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DIAGNOSTICO DE DOENGCA CAUSADA PELA TB EM. UM
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refere-se a antigenos isolados da Tuberculose (TB), que séo Uteis em
composi¢des terapéuticas e vacinais para estimular uma resposta
imunolégica especifica a TB. Os antigenos também sé&o Uteis em
ensaios para diagnéstico para determinar a presenga da TB ativa em
um individuo. Consequentemente, a presente invengéo inclui
moléculas de polipeptideos, moléculas de acidos nucléicos,
composi¢des para vacina, ensaios para diagnéstico e métodos de
diagnéstico e monitoramento do tratamento relacionado a estes
antigenos de TB.
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FUNDAMENTO DA INVENCAO

Mais de um terco da populacdo mundial esta infec-
tada com Mycobacterium tuberculosis, a bactéria que causa a
doenca Tuberculose (TB). Em cada ano, 8 milhdes de pessoas
sdo infectadas com TB e 2 milhdes de pessoas morrem da
doenca. A TB afeta significativamente os paises em desen-
volvimento e também estd se tornando um problema crescente
nas areas desenvolvidas do mundo.

As pessoas infectadas com a TB podem ser assim-
tomaticas durante um periodo de tempo consideravel e podem
estar em um estdgio latente da doenca. No seu estado ativo,
a doenca é freqgiientemente manifestada com uma inflamag¢ao
aguda dos pulmdes, resultando em febre e uma tosse improdu-
tiva. Se nao tratada, ocorrem complicag¢des graves e tipica-

mente morte. Os ensaios de diagnéstico atuais sdo
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freqiientemente inacurados e sdo incapazes de distinguir
entre pessoas no estado latente da doenga e aquelas no
estagio ativo. Atualmente, a vacinag¢do com bactérias vivas
é um método para a imunizagdo de pessoas contra a doenga.
Entretanto, a vacinacdo da TB com certas bactérias vivas
tem sido fregiientemente a fonte de controvérsia em alguns
paises, incluindo os Estados Unidos e conseqlientemente
ndo tem sido mais colocada em uso amplamente espalhado nos
EUA. Adicionalmente, os testes de diagnéstico atuais sao
muitas vezes incapazes de distinguir entre pessoas que
foram imunizadas e pessoas infectadas com TB.

A vacinacdo eficiente e o diagnéstico precoce
acurado da doenca sdo importantes para controlar a doenga.
Conseqglientemente, existe uma necessidade de ensaios de
diagnéstico eficientes que detectem a infecgdo ativa pelas
bactérias da TB. Existe ainda uma necessidade de uma vacina
que ndo utilize uma bactéria viva e forneca uma resposta
imunogénica protetora para a doencga.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a moléculas de
polipeptideos isoladas que possuem uma parte imunogénica de
um antigeno de Mycobacterium tuberculosis ou uma variagao
do antigeno que difere apenas em substituicdes e/ou modifi-
cacdes conservativas. O antigeno possui uma seqiliéncia de
aminoadcidos das SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48
ou uma combinacdo das mesmas; ou uma seqiéncia de amino-
4cidos codificada por uma molécula de &cido nucléico que

possui uma seqiiéncia das SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13,



10

15

20

25

3/83

15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43,
45, 47 ou uma combinacdo das mesmas; a regido codificadora
das SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma
combinacdo das mesmas; um complemento das SEQ ID NOs: 1, 3,
5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 470ou uma combinacdo das mesmas; Ou
uma seqiiéncia que se hibridiza (por exemplo, sob condigdes
de alta estringéncia) com as SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47 ou uma combinagdo das mesmas. Em uma modalidade,
a molécula de polipeptideo isolada estimula uma resposta
imunogénica especifica para a Tuberculose (TB) em um hospe-
deiro ou um animal (por exemplo, ser humano, camundongo,
porco, cabra, macaco). Em uma outra modalidade, a presente
invencdo inclui uma molécula de polipeptideo isolada de uma
parte imunogénica de um antigeno de M. tuberculosis, em que
o antigeno compreende uma seqiiéncia de aminoacidos codifi-
cada por uma molécula de &cido nucléico que possui mais que
ou igual a aproximadamente 70% de identidade (por exemplo,
aproximadamente 80% de identidade, 90% de identidade, apro-
ximadamente 95% de identidade) com qualquer uma das
seqgiiéncias citadas anteriormente. A presente invencdo, em
uma modalidade, inclui uma molécula de polipeptideo isolada,
em que a seqiéncia de aminoacidos possuil mais que ou igual
a aproximadamente 70% de similaridade (por exemplo, aproxi-
madamente 80% de similaridade, aproximadamente 90% de
similaridade, aproximadamente 95% de similaridade) as

seqliéncias citadas aqui.
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A presente invengdo incorpora ainda moléculas de
dcidos nucléicos que codificam moléculas de polipeptideos
que possuem uma parte imunogénica de um antigeno de M.
tuberculosis ou uma variacdo do antigeno que difere apenas
em substituicgdes e/ou modificagdes conservativas. 0
antigeno é codificado pér uma molécula de &cido nucléico
que possui uma seqgiiéncia das SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47 ou uma combinagdo das mesmas; a regido
codificadora das SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47
ou uma combinacdo das mesmas; um complemento das SEQ ID
NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinacdo das
mesmas; que se hibridiza (por exemplo, sob condigGes de
alta estringéncia) com as SEQ ID NOs: 1, 3, 5 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47 ou uma combinagao das mesmas; ou que codifica as
SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 ou uma
combinacdo das mesmas. A molécula de acido nucléico isolada
codifica uma molécula de polipeptideo que estimula uma
resposta imunogénica especifica a TB. A presente invencgao
inclui ainda moléculas de Aacidos nucléicos isoladas que
codificam uma molécula de polipeptideo que possui uma parte
imunogénica de um antigeno de M. tuberculosis, em gque O
antigeno é codificado por uma molécula de adcido nucléico
que possul mais que ou igual a aproximadamente 70 % de

identidade (por exemplo, aproximadamente 80% de identidade,
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90% de identidade, aproximadamente 95% de identidade) das
seqgliéncias citadas. A presente invengdo, em uma modalidade,
inclui moléculas de &cidos nucléicos isoladas que codificam
moléculas de polipeptideos cuja seqiiéncia possui mais que
ou igual a aproximadamente 70% de similaridade (por
exemplo, aproximadamente 80% de similaridade, aproximada-
mente 90% de similaridade, aproximadamente 95% de simila-
ridade) com as seqiiéncias citadas aqui.

Ainda uma outra modalidade da invengdo inclui
vetores, plasmideos e células hospedeiras que contém as
moléculas de &acidos nucléicos ou codificam as moléculas de
polipeptideos descritas aqui. A célula hospedeira pode ser
qualquer célula incluindo, por exemplo, células de E. coli,
levedura e de mamifero. A presente invengdo inclui adicio-
nalmente sondas que se hibridizam sob condigdes de
estringéncia (por exemplo, alta ou moderada) com as molé-
culas de acidos nucléicos descritas aqui.

A presente invengdo inclui anticorpos que se ligam
a uma ou mais das moléculas de polipeptideos descritas
agqui. O anticorpo pode ser um anticorpo monoclonal ou um
anticorpo policlonal. A inveng¢do se refere ainda a protei-
nas de fusdo que compreendem uma ou mais moléculas de
polipeptideos descritas aqui (por exemplo, duas moléculas
de polipeptideos). Em adigdo ao fato de incluir as moléculas
de polipeptideos da presente invencgao, a proteina de fuséao
também pode incluir antigenos de M. tuberculosis, incluindo
aqueles apresentados em uma molécula de MHC de Classe 2

(por exemplo, um antigeno de TB na via de células T CD4+).
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A presente invencdo inclui métodos para a esti-
mulacdo de uma resposta imunogénica especifica a TB em um
individuo, prevenindo ou reduzindo a gravidade da doenca
TB, através da administracdo de uma quantidade de uma ou
mais das moléculas de polipeptideos ou das moléculas de
dcidos nucléicos descritas aqui (por exemplo, em um carrea-
dor). Em um outro aspecto, a presente invencdo inclui
composicdes (por exemplo, composig¢des vacinais ou composi-
cdes farmacéuticas) que possuem as moléculas de polipepti-
deos ou as moléculas de acidos nucléicos descritas aqui, em
um carreador fisiologicamente aceitavel. A composigdo
também pode incluir ou pode ser co-adminstrada com um
intensificador da resposta imunolégica (por exemplo, um
adjuvante, um outro antigeno de TB, uma citocina ou uma
quimiocina imunoestimuladora). Os exemplos de adjuvantes
incluem 3D-MPL e QS21. A composigdo pode ser formulada em
uma emulsdo de &6leo em agua.

A presente invengdo incorpora ainda métodos para
o0 monitoramento do tratamento da doenca TB em um individuo.
Os métodos incluem a deteccdo do nivel de um ou mais
polipeptideos antigénicos de M. tuberculosis descritos aqui
em uma amostra proveniente do individuo; e a comparagdo do
nivel com um padrdo. Um nivel de peptideos antigénicos de
TB que é maior que o padrdo indica tratamento ineficiente e
um nivel que é menor que ou igual ao padrdo indica trata-
mento eficiente. O método de monitoramento do tratamento
também pode incluir a detecgdo de niveis de um ou mais dos
peptideos antigénicos de TB descritos aqui em uma amostra

em um ou mais pontos de tempo (por exemplo, um primeiro ou
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um ponto de tempo de linha de base e um segundo ponto de
tempo apdés o inicio do tratamento) e comparag¢do dos niveis
nos pontos de tempo. Os aumentos nos niveis dos peptideos
indicam tratamento ineficiente e a diminuigdo ou nenhuma
alteracdo nos niveis indica tratamento eficiente.

A invencdo inclui um método de diagnéstico da
doenca TB em um individuo através da detecgdo da presenga,
da auséncia ou dos niveis de uma ou mais das moléculas de
polipeptideos descritas aqui. Os ensaios de diagnéstico da
presente invencdo também permitem que se distinga entre um
individuo que possui a doenga TB ativa e imunidade a TB.
Tal método inclui a detecgdo da presenca, auséncia ou do
nivel de uma ou mais das moléculas de polipeptideos
descritas aqui e a medida do estimulo de uma resposta
imunolégica especifica & TB no individuo. A auséncia das
moléculas de polipeptideos em uma amostra do individuo e a
presenca de uma resposta imunolégica especifica a TB no
individuo indica que o individuo adquiriu alguma imunidade
a doenca TB e ndo a doenca propriamente dita. A medida do
estimulo de uma resposta imunoldgica especifica a TB inclui
a medida da proliferacdo de células, da produgdo de
interleucina-12, dos niveis de interferon-y ou uma combi-
nacido dos mesmos, em uma amostra do individuo.

A presente invengdo inclui, em uma modalidade
adicional, métodos para a detecgdo da infecgdao por M.
tuberculosis em uma amostra bioldgica, através da avaliagao
da presenca de uma ou mais das moléculas de polipeptideos
descritas aqui na amostra. A presenga de uma ou mais das

moléculas indica a presenga de infecgdo por M. tuberculosis;
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e a auséncia de uma ou mais das moléculas indica a auséncia
de infeccdo por M. tuberculosis. Em particular, os métodos
incluem o contato da amostra com um anticorpo (por exemplo,
um anticorpo marcado de forma detectavel) que se liga com a
molécula de polipeptideo, de forma suficiente para permitir
a formacdo de um complexo entre a amostra e o anticorpo,
para formar assim um complexo antigeno-anticorpo; e a
deteccdo do complexo antigeno-anticorpo. A presenca do
complexo indica a presenga de infecgdo por M. tuberculosis
e a auséncia de um complexo indica a auséncia de infecgéao
por M. tuberculosis. Em um aspecto, o método inclui ainda o
contato da amostra com um segundo anticorpo especifico ao
antigeno ou ao complexo de antigeno-anticorpo. O polipep-
tideo ou o anticorpo pode estar ligado a um suporte sélido
e a amostra bioldégica pode ser uma amostra de urina,
sangue, saliva, fluido cerebroespinhal ou tecido.

