suspensas em Aagua, ou em s0ro
fisioldgico. As formulagdes da vacina podem também conter
adjuvantes opcionais, agentes antibacterianos ou outros
principios activos farmacéuticos convencionais do estado da
técnica. 0Os adjuvantes podem incluir, mas ndo se encontram
limitados a sais, emulsdes (incluindo composicdes
6leo/agua), saponinas, formulacgdes de lipossomas,
particulas de virus, polipéptidos, padrdes moleculares
associados a antigénios (PAMPS), compostos Dbaseados em
dcidos nucleicos ou outras formulacgbdes que utilizam
determinados antigénios. Adjuvantes adequados incluem, por
ex., Oleos vegetais, alumen, adjuvante incompleto de
Freund, ou adjuvante incompleto de Freund com 6leos sendo
o) adjuvantes incompleto de Freund particularmente
preferido. Outros adjuvantes incluem agentes tais como
hidréxido de aluminio, ou fosfato (alumen), complexos
imuno—estimuladores (ISCOMs), polimeros sintéticos de
acucares (CARBOPOL®), agregacdo da proteina na vacina por
tratamento com <calor, agregacao por reactivacao com
anticorpos tratados com pepsina (Fab) & albumina, mistura
com células bacterianas, tais como C. parvum ou endotoxinas
ou componentes de lipopolissacarideos de bactérias gram-—
negativas, emulsdo em veiculos oleosos fisiologicamente
aceitédveis, tais como manido mono-oleato (Aracel A) ou

podem ser também utilizadas emulsdes com uma solugdo a 20
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por cento de perfluorocarbono (Fluosol-DA) utilizado como
substituto de bloco.

A mycobacterium inactivada pode encontrar-se contida
num adjuvante de toxina bacteriana da mucosa, tal como
Escherichia coli labile toxi (LT) e a toxina da cdlera (CT)
ou o oligodesdéxinucledtido CpG (CpG  ODN)“'. oOutro
adjuvante possivel do lipido de monofosforilo A da mucosa
(MPL), um derivado e uma forma menos tdéxica do que LPS,
quando combinado com lipossomas verificou-se que induzia
respostas 1munoprotectoras da mucosa‘’. Demonstrou-se que
um novo adjuvante desenhado para vacinacao nasal, Eurocine
IL3™, dinduzia uma imunidade de longa duracdo contra TB em
modelos experimentais de animais apds administracao
intranasal “*°. A tecnologia do adjuvante consiste numa
formulagdo farmacéutica ndo-tdéxica baseada numa combinacéo
de lipidos enddgenos e lipidos farmaceuticamente
aceitédveis. A vacina pode incluir adicionalmente
substancias imunomoduladoras, tais como citocinas ou
indutores sintéticos IFN-v, tais como poli I:C
isoladamente, ou em combinacdo com os adjuvantes acima
mencionados.

Outros adjuvantes incluem ainda microparticulas ou
esferas de materiais de matriz biocompativeis. As
microparticulas podem ser compostas por quaisquer materiais
de matriz biocompativeis como os convencionais do estado
da técnica, incluindo, mas nado se encontrando limitados a
agdr e poliacrilatos. O perito no estado da técnica iré
reconhecer que outros veiculos ou adjuvantes, também podem
ser utilizados. Por exemplo, o0 qguitosano, ou dqualquer
sistema de administracdo bioadesivo que possa ser
utilizado sao descritos por Webb e Winkelstein®®, cujo
conteudo é aqui incorporado por referéncia.

A composigdo farmacéutica que contém a mycobacterium

inactivada é preferencialmente formulada para administracéo
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intranasal ou intrapulmonar que utilizam processos
conhecidos no estado da técnica. A formulacéo da
mycobacterium irradiada combinada com o adjuvante é
seleccionada preferencialmente para minimizar os efeitos
laterais, tais como a inflamacdo, associada com a vacinacao
ou pode melhorar a estabilidade da formulacdo. O adjuvante
pode também possuir um papel de imunoestimulador, ou como
um depdsito.