Os métodos para a detecgdo de infecgdo por M.
tuberculosis em uma amostra bioldégica também incluem o
contato da amostra com pelo menos dois iniciadores de
oligonucleotideo em uma reagdo em cadeia da polimerase, em
que pelo menos um dos iniciadores de oligonucleotideo (por
exemplo, pelo menos aproximadamente 10 bases contiguas) €
especifico para uma ou mais das moléculas de Acidos
nucléicos isoladas descritas aqui, suficientemente para
permitir a amplificagdo dos iniciadores; e a detecgdo na
amostra da seqiiéncia de 4&cido nucléico amplificada. A
presenca de gualquer uma das seqiéncias de &cidos nucléicos
amplificadas indica infecgdo por M. tuberculosis € a

auséncia de qualquer uma das seqiiéncias de acidos nucléicos
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amplificadas indica uma auséncia de infecgdo por M.
tuberculosis. Um outro método para a detecgdo da infecgéo
por M. tuberculosis em uma amostra bioldgica inclui o
contato da amostra com uma ou mais sondas de oligonu-
cleotideo (por exemplo, pelo menos aproximadamente 15 bases
contiguas) especificas para a molécula de &cido nucléico
descrita aqui sob condigdes de alta estringéncia, suficien-
temente para permitir a hibridizagdo entre a amostra € a
sonda; e a deteccdo da molécula de &cido nucléico que se
hibridiza com a sonda de oligonucleotideo na amostra. A
presenca de hibridizagdo da sonda indica infeccdo por M.
tuberculosis e a auséncia de hibridizagdo indica uma
auséncia de infeccdo por M. tuberculosis.

Além disso, a presente invengdo inclui kits para
diagnosticar a presengca ou a auséncia de infeccdo por M.
tuberculosis em uma pessoa. O kit compreende um ou mais
reagentes para a detecgdo de uma ou mais das moléculas de
polipeptideos ou das moléculas de acidos nucléicos
descritas aqui. Os reagentes podem incluir aqueles que sdo
utilizados para a realizagdo de um ensaio imunoabsorvente
ligado & enzima, um ensaio imunocromatografico rapido, uma
analise de citometria de fluxo ou um ensaio radio-
imunolégico. Tais kits podem compreender uma ou mais
moléculas de acidos nucléicos que possuem uma seqliéncia das
SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma
combinacdo das mesmas; os complementos das ditas seqiiéncias
e seqiiéncias de acidos nucléicos que se hibridizam com uma

seqiiéncia citada nas SEQ ID Nos: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,
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17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45,
47 ou uma combinacdo; e um reagente de detecgdo. Os kits
podem incluir ainda outros itens tais como suportes sbélidos
e agentes de detecgdo (por exemplo, um grupo repbdérter como
radioisétopos, grupos fluorescentes, grupos luminescentes,
enzimas, biotina e particulas de corante; conjugado a um
agente de ligagdo tal como antiimunoglobulinas, Proteina G,
Proteina A e lectinas).

As vantagens da presente invencdo incluem novos
métodos para a prevengdo ou a redugdo da gravidade da
doenca TB através do fornecimento de uma composigdo vacinal
eficiente. Os ensaios da presente invencdo permitem
administrar de forma simples e facil testes de urina para
distinguir rapidamente e eficientemente entre pacientes que
possuem TB ativa e aqueles que ndo possuem. Novas compo-
sicdes vacinais e ensaios de diagnéstico mais eficientes
auxiliardo na reducdo do presente problema de TB em todo o
mundo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

As Figuras 1A-1G sé&o representacdes esquematicas
que exibem as seqiiéncias de acidos nucléicos (em negrito)
(SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27, 29 e 31) e correspondendo as seqiéncias polipeptidicas
de M. tuberculosis (em negrito) (SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32) eluidas das
moléculas de MHC de classe 1 dos macréfagos de camundongos
infectados com a bactéria M. tuberculosis. Estdo também

representadas as supostas seqliéncias de dcidos nucléicos e
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de polipeptideos de M. tuberculosis que possuem 100% de
homologia com as sequéncias isoladas.

A Figura 1H é uma tabela que mostra as seqliéncias
peptidicas de M. tuberculosis, SEQ ID Nos: 2, 6, 10, 14,
18, 22 e 26, eluidas de moléculas de MHC de classe 1 dos
macréfagos de camundongos infectados com a bactéria M.
tuberculosis. A figura mostra ainda a anotagdo do The
Institute for Genomic Research (TIGR), a denominagdo do
Swiss-Prot e o nome da proteina.

A Figura 2 é uma representagdo esquematica que
mostra um peptideo, SEQ ID NO: 30, em negrito, encontrado
na urina de pacientes com tuberculose pulmonar e sua
seqiiéncia de &cido nucléico correspondente, SEQ ID NO: 29.
A figura mostra ainda uma seqiéncia de DNA (SEQ ID NO: 31)
e sua seqiiéncia de proteina correspondente (SEQ ID NO: 32)
que é uma suposta proteina de biossintese da molibdopterina
que ¢é encontrada em M. tuberculosis e possui 100% de
homologia com a SEQ ID NO: 30.

A Figura 3 é uma representagéo esquemdtica que
mostra o protocolo utilizado para purificar e seqienciar
os peptideos associados ao MHC de Classe 1 isolados de
macrdfagos infectados por M. tuberculosis.

A Figura 4 é uma figura que mostra um exemplo de
um ensaio imunocromatografico para a deteccgao de antigenos
de TB da presente invengdo em uma amostra.

A Figura 5 é uma tabela que mostra as sequéncias
peptidicas de M. tuberculosis, SEQ ID Nos: 34, 38, 42 e 46,
encontradas na urina de pacientes com tuberculose pulmonar

e a proteina doadora de M. tuberculosis.
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As Figuras 6A-B s&o representacgdes esquematicas
gue mostram a segiiéncia de a&cido nucléico (em negrito e
sublinhada) (SEQ ID NO: 33) e que corresponde a seqiiéncia
polipeptidica de M. tuberculosis (em negrito e sublinhada)
(SEQ ID NO: 34) encontrada na urina de pacientes com
tuberculose pulmonar. S&o também apresentadas as sequiéncias
de &cidos nucléicos e de polipeptideos da Homosserina O-
acetiltransferase de M. tuberculosis que possuem 100% de
homologia com as seqiéncias isoladas (SEQ ID NOs: 35 e 36,
respectivamente), junto com uma tabela que fornece o nome
do Lécus do Genomic Research (TIGR), o nome do lbécus
primario, a denominagdo do Swiss-Prot, a suposta identifi-
cacdo, o Simbolo Génico, as fungdes celulares do TIGR, as
coordenadas, o nome da molécula de DNA, o comprimento do
gene, o comprimento da proteina, o peso molecular, o pl, a
porcentagem de GC, o numero de Licenga da enzima, o Reino e
a Familia.

As Figuras 7A-C sdo representacgdes esquemdticas
que mostram a seqiiéncia de &cido nucléico (em negrito e
sublinhada) (SEQ ID NO: 37) e que corresponde & seqiiéncia
polipeptidica de M. tuberculosis (em negrito e sublinhada)
(SEQ ID NO: 38) encontrada na urina de pacientes com
tuberculose pulmonar. Sdo também apresentadas as seqgiiéncias
de &cidos nucléicos e de polipeptideos da proteina smc de
parti¢cdo do cromossomo de M. tuberculosis que possuem 100%
de homologia com as seqiiéncias isoladas (SEQ ID NOs: 39 e
40, respectivamente), Jjunto com uma tabela que fornece O
nome do Lécus do TIGR, o nome do lécus primdrio, a denomi-

nacdo do Swiss-Prot, a suposta identificacdo, o Simbolo
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Génico, as funcdes celulares do TIGR, as coordenadas,
nome da molécula de DNA, o comprimento do gene, O
comprimento da proteina, o peso molecular, o pI, a
porcentagem de GC, o numero de Licenga da enzima, ©O Reino e
a Familia.

As Figuras B8A-B sdo representagdes esquematicas
que mostram a seqgiiéncia de &cido nucléico (em negrito e
sublinhada) (SEQ ID NO: 41) e que corresponde a seqiéncia
polipeptidica de M. tuberculosis (em negrito e sublinhada)
(SEQ ID NO: 42) encontrada na urina de pacientes com
tuberculose pulmonar. Sdo também apresentadas as seqliéncias
de acidos nucléicos e polipeptidicas da Ornitina
carbamoiltransferase de M. tuberculosis que possuem 100% de
homologia com as seqgiiéncias isoladas (SEQ ID NOs: 43 e 44,
respectivamente), junto com uma tabela que fornece o nome
do Lécus do TIGR, o nome do lécus primdrio, a denominagéo
do Swiss-Prot, a suposta identificagdo, o Simbolo Génico,
as funcgdes celulares do TIGR, as coordenadas, o nome da
molécula de DNA, o comprimento do gene, o comprimento da
proteina, o peso molecular, o pI, a porcentagem de GC, o
nimero de Licenca da enzima, o Reino e a Familia.

As Figuras 9A-B sdo representagdes esquematicas
que mostram a seqgiiéncia de &cido nucléico (em negrito e
sublinhada) (SEQ ID NO: 45) e correspondente a seqiiéncia
polipeptidica de M. tuberculosis (em negrito e sublinhada)
(SEQ ID NO: 46) encontrada na urina de pacientes com
tuberculose pulmonar. Sdo também apresentadas as seqliiéncias
de 4&cidos nucléicos e polipeptidicas da fosfoadenosina

fosfossulfato reductase de M. tuberculosis que possuem 100%
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de homologia com as seqiiéncias isoladas (SEQ ID NOs: 47 e
48, respectivamente), Jjunto com uma tabela que fornece o
nome do Lécus do TIGR, o nome do lécus primadrio, a denomi-
nacdo do Swiss-Prot, a suposta identificagdo, o Simbolo
Génico, as funcdes celulares do TIGR, as coordenadas, O
nome da molécula de DNA, o comprimento do gene, © com-
primento da proteina, o peso molecular, o pI, a porcen-
tagem de GC, o numero de Licenga da enzima, O Reino e a
Familia.

A Figura 10 é uma representacdo do Western Blot
que mostra a superexpressdo e a purificagdo dos recom-
binantes MT1694, MT2462 e MT2990 dos lisados de E. coli de
culturas ndo induzidas (faixas 1); dos lisados de E. coli
das culturas induzidas com isopropil-beta-D-tiogalacto-
piranosideo (IPTG) (faixas 2); e as proteinas recombi-
nantes purificadas (faixas 3) e os marcadores de peso
molecular (MWM).

A Figura 11 é uma representagdo do Western Blot
que mostra a identificacdo de MTB1694 e MT2462 nativas no
lisado total bruto de células de M. tuberculosis (Faixa 1);
as proteinas do filtrado da cultura (CF) (Faixa 2); o
antigeno recombinante purificado (Faixa 3); e os marca-
dores de peso molecular (MWM), em que os antigenos foram
submetidos a eletroforese e transferidos para uma membrana
de nitrocelulose seguido pela aplicagc&o de sonda com anti-
MTB1694 de coelho ou com o anti-soro anti-MT2462.

A Figura 12A é um grafico de barras que mostra o
reconhecimento de MT1694 e MT2452 através de respostas

proliferativas expresso por contagens por minuto (COM) de
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individuos com PPD saudavel (uma resposta de teste de pele
intradérmico as proteinas da tuberculose utilizando um
Derivado de Proteina Purificada) negativo (doador 1) e PPD
positivo (doadores 2-5) apdés o estimulo com antigenos
recombinantes (5 pg/mL).

A Figura 12B é um grafico de barras que mostra o
reconhecimento de MT1694 e MT2452 através da produgdo de
IFN-y de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
de individuos PPD negativo saudavel (doador 1) e PPD
positivo (doadores 2-5) apdés o estimulo com antigenos

recombinantes (5 pg/mL).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A seguir ha uma descrigdo das modalidades prefe-
ridas da invencdo. A presente invencdo se refere a
composigdes vacinais e ensaios de diagnéstico para a doenga
Tuberculose (TB). A presente invengdo se baseia, em parte,
na descoberta de certos peptideo antigénicos de TB
apresentados no macréfago com MHC de classe 1, quando um
hospedeiro é infectado com a bactéria que causa a B, a
saber, a bactéria M. tuberculosis. Os macréfagos com MHC de
classe 1 sdo células que desempenham uma funcdo na via das
células T CD8+ da resposta imunolégica. Uma segunda desco-
berta que forma a base da presente invengao é a identifi-
cacdo de um peptideo de TB presente na urina de pessoas
infectadas com TB ativa. A identidade dos peptideos
antigénicos especificos de TB apresentados na célula com
MHC de classe e a identidade do peptideo de TB peptideo

encontrado na urina de pacientes infectados, fornecem as
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segiiéncias polipeptidicas necessadrias para criar vacinas
e/ou testes de diagnéstico eficiente.

As composi¢des vacinais para TB da presente
invencdo podem incluir seqiiéncias polipeptidicas ou seqién-
cias de A4cidos nucléicos e, opcionalmente, moléculas
intensificadoras do sistema imunolégico adicionais. Assim,
a presente invencdo se refere, em parte, as seqliéncias
polipeptidicas de TB antigénicas especificas descobertas,
que sdo mostradas nas Figuras 1, 2 e 5-9, a saber, SEQ ID
NOs 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 e combinac¢des das
mesmas. As SEQ ID NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22 e 26 foram
isolados através da infeccdo de camundongos com quantidades
significativas da bactéria M. tuberculosis. Aproximadamente
duas semanas apés os camundongos serem infectados, o baco
foi removido e as moléculas de MHC de classe 1, moléculas
gque apresentam antigenos para as células T Cb8+, foram
separadas, de acordo com os métodos detalhados no Exemplo
1. Um numero de peptideos que foram encontrados nas
moléculas de MHC de classe 1 foi identificado como tendo
origem na M. tuberculosis. As SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 e 27, as sequéncias de
acidos nucléicos que codificam estes polipeptideos
identificados, também sdo mostradas na Figura 1A-H.

A SEQ ID NO: 30, MVIIELMRR, é um peptideo encon-
trado na urina de pessoas com TB pulmonar e esta seqiéncia
possui 100% de homologia com uma proteina de biossintese de
M. tuberculosis, SEQ ID NO: 32, mostrada na Figura 2. A

seqiiéncia de &cido nucléico, SEQ ID NO: 31, que codifica
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esta proteina também é mostrada. Adicionalmente, as Figuras
5-9 mostram as SEQ ID NOs: 34, 38, 42 e 46 que também sdo
encontradas na urina de pessoas com TB pulmonar e possuem
100% de . homologia com as SEQ ID NOs: 36, 40, 44 e 48,
respectivamente. Os métodos utilizados para a identificacéo
desta proteina TB na urina de pacientes infectados com TB
ativa s3o descritos no Exemplo 2.

Conseqglientemente, a presente invengdo se refere
a estas seqiliéncias, SEQ ID NO: 1-48, que foram identi-
ficadas como sendo uUteis na ativagdo de uma resposta
imunolégica protetora contra TB e para ensaios de diagnds-
tico para a identificacdo de pessoas com TB ativa.

Polipeptideos e Sua Funcéao

A presente invengdo se refere a moléculas de
polipeptideos isoladas que foram isoladas incluindo as
partes antigénicas das seqiiéncias de TB apresentadas pela
molécula de MHC de classe 1 em um hospedeiro infectado e
das seqiiéncias de TB isoladas da urina de pacientes infec-
tados. A presente inveng¢do inclui moléculas de polipep-
tideos que contém a seqiéncia de qualquer uma das
seqiiéncias de aminodcidos de TB antigénicas (SEQ ID NOs: 2,
4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38, 40, 42, 44, 46,.48 ou combinac¢des das mesmas) .
Ver as Figuras 1, 2 e 5-9. A presente invengdo se refere
ainda a moléculas de polipeptideos que sdo codificadas
pelas seqiiéncias de acidos nucléicos, SEQ ID NOs: 1, 3, 5,
7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,

37, 39, 41, 43, 45, 47 ou combinag¢des das mesmas.
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Como utilizado aqui, o termo “polipeptideo”
abrange cadeias de aminodcidos de qualquer comprimento,
incluindo proteinas de comprimento completo (isto &,
antigenos), em que os residuos de aminodcidos estdo ligados
através de ligagdes peptidicas covalentes. Assim, um
polipeptideo que compreende uma parte imunogénica de um
antigeno de M. tuberculosis pode consistir inteiramente da
parte imunogénica ou pode conter seqiiéncias adicionais. As
seqiéncias adicionais podem ser derivadas do antigeno
nativo de M. tuberculosis ou podem ser heterdélogas e tais
seqiiéncias podem (mas ndo necessariamente) ser imunogé-
nicas. Em geral, os polipeptideos divulgados aqui sé&o
preparados na forma substancialmente pura. Preferencial-
mente, os polipeptideos sdo pelo menos aproximadamente 80%
puros, mais preferencialmente pelo menos aproximadamente
90% puros e mais preferencialmente pelo menos aproxima-
damente 99% puros.

Os polipeptideos antigénicos de TB da presente
invencdo referidos aqui como “isolados” sao polipeptideos
que foram separados de outras proteinas e do material
celular de sua fonte de origem. Os polipeptideos antigé-
nicos de TB isolados, peptideos derivados através da
infeccdo com a bactéria M. tuberculosis, incluem uma
proteina essencialmente pura, proteinas produzidas através
de sintese quimica, através de combinagdes de sinteses
biolégicas e quimicas e através de métodos recombinantes.
As proteinas da presente invengdo foram isoladas e caracte-
rizadas em relacdo as suas caracteristicas fisicas

utilizando os procedimentos descritos na Exemplificagdo e
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podem ser produzidas utilizando técnicas de laboratério
para purificacdo de proteinas. Tais técnicas incluem, por
exemplo, extracdo por salinificacgéo, imunoprecipitacgéao,
cromatografia em coluna, cromatografia liquida em alta
pressdo ou eletroforese.

As composicdes e os métodos da presente invenc¢ado
também abrangem variagdes dos polipeptideos e das moléculas
de DNA anteriores. Uma “wvariacdo” de polipeptideo, como
utilizado aqui, ¢é um polipeptideo que difere do polipep-
tideo citado apenas em relagdo a substituicdes e/ou
modificacdes conservativas, de forma que as propriedades
terapéuticas, antigénicas e/ou imunogénicas do polipeptideo
sdo mantidas. Uma variacdo de um antigeno especifico a M.
tuberculosis estimulard, portanto, a proliferagdo celular
e/ou IFN-y em células Thl produzidas contra tal antigeno
especifico. As variagdes de polipeptideos exibem preferen-
cialmente pelo menos aproximadamente 70%, mais preferen-
cialmente pelo menos aproximadamente 90% e mais preferenci-
almente pelo menos aproximadamente 95% de homologia com 0s
polipeptideos identificados. Para os polipeptideos com
propriedades imunorreativas, as variacles podem, alterna-
tivamente, ser identificadas através da modificacdo da
seqiiéncia de aminodcidos de um dos polipeptideos anteriores
e da avaliacdo da imunorreatividade do polipeptideo
modificado. Tais seqgiiéncias modificadas podem ser
preparadas e testadas utilizando, por exemplo, os
procedimentos repre-sentativos descritos aqui.

Como utilizado aqui, uma “substituigao conser-

vativa” é uma em que um aminodcido é substituido por um
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outro aminodcido que possui propriedades similares, de
forma que um perito na arte da quimica de peptideos
esperaria que a estrutura secundaria e a natureza hidro-
patica do polipeptideo nao fossem substancialmente
alteradas. Em geral, os grupos de aminodcidos a seguir
representam alteracdes conservativas: (1) ala, pro, gly,
glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3)
val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; e (5) phe,
tyr, trp, his.

As variacdes podem ainda ou alternativamente,
conter outras modificacdes, incluindo a delegdo ou a adigédo
de aminodcidos que possuem influéncia minima sobre as
propriedades antigénicas, a estrutura secundaria e a
natureza hidropatica do polipeptideo. Por exemplo, um
polipeptideo pode ser conjugado a uma seqiéncia sinal (ou
lider) na extremidade N-terminal da proteina que direciona
de forma co-traducdo ou péds-traducdo a transferéncia da
proteina. O polipeptideo também pode ser conjugado com um
ligante ou outra seqiéncia para facilitar a sintese, a
purificacdo ou a identificagdo do polipeptideo (por
exemplo, poli-His) ou para aumentar a ligagdo do
polipeptideo com um suporte sélido. Por exemplo, um poli-
peptideo pode ser conjugado com a regido Fc de uma
imunoglobulina.

A presente invengdo abrange ainda proteinas e
polipeptideos de TB, variac¢des dos mesmos Ou aqueles que
possuem seqiiéncias de aminodcidos analogas as seqiiéncias de
aminodcidos dos polipeptideos antigénicos de TB descritas

aqui. Tais polipeptideos s&o definidos aqui como analogos
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antigénicos de TB (por exemplo, homdélogos) ou mutantes ou
derivados. Seqiiéncias de aminodcidos “analogas” ou
“hombélogas” se referem a seqiiéncias de aminodcidos com
identidade suficiente de qualquer uma das seqiéncias de
aminodcidos de TB de forma a possuirem a atividade
biolégica (por exemplo, a capacidade de ativar uma resposta
imunolégica protetora contra bactérias da TB) de qualquer
um dos polipeptideos nativos de TB. Por exemplo, um
polipeptideo andlogo pode ser produzido com alteracdes
“silenciosas” na seqliéncia de aminoacidos em que um Ou
mais, residuos de aminodcidos diferem dos residuos de
aminoadcidos de gqualquer uma da proteina de TB, ainda
possuindo a fungdo ou a atividade biolégica da TB. Os
exemplos de tais diferengas incluem adigdes, delecdes ou
substituicdes de residuos da seqiéncia de aminodcidos de
TB. Sio também abrangidos pela presente invengdo o0s
polipeptideos analogos que exibem atividade bioldgica
maior ou menor de qualquer uma das proteinas de TB da
presente invencdo. Tais polipeptideos podem ser produzidos
através de mutacdo (por exemplo, substituigdo, delecao ou
adicdo) de um ou mais residuos de aminoacidos ou acidos
nucléicos em qualquer uma das moléculas de TB isoladas
descritas aqui. Tais mutagdes podem ser realizadas
utilizando os métodos descritos aqui e aqueles conhecidos
na arte. Em particular, a presente invencdo se refere a
moléculas de polipeptideos hombdlogas que possuem pelo menos
aproximadamente 70% (por exemplo, 75%, 80%, 85%, 90% ou
95%) de identidade ou similaridade com as SEQ ID NOs: 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 1e, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
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36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 ou uma combinacdo das mesmas.
Percentual de “identidade” se refere a quantidade de
nucleotideos ou de aminodcidos idénticos entre duas
seqliéncias de nucleotideos ou de aminoacidos, respec-
tivamente. Como utilizado aqui, “porcentagem de
similaridade” se refere a quantidade de aminoacidos
similares ou conservativos entre duas seqiiéncias de amino-
acidos.

Os polipeptideos da presente invengao, que
incluem uma seqiéncia de comprimento completo, seqgiiéncias
parciais, fragmentos funcionais e homdlogos, que permitem
ou auxiliam na estimulacdo de uma resposta imunogénica
especifica ou imunolégica protetora & TB. "“Imunogénica”,
como utilizado aqui, se refere a capacidade de ativar uma
resposta imunolégica (por exemplo, celular) em um paciente,
tal como um ser humano e/ou em uma amostra bioldgica. Em
particular, os antigenos que s&o imunogénicos (e partes
imunogénicas dos mesmos) estimulam a proliferacdo celular,
a producdo de interleucina-12 e/ou a produgcdo de
interferon-y em amostras bioldégicas que compreendem uma ou
mais células (por exemplo, células T, células NK, células B
e macréfago). Tais células sdo derivadas de um individuo
imune a M. tuberculosis. As partes imunogénicas dos
antigenos descritos aqui podem ser preparadas e identi-
ficadas utilizando as técnicas descritas aqui. Podem ser
utilizadas outras técnicas, tais como as resumidas em Paul,
Fundamental Immunology, 32 ed., Raven Press, 1993, pp. 243-
247 e referéncias citadas no mesmo. Tais técnicas incluem a

selecdo de partes de polipeptideos do antigeno nativo em
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relacdo as propriedades imunogénicas. Uma parte imunogénica
de um polipeptideo é uma parte que, dentro de tais ensaios,
gera uma resposta imunolégica (por exemplo, proliferacgdo,
producdo de interferon-y e/ou produgdo de interleucina-12)
que é substancialmente similar a gerada pelo antigeno de
comprimento completo. Em outras palavras, uma parte
imunogénica de um antigeno pode gerar pelo menos aproxi-
madamente 20% e preferencialmente aproximadamente 100%, da
proliferacdo induzida pelo antigeno de comprimento completo
no ensaio de proliferacdo modelo descrito aqui. Uma parte
imunogénica pode ainda ou alternativamente, estimular a
producdo de pelo menos aproximadamente 20% e preferencial-
mente aproximadamente 100%, do interferon-y e/ou da
interleucina-12 induzida pelo antigeno de comprimento
completo no ensaio modelo descrito aqui. Como utilizado
aqui, “TB” ou “doenga TB” se refere a doenga causada pela
infeccdo de M. tuberculosis. Os polipeptideos hombélogos
podem ser determinados utilizando métodos conhecidos pelos
peritos na arte. As buscas iniciais pela homologia podem
ser realizadas no NCBI contra os bancos de dados do
GenBank, EMBL e SwissProt wutilizando, por exemplo, o
servico de rede BLAST. Altschuler, S. F., e outros, J. Mol.
Biol., 215: 403 (1990), Altschuler, S. F., Nucleic Acids
Res., 25: 3389-3402 (1998). A analise de computador das
seqiiéncias de nucleotideos pode ser realizada utilizando o
MOTIFS e as subrotinas de FindPatterns do software do
Genetics Computing Group (GCG, versdo 8.0). As comparagdes
de proteinas e/ou nucleotideos foram realizadas de acordo

com Higgins e Sharp (Higgins, D. G. e Sharp, P. M., Gene,
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73: 237-244 (1988), por exemplo, utilizando parametros pré-
estabelecidos) .