Nalgumas concretizagdes as mycobacterium inactivadas
sdo administradas por refinamento de um nebulizador, ou
através de trés tipos de dispositivos portdteis compactos,
inaladores de doses calibradas (IDC) e o inalador de pbd
seco (IPS). A administracdo intranasal pode ocorrer,
através de um pulverizador nasal, conta—gotas, ou
dispositivo de administracdo nasal de doses calibradas. A
mycobacterium inactiva pode ser administrada, através de um
inalador de doses calibradas. Tipicamente, apenas 10-20% da
dose emitida é depositada nos pulmdes. A elevada velocidade
e a grande dimensdo das particulas do pulverizador provoca
aproximadamente o impacto de 50-80% do aerossol do farmaco
na regido orofaringica.

A mycobacterium pode encontrar-se contida numa
formulacdo de pd seco, tal como, mas ndo limitada a sistema
de wveiculo de actcar. O sistema de veiculo de acgucar
poderia incluir lactose, manitol, e/ou glucose. Lactose,
manitol, e glucose estdo todos aprovados pelo FDA como
veiculos. Também existem particulas de acucar maiores, tais
como de lactose monohidrato tipicamente de 50-100
micrometros de diédmetro, gque permanecem na naso-orofaringe,
mas permite aos bacilos inactivados viajarem, através da
drvore respiratéria até aos alvéolos.”

Se desejado, a mycobacterium pode encontrar-se contida

numa formulacé&o lipossomal. Os lipossomas, tais como outras
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particulas inaladas que atingem os alvéolos sdo libertados
pelos macrdéfagos.

0 processamento, absorcao e reciclagem dos
fosfolipidos lipossomais ocorre, através do mesmo mecanismo
do que o agente tensiocactivo enddgeno, através das células
alveolares do tipo II.

Uma composicdo farmacéutica contendo, a mycobacterium
irradiada descrita acima ¢é administrada a um individuo
adequado para evitar, ou tratar a tuberculose. Agqui uma
referéncia a “tuberculose” inclui referéncia a tuberculi
pulmonares, ou extra-pulmonares. Os termos “individuo”,
“sujeito”, “hospedeiro” e “doente” sdo aqui utilizados de
forma permutédvel e referem-se a qualquer sujeito que possui
uma infecg¢do bacteriana passivel de tratamento utilizando a
vacina terapéutica de acordo com a invengdo, e cujo
tratamento ou terapia é desejado. A composicdo farmacéutica
pode ser preparada para qualgquer hospedeiro mamifero que
seja susceptivel de infeccéo pela mycobacterium.
Hospedeiros mamiferos adequados incluem, por ex., animais
de gquinta, como suinos e bovinos.

Os termos “tratamento”, Y“tratar” e semelhantes sao
aqui utilizados para referir de forma geral a obtencdo do
efeito farmacoldgico e/ou fisioldgico desejado. O efeito
pode ser profildctico em termos de evitar completamente ou
parcialmente uma doenca, ou um seu sintoma e/ou pode ser
terapéutico em termos de uma estabilizacdo parcial, ou
completa ou cura de uma doenca e/ou efeito secundario
atribuivel a doenca. Quando aqui utilizado “tratamento”
cobre qualquer tratamento de uma doenca num sujeito,
particularmente um sujeito mamifero, mais particularmente
um ser humano, e inclui:

(a) evitar que a doenca, ou sintoma ocorra num sujeito que
pode estar predisposto a doenca ou ao sintoma, mas gue nao

foi ainda diagnosticado como possuindo-o; (b) inibir o
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sintoma da doenca, 1i.e. parar o seu desenvolvimento; ou
para aliviar o sintoma da doencga, 1.e. provocando a
regressao da doenca ou do sintoma (c) evitar a reactivacao
da doenca na TB latente, 1i.e. evitar que os bacilos

transitem de uma fase de dorméncia para uma fase de

crescimento. Assim, a administracéo encontra-se
preferencialmente numa quantidade “profilacticamente”
eficaz, ou numa quantidade “terapeuticamente eficaz”

(conforme 0 caso, apesar da profilaxia poder ser
considerada como terapia), sendo isto suficiente para
demonstrar beneficio ao individuo. A quantidade
administrada e taxa e decurso da administracdo vao depender
da natureza e severidade do que estd a ser tratado. A
prescricdo do tratamento, por ex. decisdes, dquanto a
dosagem etc. encontra-se no ambito da responsabilidade dos
médicos de clinica geral e de outros profissionais da
medicina ou veterinédria.