Adicionalmente, os polipeptideos isolados indivi-
duais da presente invengdo sdo biologicamente ativos ou
funcionais e também desempenham varias funcgdes nas
bactérias. Por exemplo, o polipeptideo isolado, tal como a
SEQ ID NO: 6 é um transportador ABC de proteina transmem-
brana de transporte de glutamina. Similarmente, a SEQ ID
NO: 22 é uma proteina do membro integral de transporte de
aminodcido catiénico e a SEQ ID NO: 26 é uma ATPase do tipo
P de transporte catiénico. A SEQ ID NO: 32, é uma proteina
de Dbiossintese da molibdopterina. A presente invengao
inclui fragmentos destas seqiiéncias de aminoacidos isoladés
e possui ainda a funcdo ou a atividade bioldégica da
seqiiéncia. Por exemplo, os fragmentos de polipeptideos que
compreendem mutantes de delegdo das proteinas antigénicas
de TB podem ser planejados e eXpressos através de métodos
de laboratério bem conhecidos. Os fragmentos, os polipep-
tideos homdélogos ou andlogos podem ser avaliados em relacgdo
a atividade biolégica, como descrito aqui.

A presente invencdo abrange ainda derivados
biologicamente ativos dos polipeptideos antigénicos de TB
descritos anteriormente, referidos aqui como imitadores de
peptideos. Os imitadores podem ser planejados e produzidos
através de técnicas conhecidas pelos peritos na arte. (ver,
por exemplo, a Patentes U.S. N2 4.612.132; 5.643.873 e
5.654.276). Estes imitadores podem ser Dbaseados, por
exemplo, em uma segiiéncia de aminoacidos de TB especifica e

manter a posigdo relativa no espago da seqgiiéncia de
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aminodcidos correspondente. Estes imitadores de peptideos
possuem atividade bioldégica similar a atividade biolégica
do composto peptidico correspondente, mas possuem uma
“vantagem biolégica” em relacdo a seqiiéncia de aminoacidos
antigénica de TB em relagdo a uma ou mais, das propriedades
a seqguir: solubilidade, estabilidade e susceptibilidade a
hidrélise e a protedlise.

Os métodos para a preparagdo de imitadores de
peptideos incluem a modificagdo do grupo amino N-terminal,
do grupo carboxila C-terminal e/ou a alteracdo de uma ou
mais das ligagdes amino no peptideo para uma ligacdo sem
ser amino. Duas ou mais tais modificag¢des podem ser
acopladas em uma molécula imitadora de peptideo. As
modificacdes de peptideos para produzir imitadores de
peptideo sdo descritas nas Patentes U.S. N2 5.643.873 e
5.654.276. Outras formas dos polipeptideos antigénicos de
TB, abrangidas pela presente invencdo, incluem aquelas que
sdo “funcionalmente equivalentes”. Este termo, como
utilizado aqui, refere-se a qualquer seqliéncia de acido
nucléico e seu aminoacido codificado, que imita a atividade
biolégica dos polipeptideos de TB e/ou dominios funcionais
dos mesmos.

Seqgiiéncias de Acidos Nucléicos de TB, Plasmideos, Vetores e

Células Hospedeiras

A presente inveng¢do, em uma modalidade, inclui
uma molécula de Aacido nucléico isolada que possuil uma
seqgiéncia das SEQ ID Nos: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47

ou combinacdes das mesmas. Ver as Figuras 1, 2 e 5-9. A



10

15

20

25

26/83

presente invencdo inclui as seqiiéncias que sdo citadas nas
Figuras 1, 2 e 5-9, assim como as regides codificadoras das
mesmas.

Como utilizado aqui, os termos “molécula de DNA”
ou “molécula de &cido nucléico” incluem filamentos tanto
senso quanto anti-senso, cDNA, DNA gendémico, DNA recombi-
nante, RNA e moléculas de acidos nucléicos completamente ou
totalmente sintetizadas. Uma “variagdo” de nucleotideo ¢
uma seqiéncia que difere da seqiiéncia de nucleotideos
citada por possuir uma ou mais delegdes, substituigbes ou
adicdes de nucleotideos. Tais modificagdes podem ser
facilmente introduzidas utilizando técnicas de mutagénese
padronizadas, tal como a mutagénese especifica ao sitio
direcionada ao oligonucleotideo como € ensinada, por
exemplo, por Adelman e outros (DNA 2: 183, 1983). As
variacdes de nucleotideos podem ser variagdes alélicas que
ocorrem naturalmente ou variagdes que nao ocorrem
naturalmente. As variacdes de seqléncias de nucleotideos
exibem preferencialmente pelo menos aproximadamente 70%,
mais preferencialmente pelo menos aproximadamente 80% e
mais preferencialmente pelo menos aproximadamente 90% de
homologia com a seqiiéncia citada. Tais variagdes de
seqiiéncias de nucleotideos se hibridizarao geralmente com a
seqgiiéncia de nucleotideos citada sob condicdes estrin-
gentes. Em uma modalidade, “condic¢des estringentes” se
refere & pré-lavagem em uma solugdo de 6 x SSC, 0,2% de
SDS; hibridizacdo a 65°Celsius, 6xSSC, 0,2% de SDS durante
a noite; seguida por duas lavagens de 30 minutos cada em

1xSSC, 0,1% de SDS a 65°C e duas lavagens de 30 minutos
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cada em 0,2XSsC, 0,1% de SDS a 65°C. A presente invengao
abrange ainda seqiiéncias de acidos nucléicos isoladas que
codificam polipeptideos de TB e em particular, aquelas que
codificam uma molécula de polipeptideo que possui uma
seqgiiéncia de aminoacidos das SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 46, 48 ou combinagdes das mesmas. Estas seqiiéncias
de 4cidos nucléicos de TB codificam polipeptideos que
estimulam uma resposta imunogénica protetora para a
bactéria M. tuberculosis e/ou estdo envolvidas com as
funcdes descritas adicionalmente aqui.

Como utilizado aqui, um gene ou uma seqiiéncia de
nucleotideos “isolada” que ndo é flangueada pelas seqién-
cias de nucleotideos que normalmente (por exemplo, na
natureza) flanqueiam o gene ou a seqiiéncia de nucleotideos
(por exemplo, como nas seqiiéncias gendmicas) e/ou foram
completamente ou parcialmente purificadas de outras
seqiiéncias transcritas (por exemplo, como em uma biblioteca
de cDNA ou de RNA). Assim, uma seqiéncia génica ou de
nucleotideos isolada pode incluir uma seqiéncia génica ou
de nucleotideos que’é sintetizada gquimicamente ou através
de meios recombinantes. As construcdes de acidos
nucléicos contidas em um vetor sdo incluidas na definicado
de “isolado” como utilizado aqui. Ainda, as seqiiéncias de
nucleotideos isoladas incluem moléculas de &acidos nucléicos
recombinantes e células hospedeiras heterélogas, assim
como moléculas de 4acidos nucléicos parcialmente ou
substancialmente ou purificadas em solugdo. Os produtos da

transcricdo de RNA in vivo e in vitro da presente inveng¢ao
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também sdo abrangidos pelas segiiéncias de nucleotideos
“isoladas”. Tais seqiiéncias de nucleotideos isoladas sdo
Uteis para a producdo do polipeptideo antigénico de TB
codificado, como sondas para o isolamento de seqgiiéncias
homélogas (por exemplo, de outras espécies de mamiferos ou
outros organismos), para o mapeamento génico (por exemplo,
através da hibridizacdo in situ) ou para a detecgdo da
presenca (por exemplo, através da andlise de Southern blot)
ou da expressdo (por exemplo, através da anadlise de
Northern blot) de genes relacionados nas células ou no
tecido. As seqiiéncias de &cidos nucléicos antigénicas de TB
da presente invencdo incluem seqiiéncias de &cidos nucléicos
homélogas. As seqiiéncias de &cidos nucléicos “andlogas” ou
“homélogas” se referem as seqiéncias de &cidos nucléicos
com identidade suficiente com qualquer uma das seqiiéncias
de &cidos nucléicos de TB, de forma que uma vez codificadas
em polipeptideos, ©possuem a atividade bioldgica de
gqualquer um dos polipeptideos antigénicos de TB descritos
aqui. Por exemplo, uma molécula de acido nucléico anédloga
pode ser produzida com alteracgdes “silenciosas” na
seqiéncia em que um ou mais nucleotideos diferem dos
nucleotideos de qualquer um dos polipeptideos de TB
descritos aqui, ainda, uma vez codificada em um polipep-
tideo, ainda possui sua fungdo ou atividade bioldgica. Os
exemplos de tais diferengas incluem adicbes, delegdes ou
substituicdes. Sdo também abrangidas pela presente invengao
as seqiiéncias de &cidos nucléicos que codificam polipep-
tideos andlogos que exibem atividade bioldgica maior ou

menor que as proteinas de TB da presente inveng¢do. Em
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particular, a presente invengdo estd direcionada a molé-
culas de 4&cidos nucléicos que possuem pelo menos
aproximadamente 70% (por exemplo, 75%, 80%, 85%, 90% ou
95%) de identidade com as SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47 ou combinacdes das mesmas.

As moléculas de 4&cidos nucléicos da presente
invencao, que incluem as seqiéncias de comprimento
completo, as seqiéncias parciais, os fragmentos funcionais
e homélogos, uma vez codificadas em polipeptideos, ativam
uma resposta imunogénica especifica a TB ou possuem a
funcdo do polipeptideo, como descrito adicionalmente aqui.
As seqiiéncias de 4&cidos nucléicos homélogas podem ser
determinadas utilizando métodos conhecidos pelos peritos na
arte e através de métodos descritos aqui que incluem
aqueles descritos para seqiiéncias polipeptidicas homdblogas.
Os antigenos imunogénicos podem ser entdo seqienciados
utilizando técnicas tal como a quimica de Edman. Ver Edman
e Berg, Eur. J. Biochem. 80: 116-132, 1967.

Sido também abrangidas pela presente invengao as
seqliéncias de 4cidos nucléicos, DNA ou RNA, que sao
substancialmente complementares as seqiéncias de DNA que
codificam os polipeptideos antigénicos de TB da presente
invencdo e que se hibridizam especificamente com suas
seqiiéncias de DNA sob condigdes de estringéncia conhecidas
pelos peritos na arte. Como definido aqui, substancialmente
complementar significa que o é&cido nucléico né&o precisa
refletir a seqiéncia exata das seqiiéncias de TB, mas tem

que ser suficientemente similar em relacéao a seqiiéncia para



10

15

20

25

30/83

permitir a hibridiza¢do com a seqiéncia de acido nucléico
de TB sob condicdes de alta estringéncia. Por exemplo,
bases ndo complementares podem estar intercaladas em uma
seqiiéncia de nucleotideos ou as seqiiéncias podem ser mais
longas ou mais curtas que a seqiiéncia de acido nucléico de
TB, contanto que a seqiiéncia tenha um numero suficiente de
bases complementares a seqiiéncia de TB para permitir a
hibridizacdo com a mesma. As condigdes para estringéncia
séovdescritas, por exemplo, em Ausubel, F. M. e outros,
Current Protocols in Molecular Biology, (Current Protocol,
1994) e Brown e outros, Nature, 366: 375 (1993); e
adicionalmente definidas em associacdo com certos ensaios.

Sido ainda abrangidas pela presente invengdo as
seqiiéncias de A&cidos nucléicos, DNA gendémico, cDNA, RNA ou
uma combinacdo dos mesmos, que é substancialmente comple-
mentar as seqiiéncias de DNA da presente invencdo e que se
hibridiza especificamente com as seqiiéncias de acidos
nucléicos antigénicas de TB sob condig¢des de estringéncia
suficiente (por exemplo, alta estringéncia) para a
identificacdo de segqgiiéncias de DNA com identidade de acido
nucléico substancial.

A presente invengdo inclui ainda partes ou outras
variacdes de antigenos de M. tuberculosis que séao geradas
através de meios sintéticos ou recombinantes. Os
polipeptideos sintéticos que possuem menos que aproxima-
damente 100 aminodcidos e geralmente menos gque aproxima-
damente 50 aminoadcidos, podem ser gerados utilizando
técnicas bem conhecidas pelos peritos comuns na arte. Por

exemplo, tais polipeptideos podem ser sintetizados
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utilizando qualquer uma das técnicas em fase s6lida
disponiveis comercialmente, tal como o método de sintese em
fase sb6lida de Merrifield, em que os aminoadcidos sao
seqliencialmente adicionados a uma cadeia de aminoacidos
crescente. Ver Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2146,
1963. O equipamento para a sintese automatizada de
polipeptideos est& disponivel comercialmente de fornece-
dores tal como a Applied BioSystems, Inc., Foster City,
Calif. e pode ser operado de acordo com as instrucdes do
fabricante. As variacdes de um antigeno nativo podem ser
geralmente preparadas utilizando técnicas padronizadas de
mutagénese, tal como a mutagénese especifica ao sitio
direcionada ao oligonucleotideo. Se¢des da seqiiéncia de DNA
também podem ser removidas utilizando técnicas padronizadas
para permitir a preparagdo de polipeptideos truncados. Em
uma outra modalidade, a presente inveng¢do inclui moléculas
de &cidos nucléicos (por exemplo, sondas ou iniciadores)
gque se hibridizam com as seqiiéncias de TB, SEQ ID NOs: 1,
3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou combinacdes das mesmas sob
condicdes de estringéncia alta ou moderada. Em um aspecto,
a presente invengdo inclui moléculas que sdo ou se
hibridizam com pelo menos aproximadamente 20 nucleotideos
contiguos ou mais longos em comprimento (por exemplo, 50,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100,
1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100,
2200, 2300, 2400, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, 3000, 3100,
3200, 3300, 3400, 3500, 3600, 3700, 3800, 3900 ou 4000).

Tais moléculas se hibridizam com uma das seqgiéncias de
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dcidos nucléicos de TB sob condicdes de alta estringéncia.
A presente inven¢do inclui tais moléculas e aquelas que
codificam um polipeptideo que possui as fungdes ou a
atividade bioldégica descrita aqui. Tipicamente a sonda de
4cido nucléico compreende a seqiiéncia de é&cido nucléico
(por exemplo, as SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47
ou combinacdes das mesmas) e tem comprimento e complemen-
taridade suficientes para se hibridizar especificamente com
uma seqliéncia de dcido nucléico que codifica um
polipeptideo antigénico de TB. Por exemplo, uma sonda de
4cido nucléico pode ter pelo menos aproximadamente 5%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% ou 90% do comprimento da
seqiéncia de &cido nucléico de TB. Os requerimentos de
comprimento e complementaridade suficientes podem ser
facilmente determinados por um perito na arte. As condigdes
de hibridizacdo adequadas (por exemplo, condigdes de alta
estringéncia) s&o também descritas aqui. Adicionalmente, a
presente invencdo abrange fragmentos dos polipeptideos da
presente invengdo ou seqiiéncias de dcidos nucléicos que
codificam um polipeptideo em que o polipeptideo possui a
atividade biolégica dos polipeptideos de TB citados aqui.
Tais fragmentos sdo uteis como sondas para OS ensaios
descritos aqui e como ferramentas experimentais ou no caso
de fragmentos de &acidos nucléicos, como iniciadores. Uma
modalidade preferida inclui iniciadores e sondas que se
hibridizam seletivamente com as construcdes de acidos
nucléicos que codificam qualquer um dos polipeptideos de TB

citados. Por exemplo, os fragmentos de &cidos nucléicos que
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codificam qualquer um dos dominios descritos aqui também
sdo implicados pela presente invengdo. As condigdes de
estringéncia para hibridizacdo se referem as condigdes de
temperatura e composigdo dos tampdes que permitem a
hibridizacdo de uma primeira seqiiéncia de acido nucléico
com uma segunda seqgiiéncia de &cido nucléico, em que as
condicdes determinam o grau de identidade entre estas
seqliéncias que se hibridizam uma com a outra. Portanto, as
“condigdes de alta estringéncia” sdo aquelas condigdes em
que apenas as seqiiéncias de acidos nucléicos que sdo muito
similares uma & outra se hibridizardo. As seqiiéncias podem
ser menos similares uma & outra se estas se hibridizarem
sob condicdes de estringéncia moderada. Ainda, menos
similaridade é  necessaria para duas seqiliéncias se
hibridizarem sob condicdes de baixa estringéncia. Variando
as condicdes de hibridizagdo partindo de um nivel de
estringéncia em gue ndo ocorre qualquer hibridizagdo, até
um nivel em que a hibridizacdo é observada primeiro, podem
ser determinadas as condicdes em que uma certa seqiiéncia se
hibridizara com aquelas seqiiéncias que sdo mais similares a
mesma. As condic¢des precisas que determinam a estringéncia
de uma hibridizacdo particular incluem ndo apenas a forcga
iénica, a temperatura e a concentragéo dos agentes de
desestabilizacdo tal como a formamida, mas também fatores
tais como o comprimento das seqiéncias de acidos nucléicos,
sua composicdo de bases, a porcentagem de pares de bases
mal pareados entre as duas seqiiéncias e a freqiiéncia de
ocorréncia de subconjuntos das seqliéncias (por exemplo,

pequenos filamentos de repetigdes) dentro de outras
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seqiéncias que ndo sdo idénticas. A lavagem é a etapa em
que as condicdes sdo ajustadas de forma a determinar um
nivel minimo de similaridade entre as seqgiiéncias que se
hibridizam com cada outra. De forma geral, partindo. da
temperatura mais baixa em que apenas a hibridizagao
homéloga ocorre, um pareamento errado de 1% entre duas
seqliéncias resulta em um decréscimo de 1°C na temperatura
de fusdo (Tn) para qualquer concentragdo de SSC escolhida.
Geralmente, o dobro da concentragdo de SSC resulta em um
aumento na Tp de aproximadamente 17°C. Utilizando estas
linhas de guia, a temperatura da lavagem pode ser
determinada empiricamente, dependendo do nivel de
pareamento errado buscado. As condigdes de hibridizacdo e
de lavagem sdo explicadas em Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel, F. M. e outros, eds., John Wiley & Sons,
Inc., 1995, com atualizag¢des suplementares) nas paginas
2.10.1 até 2.10.16 e 6.3.1 até 6.3.6.

As condicdes de alta estringéncia podem empregar
a hibridizacdo em (1) 1XSSC (10XSSC = 3 M de NaCl, 0,3 M de
Nas-citrato.2H,0 (88 g/litro), pH a 7,0 com 1 M de HCl), 1%
de SDS (dodecil sulfato de sédio), 0,1-2 mg/mL de DNA de

Q

timo de bezerro desnaturado a 65°C, (2) 1XSSC, 50% de

A

formamida, 1% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de bezerro
desnaturado a 42°C, (3) 1% de albumina de soro bovino
(fracdo V), 1 mM de Nap,-EDTA, 0,5 M de NaHPO, (pH 7,2) (1 M
de NaHPO, = 134 g de Na,HPO,-7H,0, 4 mL de 85% de H3PO4 por
litro), 7% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de bezerro
desnaturado a 65°C, (4) 50% de formamida, 5XSSC, 0,02 M de

Tris-HCl (pH 7,6), 1X solugdo de Denhardt (100X = 10 g de
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Ficoll 400, 10 g de polivinilpirrolidona, 10 g de albumina
de soro bovino (fracdo V), agua até 500 mL), 10% de sulfato
de dextran, 1% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de
bezerro desnaturado a 42°C, (5) 5XSSC, 5X solugdo de
Denhardt, 1% de SDS, 100 pg/mL de DNA de timo de bezerro
desnaturado a 65°C ou (6) 5XSSC, 5X solugdo de Denhardt,

50% de formamida, 1% de SDS, 100 pg/mL de DNA de timo de

- bezerro desnaturado a 42°C, com lavagens com alta

estringéncia de (1) 0,3-0,1XSsC, 0,1% de SDS a 65°C ou (2)
1 mM de Na;EDTA, 40 mM de NaHPO, (pH 7,2), 1% de SDS a
65°C. E pretendido que as condigdes acima sejam utilizadas
para hibridos de DNA-DNA de 50 pares de bases ou mais
longos. Quando se acredita que o hibrido tenha menos que 18
pares de Dbases de comprimento, as temperaturas de
hibridizacdo e de lavagem devem ser 5-10°C abaixo da Tn
calculada do hibrido, em que a Ty em °C = (2X o numero de
bases A e T) + (4X o numero de bases G e C). Para os
hibridos acreditados como possuindo de aproximadamente 18

até aproximadamente 49 pares de bases de comprimento, a Tn

em °C = (81,5°C + 16,6(logioM) + 0,41(% de G+C) - 0,61 (%
de formamida) - 500/L), em gque “M” é a molaridade de

cations monovalentes (por exemplo, Na®) e “L” é o compri-
mento do hibrido em pares de bases.

As condicBes moderadas de estringéncia podem
empregar a hibridizag¢do a (1) 4XSSC, (10XSSC = 3 M de NaCl,
0,3 M de Nas-citrato.2H,O0 (88 g/litro), pH a 7,0 com 1 M de
HC1l), 1% de SDS (dodecil sulfato de sdédio), 0,1-2 mg/mL de
DNA de timo de bezerro desnaturado a 65°C, (2) 4XSsC, 50%

de formamida, 1% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de
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pezerro desnaturado a 42°C, (3) 1% de albumina de soro
bovino (fracdo V), 1 mM de Na,.EDTA, 0,5 M de NaHPO; (pH
7,2) (1 M de NaHPO; = 134 g de NayHPO4-7H20, 4 mL de 85% de
H3;PO, por litro), 7% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de
bezerro desnaturado a 65°C, (4) 50% de formamida, 5XSSC,
0,02 M de Tris-HCl (pH 7,6), 1X solugado de Denhardt (100X =
10 g de Ficoll 400, 10 g de polivinilpirrolidona, 10 g de
albumina de soro bovino (fracdo V), &gua até 500 mL), 10%
de sulfato de dextran, 1% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de
timo de bezerro desnaturado a 42°C, (5) 5XSSC, 5X solugao
de Denhardt, 1% de SDS, 100 pg/mL de DNA de timo dé bezerro
desnaturado a 65°C ou (6) 5XSSC, 5X solugdo de Denhardt,
50% de formamida, 1% de SDS, 100 pg/mL de DNA de timo de
bezerro desnaturado a 42°C, com lavagem com estringéncia
moderada de 1XSSC, 0,1% de SDS a 65°C. E pretendido que as
condicdes acima sejam utilizadas para hibridos de DNA-DNA
com 50 pares de bases ou mais longos. Quando se acredita
que o hibrido possui menos que 18 pares de bases de
comprimento, as temperaturas de hibridizacgéo e de lavagem
devem ser 5-10°C abaixo da Tp calculada do hibrido, em que
T, em °C = (2X o numero de bases A e T) + (4X o nimero de
bases G e C). Para os hibridos acreditados que tenham
aproximadamente 18 até aproximadamente 49 pares de bases de
comprimento, a Tp em °C = (81,5°C + 16,6(logioM) + 0,41(% de
G+C) - 0,61 (% de formamida) - 500/L), em gque "M~ é a
molaridade de cations monovalentes (por exemplo, Nat+) e “L”
é o comprimento do hibrido em pares de bases.