O sujeito a ser tratado com a vacina vail possuir, ou
desenvolver tipicamente imunidade protectora a uma bactéria
infecciosa. O termo “imunidade protectora” significa que
uma vacina, composicdo imunogénica ou esquema de imunizacéo
que ¢é administrado a um mamifero induz uma resposta
imunitdria que evita, atrasa o desenvolvimento de, ou reduz
a severidade de uma doenca que é provocada por uma bactéria
patogénica ou diminui, ou elimina totalmente os sintomas da
doenca. Por “bactéria infecciosa” entende-se uma bactéria
que estabeleceu uma infeccdo no hospedeiro, e que pode
estar associada com uma doenca, ou sintoma indesejivel
resultante da infeccao. Geralmente, as bactérias
infecciosas sao bactérias patogénicas.

A frase “numa quantidade suficiente para provocar uma
resposta imunitaria” significa que existe uma diferenga
detectdvel entre o indicador da resposta imunitdria medida

antes e depois da administracdo de uma preparacdo de vacina
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em particular, ou composicdo imunogénica. Os animais, aos
quais foil administrada a vacina de teste vao ser testados
contra os animais aos quais foram administrados BCG
intradérmica (como padrdo de ouro). Varias semanas apds a
ultima wvacinacdo, os animais vao ser provocados com um
aerossol virulento com M tb. A resposta clinica e molecular
imunitdria wvai ser avaliada véarias semanas apds a

provocagao com M. tb.

Teste e Desenvolvimento de Vacinas de Tuberculose

Uma vacina de teste pode ser pesquisada, ou optimizada
submetendo uma populacdo de células de mycobacterium, ou
das suas fracgdes (como descrito acima) a varios regimes de
inactivacéo, preparando uma formulacdo farmacéutica
candidata contendo as células tratadas, ou fraccdes de
células e testando a capacidade da composicdo tratada
utilizando os processos descritos acima para provocar uma
resposta imunitédria e/ou montar uma provocacdo eficaz a
infecgdo por mycobacterium num hospedeiro.

Os termos “composigao bacteriana imunogénica”,
“composicdo imunogénica”, e “wacinas” s&do agqui utilizadas
de forma permutdvel para significar uma preparacdo capaz de
provocar uma resposta celular e/ou humoral num sujeito
quando administrada numa quantidade suficiente para
provocar uma resposta imunitdria aos epitopos presentes na
dita preparacéao.

A imunopoténcia da molécula antigénica expressa pela
célula de mycobacterium ou preparacdo de um seu extracto
pode ser determinada monitorizando a resposta imunitédria
dos animais de teste a seguir a imunizacdo com as bactérias
que expressam o antigénio recombinante. Os animais de teste

podem incluir ratinhos, porquinhos-da-india, coelhos,
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bovinos, primatas ndo-humanos, e eventualmente sujeitos
humanos.

A resposta imunitdria do sujeito de teste pode
adicionalmente ser analisada, através de varias abordagens,
tais como: (a) producdo de citocinas associadas as células
T (b) producédo de citocinas do plasma (c) proliferacédo das
células T, citoxicidade, perfis de citocinas (d)
repertdérios de antigénios de células T (e) perfis
reguladores de células T (f) perfis de ARNm (g) perfis de
imunidade inatos (h) perfis de anticorpos (i) genética e
(J) proteccdo de doencas e/ou mitigacdo de sintomas

infecciosos em animais imunizados.
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Reivindicagdes

1. Composicdo farmacéutica compreendendo Mycobacterium
tuberculosis (M. tb) completa, inactivada, em que a dita
composicao é formulada para administracao por via
intranasal, da mucosa, ou i1intrapulmonar a um sujeito
mamifero e em que a dita composicdo compreende uma dose
imunologicamente protectora, gquando administrada ao dito
hospedeiro e em que a dita M. tb encontra-se inactivada por

irradiacéo.