As condicdes de baixa estringéncia podem empregar

a hibridizacdo a (1) 4XSSC, (10XSSC = 3 M de Nacl, 0,3 M de
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Nas-citrato.2H,0 (88 g/litro), pH a 7,0 com 1 M de HCl), 1%
de SDS (dodecil sulfato de sdédio), 0,1-2 mg/mL de DNA de
timo de bezerro desnaturado a 50°C, (2) 6XSSC, 50% de
formamida, 1% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de bezerro
desnaturado a 40°C, (3) 1% de albumina de soro bovino
(fracdo V), 1 mM de Na,.EDTA, 0,5 M de NaHPO, (pH 7,2) (1 M
de NaHPO, = 134 g de NayHPO,.7H;0, 4 mL de 85% de H3PO4 por
litro), 7% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de bezerro
desnaturado a 50°C, (4) 50% de formamida, 5XSSC, 0,02 M de
Tris-HCl1 (pH 7,6), 1X solugdo de Denhardt (100X = 10 g de
Ficoll 400, 10 g de polivinilpirrolidona, 10 g de albumina
de soro bovino (fracdo V), &agua até 500 mL), 10% de sulfato
de dextran, 1% de SDS, 0,1-2 mg/mL de DNA de timo de
bezerro desnaturado a 40°C, (5) 5XSSC, 5X solugdo de
Denhardt, 1% de SDS, 100 pg/mL de DNA de timo de bezerro
desnaturado a 50°C ou (6) b5XSSC, 5X solucdo de Denhardt,
50% de formamida, 1% de SDS, 100 pg/mL de DNA de timo de
bezerro desnaturado a 40°C, com lavagens de Dbaixa
estringéncia de 2XSSC, 0,1% de SDS a 50°C ou (2) 0,5% de
albumina de soro bovino (fracdo V), 1 mM de NapEDTA, 40 mM
de NaHPO, (pH 7,2), 5% de SDS. E pretendido que as
condicdes acima sejam utilizadas para hibridos de DNA-DNA
com 50 pares de bases ou mais longos. Quando se acredita
que o hibrido tenha menos que 18 pares de bases de
comprimento, as temperaturas de hibridizacdo e lavagem
devem ser 5-10°C abaixo da Tn calculada do hibrido, em que
a Tp em °C = (2X o numero de bases A e T) + (4X o numero de
bases G e C). Para os hibridos acreditados que Apossuam

aproximadamente 18 até aproximadamente 49 pares de bases de
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comprimento, a Tnp em °C = (81,5°C + 16.6(logoM) + 0,41(% de
G + C - 0,61(% de formamida) - 500/L)), em que “M” & a

molaridade de cations monovalentes (por exemplo, Na+) e “L”
é o comprimento do hibrido em pares de bases.

As seqiiéncias de A&cidos nucléicos de TB da
presente invencdo ou um fragmento das mesmas, também podem
ser wutilizadas para isolar hombélogos adicionais. Por
exemplo, uma biblioteca de cDNA ou de DNA gendmico prove-
niente do organismo apropriado pode ser verificada com a
seqiiéncia de &cido nucléico de TB marcada para a identi-
ficacdo de genes homélogos como descrito, por exemplo, em
Ausubel e outros, Eds., Current Protocols In Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nova York (1997).

Os antigenos imunogénicos podem ser produzidos de
forma recombinante utilizando uma seqiéncia de DNA que
codifica o antigeno, que foi inserida em um vetor de
expressao e éxpressa em uma célula hospedeira apropriada.
As seqiéncias de DNA que codificam os antigenos de M.
tuberculosis podem, por exemplo, ser identificadas através
da verificacdo de uma biblioteca de expressdo gendmica ou
de cDNA apropriada de M. tuberculosis com O SOro obtido de
pacientes infectados com M. tuberculosis. Tais verificacg¢des
podem ser geralmente realizadas utilizando técnicas bem
conhecidas pelos peritos comuns na arte, tais como as
descritas em Sambrook e outros, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold
Spring Harbor, N. Y., 1989. As seqliéncias de oligo-
nucleotideos degeneradas para uso em tal verificagdo podem

ser planejadas e sintetizadas e a verificacéo pode ser
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realizada. Também pode ser empregada a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos anterio-
res em métodos bem conhecidos na arte, para isolar uma
sonda de &cido nucléico de uma biblioteca de cDNA ou
gendmica. A verificacdo da bibliéteca pode ser entao
realizada utilizando a sonda isolada. O presente método
pode incluir opcionalmente uma sonda antigénica de TB
marcada.

Alternativamente, as bibliotecas gendmicas ou de
cDNA derivadas de M. tuberculosis podem ser verificadas
diretamente wutilizando células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) ou linhagens de células T ou clones
derivados de um ou mais individuos imunes a M. tuberculosis.
Em geral, as PBMCs e/ou as células T para uso em tais
verificacdes podem ser preparadas como descrito abaixo. As
verificacdes diretas das bibliotecas podem ser geralmente
realizadas através da anadlise de conjuntos de proteinas
recombinantes expressas em relagdo a capacidade de
induzir a proliferacdo e/ou a producdo de interferon-y em
células T derivadas de um individuo imune a M.
tuberculosis.

A invencdo fornece ainda vetores, plasmideos ou
virus contendo uma ou mais das moléculas de acidos
nucléicos de TB (por exemplo, possuindo a seqiiéncia das SEQ
D Nos: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27,
29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou combinacdes das
mesmas). Os vetores adequados para uso em células
eucaridéticas e procaridticas sdo conhecidos na arte e estdo

disponiveis comercialmente ou s&o facilmente preparados por
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um perito na arte. Vetores adicionais também podem ser
encontrados, por exemplo, in Ausubel, F. M. e outros,
Current Protocols in Molecular Biology, (Current Protocol,
1994) e Sambrook e outros, “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, 22 ED. (1989).

Os polipeptideos recombinantes que contém
partes e/ou variacdes de um antigeno nativo podem ser
facilmente preparados partindo de uma seqgiiéncia de DNA que
codifica o ©polipeptideo wutilizando uma variedade de
técnicas bem conhecidas pelos peritos comuns na arte. Por
exemplo, os sobrenadantes provenientes de sistemas de
hospedeiro/vetor adequados que secretam a proteina recom-
binante dentro do meio de cultura podem ser primeiramente
concentrados utilizandoe um filtro disponivel comer-
cialmente. Apds a concentragdo, o concentrado pode ser
aplicado em uma matriz de purificagéao adequada tal como uma
matriz de afinidade ou uma resina de troca idnica.
Finalmente, uma ou mais etapas de HPLC em fase inversa
podem ser empregadas para purificar adicionalmente uma
proteina recombinante.

Qualquer um de uma variedade de vetores de
expressdo conhecidos pelos peritos comuns na arte pode ser
empregado para expressar Os polipeptideos recombinantes
desta invencdo. A expressdo pode ser conseguida em qualquer
célula hospedeira adequada que tenha sido transformada ou
transfectada com um vetor de expressdo contendo uma
molécula de DNA que codifica um polipeptideo recombinante.
As células hospedeiras adequadas incluem células

procariéticas, leveduras e eucariéticas superiores. Prefe-
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rencialmente, as células hospedeiras empregadas sao E.
coli, levedura ou uma linhagem de células de mamifero tal
como COS ou CHO. As seqliéncias de DNA expressas dessa
maneira podem codificar antigenos que ocorrem naturalmente,
partes de antigenos que ocorrem naturalmente ou outras
variacdes dos mesmos.

Os usos de plasmideos, vetores ou virus contendo
os receptores ou os fragmentos de receptores de TB clonados
incluem um ou mais dos seguintes; (1) produgdo de sondas
para hibridizacdo para a detecgdo e a medida do nivel de TB
no tecido ou isolamento de homélogos de TB; (2) produgdo de
mRNA ou de proteina de TB in vitro ou in vivo; e (3)
producdo de animais ndo humanos transgénicos ou de células
hospedeiras recombinantes.

Em uma modalidade, a presente invengdo abrange
células hospedeiras transformadas com O©Os plasmideos, os
vetores ou os virus descritos anteriormente. As moléculas
de 4acidos nucléicos podem ser inseridas em uma construgao
que pode, opcionalmente, se replicar e/ou se integrar em
uma célula hospedeira recombinante, através de métodos
conhecidos. A célula hospedeira pode ser uma eucaridtica ou
uma procariética e inclui, por exemplo, levedura (tal como
Pichia pastorius ou Saccharomyces cerevisiae), bactérias
(tal como E. coli, M. tuberculosis ou Bacillus subtilis),
células ou tecidos animais, células Sf9 de insetos (tais
como células Sf9 infectadas por baculovirus) ou células de
mamiferos (células somaticas ou embrionarias, células de
Rim Embrionario Humano (HEK), células de ovério de hamster

chinés, células Hela, células 293 humanas e célula COS-7 de
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macaco). As células hospedeiras adequadas na presente
invencdo incluem ainda uma célula de mamifero, uma célula
bacteriana, uma célula de levedura, uma célula de inseto e
uma célula vegetal.

A molécula de acido nucléico pode ser incorporada
ou inserida na célula hospedeira através 'de métodos
conhecidos. Os exemplos de métodos adequados de transfeccgéao
ou de transformacdo das células incluem a precipitacao com
fosfato de calcio, a eletroporagdo, a microinjegdo, a
infeccdo, a lipofeccdo e a captacdo direta. “Transformacao”
ou “transfeccdo” como utilizado aqui se refere a aquisigao
de caracteristicas genéticas novas ou alteradas através da
incorporacdo de &cidos nucléicos adicionais, por exemplo,
DNA. A ‘“expressdo” da informacgdo genética de uma célula
hospedeira é um termo da arte que se refere a transcrigéo
direcionada do DNA para gerar RNA que é traduzido em um
polipeptideo. Os métodos para a preparagdo de tais células
hospedeiras recombinantes e para a incorporagdo dos acidos
nucléicos estdo descritos em maiores detalhes em Sambrook e
outros, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Segunda
Edicdo (1989) e Ausubel e outros "“Current Protocols in
Molecular Biology”, (1992), por exemplo.

A célula hospedeira é entdo mantida sob condigdes
adequadas para a expressao € para a recuperacdo do polipep-
tideo antigénico de TB da presente invencdo. Geralmente, as
células sdo mantidas em um tampdo e/ou meio de crescimento
adequado ou fonte de nutrientes para O crescimento das
células e a expressdo do(s) produto(s) génico(s). Os meios

de crescimento nao sdo criticos para a invengdo, sao



10

15

20

25

43/83

geralmente conhecidos na arte e incluem fontes de carbono,
nitrogénio e enxofre. Os exemplos incluem Luria broth,
Superbroth, Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) ,
RPMI-1640, M199 e meios para inseto de Grace. Os meios de
cultura podem ter um tampdo, cuja selegdo ndo ¢é critica
para a invengdo. O pH dos meios tamponados pode ser
selecionado e é geralmente um tolerado pelo ou 6timo para o

crescimento da célula hospedeira.

A célula hospedeira é mantida sob uma temperatura
e uma atmosfera adequadas. Alternativamente, a célula
hospedeira é aerébica e a célula hospedeira é mantida sob
condicdes atmosféricas ou outras condigdes adequadas para ©O
crescimento. A temperatura também deve ser selecionada de
forma que a célula hospedeira tolere o processo e pode
estar, por exemplo, entre aproximadamente 13-40 graus
Celsius.

Anticorpos e Métodos de Avaliagdo

O método para a avaliagdo da presenca ou da
auséncia dos polipeptideos antigénicos de TB descritos
aqui, em uma amostra, é abrangido pela presente invencgéo.
Os ensaios adequados incluem métodos imunolégicos, tal como
radioimunoensaio, ensaios imunoabsorventes ligados a enzima
(ELISA), ensaios quimioluminescentes e ensaios imunocro-
matograficos rapidos. Qualquer método conhecido agora ou
desenvolvido posteriormente pode ser utilizado para medir
os polipeptideos antigénicos de TB.

Podem ser utilizados os anticorpos reativos com
qualquer um dos polipeptideos antigénicos de TB, a saber,

SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
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28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 ou uma
combinacdo das mesmas ou porgdes das mesmas. Em uma
modalidade preferida, os anticorpos se ligam especifi-
camente aos polipeptideos antigénicos de TB ou a uma parte
dos mesmos. Os anticorpos podem ser policlonais ou
monoclonais e é pretendido que o termo anticorpo abranja
anticorpos policlonais e monoclonais e fragmentos funcio-
nais dos mesmos. Os termos policlonal e monoclonal se
referem ao grau de homogeneidade de uma preparagdo de
anticorpos e ndo é pretendido que sejam limitados a métodos
particulares de produgao.