2. Composicdo compreendendo M. tb completa inactivada para
ser wutilizada na vacinagdo de um mamifero <contra a
tuberculose (TB), em que a dita vacinacdo do dito animal é
intranasal, ou intrapulmonar, e em que a dita composicao
compreende uma dose 1munologicamente protectora quando
administrada ao dito hospedeiro e em a dita M. tb ¢é

inactivada por irradiacgéo.

3. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou a
composicdo de acordo com a reivindicacdo 2, em que 100% das

ditas M. tb encontram-se inactivadas.

4, Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou a
composicdo para ser utilizada de acordo com a reivindicacgéao

2, em gque a dita radiacdo é a radiacdo gama.

5. Composicédo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 1
ou a composigcao para ser utilizada de acordo com a
reivindicagdo 2, compreendendo ainda lisados celulares de

Mycobacterium.



6. Composicgao de acordo com a reivindicacao 1,
compreendendo ainda um adjuvante para aumentar a resposta

imunitdria no dito hospedeiro.

7. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou a
composicdo para ser utilizada de acordo com a reivindicacéo
2, compreendendo ainda um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

8. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a

dita composicé&o encontra-se liofilizada.

9. Acondicionamento na forma de aerossol, ou de
pulverizador compreendendo a composicdo farmacéutica de

acordo com a reivindicacao 1.

10. Composicédo de acordo com a reivindicacdo 7, ou a
composicdo para ser utilizada de acordo com a reivindicacgéao
7, em que a dita composicdo € para uma utilizacéo

profilédctica, ou terapéutica no dito mamifero.

11. Processo de preparacdo de uma composicdo farmacéutica
compreendendo a formulacdo de uma dose imunologicamente
protectora de uma M. tb completa inactivada para
administragcao intranasal, ou pulmonar a um hospedeiro
mamifero e em que as ditas M. tb estdo inactivadas por

irradiacéo.

12. Composigcdo para ser utilizada de acordo com a
reivindicacao 2, compreendendo ainda um adjuvante para
aumentar uma resposta imunitdria no dito hospedeiro sem

provocar uma inflamacdo debilitante.



13. Composicdo para uso de acordo com a reivindicacédo 12,
para utilizacdo simultdnea ou sequencial com Bacille

Calmette-Guerin (BCG).

14. Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicacbées 1, 3-8 ou 10, ou a composicdo para uso de
acordo com qualgquer uma das reivindicag¢des 2-5, 7, 10, 12
ou 13, acondicionamento na forma de pulverizador de
aerossdis de acordo com a reivindicacdo 9, ou o processo de
acordo com a reivindicacéo 11, em que a dose de M. tb vail

de 0,1 a 50 microgramas.

15. Composicdo de acordo com as reivindicacgdes 10 ou 14 ou
a composicdo para o uso de acordo com as reivindicacgdes 10,
12 ou 13, acondicionamento em pulverizador de aerossdis de
acordo com a reivindicacdao 9 ou 14, ou processo de acordo
com a reivindicacdo 11, ou 14, em gue a composicdo ¢é

disponibilizada liofilizada.

16. Composicgéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdbes 1, 3-8, 10, 14 ou 15 ou a composicado para
ser utilizada de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
2-5, 7, 10, 12, 13, 14 ou 15, acondicionamento em
pulverizador de aerossdis de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 9, 14 ou 15 ou o processo de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 11, 14 ou 15, em que O

mamifero é um ser humano.

Lisboa, 25 de Fevereiro de 2015.



Resumo

"Vacina para a tuberculose e processo para o seu uso"

E disponibilizada uma composicdo farmacéutica que inclui
uma ou varias Mycobacterium spp., que sido preferencialmente
inactivadas wutilizando a radiacdo gama, e que €& entéo
formulada para administracgcdo por via da mucosa, ou pulmonar
a um sujeito. As composicdes farmacéuticas sdo Uteis para
evitar, ou tratar infecgdes associadas com a mycobacterium

num sujeito, incluindo um sujeito humano.
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