Em varias das modalidades preferidas, técnicas

imunolégicas detectam a presenca, a auséncia de niveis de

" polipeptideos antigénicos de TB descritos aqui através de

um anticorpo anti-TB (isto é, um ou mais anticorpos). O
termo “anticorpo anti-TB” inclui anticorpos monoclonais
e/ou policlonais e misturas ou coquetéis dos mesmos e se
refere a anticorpos especificos aos polipeptideos que
possuem uma seqiéncia apresentada nas SEQ ID Nos: 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46, 48 ou uma combinacdao das mesmas oOu
partes das mesmas. Os anticorpos anti-TB podem ser
produzidos contra agentes imunogénicos apropriados, tais
como os polipeptideos antigénicos de TB isolados e/ou
recombinantes descritos aqui, andlogos ou parte dos mesmos
(incluindo moléculas sintéticas, tais como peptideos
sintéticos). Em uma modalidade, os anticorpos sdo produ-
zidos contra polipeptideos antigénicos de TB isolados e/ou

recombinantes descritos aqui ou uma parte dos mesmos (por
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exemplo, um peptideo) ou contra uma célula hospedeira que
expressa os polipeptideos recombinantes antigénicos de TB.
Em adicdo, as células que expressam OS polipeptideos
recombinantes antigénicos de TB descritos aqui, tais como
células transfectadas, podem ser utilizadas como agentes
imunogénicos ou em uma selecdo em relagdo a um anticorpo
que se liga ao receptor.

Qualquer técnica adequada pode preparar O
antigeno imunizante e produzir anticorpos policlonais ou
monoclonais. A arte contém uma variedade destes métodos
(ver, por exemplo, Kohler e outros, Nature, 256: 495-497
(1975) e Eur. J. Immunol. 6: 511-519 (1976); Milstein e
outros, Nature 266: 550-552 (1977); Koprowski e outros,
Patente U.S. N2 4.172.124; Harlow, E. e D. Lane, 1988,
Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory: Cold Spring Harbor, N. Y.); Current Protocols
In Molecular Biology, Vol. 2 (Suplemento 27, Verdo de 94),
Ausubel, F. M. e outros, Eds., (John Wiley & Sons: Nova
York, N. Y.), Capitulo 11, (1991)). Geralmente, a fusdo de
uma linhagem imortal ou mieloma adequado, tal como Sp2/0,
com células produtoras de anticorpo pode produzir um
hibridoma. Os animais imunizados com o antigeno de interesse
fornecem a célula produtora de anticorpo, preferencialmente
células do Dbago ou dos nodos linféaticos. Condigdes
seletivas de cultura isolam as células de hibridoma
produtoras de anticorpo enquanto as técnicas de diluigéo
limitante produzem as mesmas. Os pesquisadores podem

utilizar ensaios adequados tal como ELISA para selecionar
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as células produtoras de anticorpo com a especificidade
desejada.

Outros métodos adequados podem produzir ou isolar
anticorpos da especificidade necessaria. Os exemplos de
outros métodos incluem a selegdo do anticorpo recom-
binante de uma biblioteca ou se baseiam na imunizac¢do de
animais transgénicos tais como camundongos.

A presente invencdo inclui ensaios para determinar
se uma pessoa estd infectada com TB ativa, quando comparada
com uma pessoa que ndo possui TB ativa (por exemplo, possui
TB latente, ndo ha infeccdo com TB ou foi imunizada contra
a infeccdo por TB). A TB latente ocorre quando uma pessoa
foi infectada com M. tuberculosis, mas a bactéria esta
dormente ou inativa. A infeccdo com TB inativa se refere a
uma pessoa infectada com M. tuberculosis e a bactéria esté
afetando acuradamente partes do corpo, incluindo os pulmdes
e outros tecidos. A presente invencgao, baseada»na desco-
berta de que certos antigenos de TB s&o encontrados na
urina de pacientes com TB ativa, inclui ensaios para a
determinacdo da auséncia ou da presencga de infecgdo com TB
ativa.

De acordo com o método, um ensaio pode determinar
a presenca, a auséncia ou o nivel de polipeptideos
antigénicos de TB em uma amostra bioldgica. Tal ensaio
inclui a combinacdo da amostra que serd testada com um
anticorpo que possui especificidade pelos polipeptideos
antigénicos de TB descritos aqui, sob condigdes adequadas
para a formacdo de um complexo entre o anticorpo e o0s

polipeptideos antigénicos de TB e a detecgdo ou a medida
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(diretamente ou indiretamente) da formacdo de um complexo.
A amostra pode ser obtida diretamente ou indiretamente (por
exemplo, fornecida por um profissional da saude) e pode ser
preparada através de um método adequado para a amostra
particular (por exemplo, urina, saliva, fluido espinhal
cerebral, sangue total, plasma rico em plaquetas, plasma
pobre em plaquetas, soro) e de um formato de ensaio
selecionado. Os métodos de combinagdo da amostra e do
anticorpo e os métodos de detecgdo da formagdo de complexo
sdo também selecionados para serem compativeis com o
formato de ensaio.

Marcacdes adequadas podem ser detectadas direta-
mente, como marcacgdes radioativas, fluorescentes ou
quimioluminescentes. Estas também podem ser indiretamente
detectadas utilizando marcacdes tais como marcagdes
enzimdticas e outros padrdes antigénicos ou de ligagao
especifica como a biotina. Os exemplos de tais marcag¢des
incluem marcacdes fluorescentes tais como fluoresceina,
rodamina, marcagdes quimioluminescentes tal como
luciferase, marcacdes com radioisétopos tais como *P, 1257,
1317, marcacdes enzimiticas tais como peroxidase de raiz
forte e fosfatase alcalina, galactosidase, biotina,
avidina, marcadores “spin” e similares. A deteccgédo de
anticorpos em um complexo também pode ser feita imunolo-
gicamente com um segundo anticorpo, que é entédo detectado
(por exemplo, através de uma marcacdo). Os métodos
convencionais ou outros métodos adequados podem marcar
diretamente ou indiretamente um anticorpo. Os anticorpos

primadrios e secundarios marcados podem ser obtidos comerci-
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almente ou preparados utilizando métodos conhecidos por um
perito na arte (ver Harlow, E. e D. Lane, 1988, Antibodies:
A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory: Cold
Spring Harbor, N. Y.)).

Em uma modalidade preferida, a presenga, a
auséncia ou o nivel de polipeptideos antigénicos de TB em
uma amostra é determinado utilizando um ensaio de ELISA, um
ensaio de ELISA em sanduiche ou um ensaio imunocro-
matografico. Para a detecgdo de polipeptideos antigénicos
de TB em uma amostra adequada, é coletada uma amostra (por
exemplo, urina). As amostras podem ser processadas como é
conhecido na arte. O ensaio inclui ainda a combinagdo de
uma amostra adequada com uma composicdo que possui um
anticorpo para o polipeptideo anti-TB como detector (por
exemplo, MAb de polipeptideos anti-TB biotinilados e MAb de
polipeptideos anti-TB conjugados com HRP-estreptavidina ou
com HRP) e um suporte sélido, tal como uma placa para
microtitulacdo ou um “dipstick”, que possui um anticorpo de
captura do polipeptideo anti-TB 1ligado (diretamente ou
indiretamente) ao mesmo. O anticorpo detector se liga a um
polipeptideo antigénico diferente do epitopo de TB daquele
reconhecido pelo anticorpo de captura, sob condig¢des
adequadas para a formagdo do complexo. O ensaio envolve
entdo a determinacdo da formagdo do complexo nas amostras.
A presenca de um ou mais dos polipeptideos antigénicos de
TB em uma amostra de um individuo indica a presenca de
infeccdo por TB ativa, enquanto que a auséncia de um
polipeptideo de TB indica que O paciente ndo possuil

infeccdo por TB ativa.
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O suporte sélido, tal como uma placa para micro-
titulacdo, “dipstick”, esfera, bloco, tira ou outro suporte
adequado, pode ser revestido diretamente ou indiretamente
com um anticorpo de polipeptideo anti-TB ou um antigeno
especifico & TB. Por exemplo, um anticorpo de polipeptideo
anti-TB pode revestir um pogo de microtitulagdo ou um MAb
de polipeptideo anti-TB biotinilado pode ser adicionado a
um suporte revestido com estreptavidina. Em relacdao a um
ensaio imunocromatografico, um bloco ou uma tira pode ser
revestida com um anticorpo especifico para o antigeno e
quando uma amostra que possui um ou mais dos antigenos
descritos aqui entra em contato com o anticorpo, o complexo
pode apresentar uma coloragdo com o auxilio de um detector,
como descrito adicionalmente aqui. Ver a Figura 4. Uma
variedade de métodos de imobilizacdo ou de revestimento bem
como um numero de suportes sblidos pode ser utilizada e
pode ser selecionada de acordo com o formato desejado.

Em um ensaio imunocromatogréfico, uma amostra que
possui os antigenos de TB da presente invencgao pode ser
adicionada ao bloco como é mostrado na Figura 4. A amostra
se difunde através de um anticorpo marcado com ouro (mAb#l)
que é especifico a uma parte do antigeno e é formado um
complexo entre o antigeno na amostra e O anticorpo. A
medida que o complexo se difunde adicionalmente através do
bloco que possui um segundo anticorpo (mAb #2), o anticorpo
se liga a uma parte diferente do antigeno. Quando atinge a
linha marcada “linha 1”, o complexo marcado apresenta uma
coloracdo e a linha de controle (“linha 2”) também mudard

de cor. Se a amostra ndo contiver os antigenos de TB da
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presente inveng¢ao, entio a linha 1 ndo apresentara
coloracdo porque o anticorpo marcado com ouro ndo se ligara
com a amostra e, portanto, ndo entrard em contado com a
linha 1.

Em uma outra modalidade, a amostra (ou um padrao
de polipeptideo antigénico de TB) é combinada com o suporte
s6lido simultaneamente com o anticorpo detector e opcional-
mente com um ou mais reagentes através dos quais a detecgéo
é monitorada. Por exemplo, a amostra pode ser combinada com
o suporte sélido simultaneamente com (a) Mab de polipep-
tideo anti-TB conjugado com HRP ou (b) um Mab de
polipeptideo anti-TB biotinilado e HRP-estreptavidina.

Uma quantidade conhecida de um padrdo de
polipeptideo antigénico de TB pode ser preparada e
processada como descrito anteriormente para uma amostra
adequada. Este padrdo de polipeptideo antigénico de TB
auxilia na quantificacdo da quantidade de polipeptideos
antigénicos de TB detectados através da comparagdo do nivel
de polipeptideos antigénicos de TB na amostra em relacdo ao
do padraéo.

Um médico, um técnico, um aparato ou uma pessoa
qualificada pode comparar a quantidade de complexo detec-
tado com um controle adequado para determinar se os niveis
estdo elevados. Por exemplo, o nivel de polipeptideos
antigénicos de TB apds o tratamento pode ser comparado com
um nivel de linha de base antes do tratamento ou com OsS
niveis em individuos normais ou controles adequados. Um
decréscimo ou a manutencdo dos niveis de um ou mais

polipeptideos de TB na urina, gquando comparados aos niveis
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de linha de base, indica que o tratamento esta funcionando,
enquanto que aumentos nos niveis indicam que este nao é
eficiente.

Os ensaios tipicos para os polipeptideos antigé-
nicos de TB s3o ensaios segiienciais em que uma placa ¢
revestida com o primeiro anticorpo, a amostra ¢ adicionada,
a placa é lavada, o segundo anticorpo marcado é adicionado
e a placa é lavada e o segundo anticorpo ligado é
guantificado. Em uma outra modalidade, um formato no qual
os anticorpos e a amostra sdo adicionados simultaneamente,
em um formato de ELISA competitivo, pode atingir maior
sensibilidade.

Uma variedade de métodos pode determinar a quan-
tidade de polipeptideos antigénicos de TB nos complexos.
Por exemplo, quando a HRP é utilizada como uma marcagao, um
substrato adequado tal como OPD pode ser adicionado para
produzir uma intensidade de cor diretamente proporcional ao
Mab de polipeptideos anti-TB ligado (avaliada, por exemplo,
através da densidade oéptica) e, portanto aos polipeptideos
antigénicos de TB na amostra.

Um técnico, um médico, uma pessoa qualificada ou
um aparato pode comparar os resultados com um controle
adequado tal como um padrdo ou niveis de linha de base de
polipeptideos antigénicos de TB em uma amostra do mesmo
doador. Por exemplo, o ensaio pode ser realizado utilizando
uma quantidade conhecida de padrdo de polipeptideos anti-
génicos de TB no lugar de uma amostra € uma curva padréao
pode ser estabelecida. Pode-se comparar de forma relativa

as quantidades conhecidas do padrdo de polipeptideos
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antigénicos de TB com a quantidade de complexo formado ou
detectado.

O 4&cido nucléico gque codifica os polipeptideos
antigénicos de TB também pode ser analisado através de
hibridizacdo, por exemplo, através da hibridizagdo de uma
das seqiiéncias de TB fornecidas aqui (por exemplo, SEQ ID
NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou combinacdes das
mesmas) ou um oligonucleotideo derivado de uma das
seqiiéncias, com uma amostra de tecido contendo DNA ou RNA
de uma pessoa. Tal seqiiéncia de hibridizagdo pode ter um
marcador detectdvel, por exemplo, radiocativo, fluorescente
etc., ligado para permitir a detecgdo do produto de
hibridizacdo. Tais métodos incluem o contato da amostra com
uma ou mais sondas de oligonucleotideo (por exemplo, pelo

menos aproximadamente 15 bases contiguas) especificas para

. a molécula de &cido nucléico descrita aqui sob condigdes de

alta estringéncia, suficientemente para permitir a hibri-
dizacdo entre a amostra e a sonda; e a detecgdo da molécula
de 4cido nucléico que se hibridiza com a sonda de
oligonucleotideo na amostra. A presenga de hibridizacdo da
sonda indica infeccdo por M. tuberculosis e a auséncia de
hibridizacdo indica uma auséncia de infecgdo por M.
tuberculosis. Os métodos para hibridizagéo sdo bem
conhecidos e tais métodos sdo fornecidos na Patente U.S.
N2 5.837.490, por Jacobs e outros, cujos ensinamentos
inteiros sdo incorporados aqui como referéncia em sua
totalidade. O planejamento da sonda de oligonucleotideo

deve preferencialmente seguir estes parametros: (a) deve
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ser planejada para uma &rea da seqiiéncia que possuil a menor
quantidade de bases ambiguas (“N’s”), se alguma e (b) deve
ser planejada para ter uma T, de aproximadamente 80°
Celsius (assumindo 2° Celsius para cada A ou T e 4°C para
cada G ou C).

A presente invengdo abrange a detecgdo dos
polipeptideos de TB da presente invengdo em uma amostra
utilizando métodos de PCR que utilizam iniciadores
divulgados ou derivados das seqiéncias descritas aqui. Por
exemplo, as seqiiéncias descritas aqui podem ser detectadas
através da PCR utilizando as SEQ ID Nos: 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47 ou combinacdes das mesmas. A PCR ¢é a
amplificacdo seletiva de uma seqiiéncia alvo através de
rodadas repetidas de replicagdo do acido nucléico utili-
zando iniciadores especificos a seqiiéncia e uma polimerase
termostdvel. A PCR permite a recuperacgdo de sequéncias
inteiras entre duas extremidades de seguiéncia conhecida.
Especificamente, o contato da amostra com pelo menos dois
iniciadores de oligonucleotideo em uma PCR, em que pelo
menos um dos iniciadores de oligonucleotideo (por exemplo,
pelo menos aproximadamente 10 bases contiguas) é especifico
para uma ou mais das moléculas de acidos nucléicos isoladas
descritas aqui. Os dois ficam em contato suficientemente
para permitir a amplificag¢do dos iniciadores. A segiiéncia
de 4cido nucléico amplificada na amostra é detectada. A
presenca de gqualquer uma das seqliéncias de adcidos nucléicos
amplificadas indica infecgcdao por M. tuberculosis e a

auséncia de qualquer uma das seqiiéncias de acidos nucléicos
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amplificadas indica uma auséncia de infecgdo por M.
tuberculosis. Os métodos de PCR sdo descritos aqui e séo
conhecidos na arte.

Assim, a presente invencdo inclui kits para a
deteccdo das SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48
ou combinacdes das mesmas ou para a quantificacdo destas
seqiiéncias, possuindo anticorpos especificos para as mesmas
ou uma parte dos mesmos ou uma seqiiéncia de &cido nucléico
que pode se hibridizar ao &cido nucléico que codifica estas
seqliéncias.

As analises imunolégicas ou de &cidos nucléicos
adicionais podem  ser realizadas utilizando métodos
conhecidos na arte. Os ensaios, conhecidos na arte ou
aqueles desenvolvidos posteriormente, podem ser utilizados
para avaliar os polipeptideos antigénicos de TB em uma
amostra. Em adicdo & medida da presenca de polipeptideos
antigénicos de TB em uma amostra, ha ensaios para a
determinacdo da eficiéncia de uma vacina para TB (por
exemplo, a extensdo até onde a resposta imunoldbégica é
estimulada). Estes tipos de ensaios podem ser utilizados
juntos para avaliar completamente a condicdo de TB de uma
pessoa. Por exemplo, um individuo que possuil uma resposta
imunogénica especifica para TB, mas que tem teste negativo
em relacdo & presenca de um ou mails dos polipeptideos
antigénicos de TB em uma amostra, é um que possui um nivel
de imunidade para a doenga. Entretanto, uma pessoa due
possui uma resposta imunogénica especifica para TB e tem

teste positivo em relagdo a presenga dos polipeptideos
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antigénicos de TB da presente invengdo é alguém que prova-
velmente possui TB.

A eficiéncia de uma vacina para TB pode ser
medida através da determinacdo da resposta imunogénica da
pessoa que recebeu a vacina. Os antigenos de TB da presente
invencdo (e partes imunogénicas dos mesmos) descritos aqui
possuem a capacidade de induzir uma resposta imunogénica.
Mais especificamente, os antigenos possuem a capacidade de
induzir a proliferacdo e/ou a produgdo de citocinas (isto
é, produgdo de interferon-y e/ou de interleucina-12) em
células T, células NK, células B e/ou macrdfagos derivados
de um individuo imune & M. tuberculosis. Ver o Exemplo 3.

A selecdo do tipo celular para uso na avaliagdo
de uma resposta imunogénica a um antigeno dependera,
evidentemente, da resposta desejada. Por exemplo, a produgdo
da interleucina-12 ¢é mais facilmente avaliada utilizando
preparacdes contendo células B e/ou macréfagos. Um indi-
viduo imune & M. tuberculosis é um que é considerado como
sendo resistente ao desenvolvimento da tuberculose em
virtude de ter montado uma resposta de células T eficiente
para M. tuberculosis (isto ¢, substancialmente isento de
sintomas da doenca). Tais individuos podem ser didenti-
ficados com base em um teste de pele intradérmico fortemente
positivo (isto é, endurecimento maior em cerca de 10 mm de
diametro) para as proteinas da tuberculose utilizando um
Derivado de Proteina Purificado (PPD) e a auséncia de
quaisquer sinais ou sintomas da doenca tuberculose. As
células T, as células NK, as células B e os macréfagos

derivados de individuos imunes & M. tuberculosis podem Ser
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preparadas utilizando métodos conhecidos pelos peritos
comuns na arte. Por exemplo, uma preparagdo de PBMCs (isto
&, células mononucleares do sangue periférico) pode ser
empregada sem a separacdo adicional de células do
componente. As PBMCs podem ser geralmente preparadas, por
exemplo, utilizando uma centrifugacdo por densidade através
de Ficoll (Winthrop Laboratories, NY). As células T para
uso nos ensaios descritos aqui podem ser purificadas
diretamente partindo das PBMCs. Alternativamente, uma
linhagem de células T enriquecidas reativa contra
proteinas micobacterianas ou clones de células T reativos a
proteinas micobacterianas individuais, podem ser
empregados. Tais clones de células T podem ser gerados, por
exemplo, através do cultivo de PBMCs de individuos imunes a
M. tuberculosis com proteinas micobacterianas durante um
periodo de 2-4 semanas. Isto permite a expansao apenas das
células T especificas as proteinas micobacterianas,
resultando em uma linhagem composta exclusivamente de tais
células. Estas células podem entdo ser clonadas e testadas
com proteinas indivi-duais, utilizando métodos conhecidos
pelos peritos comuns na arte, para definir de forma mais
acurada a especi-ficidade das células T individuais. Em
geral, os antigenos que tém teste positivo nos ensaios em
relacdo a proliferagcdo e/ou & produgdo de citocinas (isto
&, producdo de interferon-y e/ou de interleucina-12)
realizados utilizando células T, células NK, células B e/ou
macréfagos derivadas de um individuo imune a M. tuberculosis
sido considerados imunogénicos. Tais ensaios podem ser

realizados, por exemplo, utilizando os procedimentos repre-
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sentativos descritos abaixo. As partes imunogénicas de tais
antigenos podem ser identificadas wutilizando ensaios
similares e podem estar presentes dentro dos polipeptideos
descritos aqui.

A capacidade de um polipeptideo (por exemplo, um
antigeno imunogénico ou uma parte ou outra variagdo do
mesmo) induzir a proliferacdo celular pode ser avaliada
através do contato das células (por exemplo, células T e/ou
células NK) com o polipeptideo e da medida da proliferagéao
das células. Em geral, a quantidade de polipeptideo que ¢
suficiente para a avaliacdo de aproximadamente 10° células
varia de aproximadamente 10 ng/mL até aproximadamente 100
ug/mL e preferencialmente é de aproximadamente 10 upg/mL. A
incubacdo do polipeptideo com as células é tipicamente
realizada a 37°C durante aproximadamente seis dias. Apds a
incubacdo com o polipeptideo, as células sdo avaliadas em
relacdo a uma resposta proliferativa, que pode ser avaliada
através de métodos conhecidos pelos peritos comuns na arte,
tal como a exposicdo das células a um pulso de timidina
marcada fadioativamente e a medida da incorporagdo da
marcacdo dentro do DNA celular. Em geral, um polipeptideo
que resulta em um aumento de pelo menos trés vezes na
proliferacdo acima do fundo (isto €&, a proliferacgéao
observada para as células cultivadas sem © polipeptideo) é
considerado como sendo capaz de induzir a proliferacgéo.

A capacidade de um polipeptideo estimular a
producdo de interferon-y e/ou interleucina-12 nas células
pode ser avaliada através do contato das células com O

polipeptideo e da medida do nivel de interferon-y ou de
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interleucina-12 produzido pelas células, como demonstrado
no Exemplo 3. Em geral, a quantidade de polipeptideo que é
suficiente para a avaliagdo de aproximadamente 10° células
varia de aproximadamente 10 ng/mL até aproximadamente 100
ug/mL e preferencialmente é de aproximadamente 10 pg/mL. O
polipeptideo pode, mas ndo necessariamente, ser imobilizado
em um suporte sdélido, tal como uma esfera ou uma micro-
esfera biodegradavel, tal como as descritas nas Patentes
U.S. N2 4.897.268 e 5.075.109. A incubagdo do polipeptideo
com as células é tipicamente realizada a 37°C durante
aproximadamente seis dias. Apés a incubagdo com O
polipeptideo, as células sdo avaliadas em relacdo ao
interferon-y e/ou & interleucina-12 (ou uma ou mais
subunidades dos mesmos), que pode ser avaliada através de
métodos conhecidos pelos peritos cbmuns na arte, tal como
um ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) ou, no
caso da subunidade P70 da IL-12, um ensaio bioldgico tal
como um ensaio que mede a proliferagdo de células T. Em
geral, um polipeptideo que resulta na produgcdo de pelo
menos 50 pg de interferon-y por mL de sobrenadante
cultivado (contendo 10* -10°> células T por mL) €& consi-
derado capaz de estimular a produgdo de interferon-y. Um
polipeptideo que estimula a produgdo de pelo menos 10 pg/mL
da subunidade P70 da IL-12 e/ou pelo menos 100 pg/mL da
subunidade P40 da IL-12, por 10° macrdéfagos ou células B
(ou por 3X10° PBMC) é considerado capaz de estimular a
produgdo de IL-12.

Em geral, os antigenos imunogénicos s&o aqueles

que estimulam a proliferagdo e/ou a produgdo de citocinas
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(isto é, producdo de interferon-y e/ou de interleucina-12)
em células T, células NK, células B e/ou macréfagos
derivados de pelo menos aproximadamente 25% dos individuos
imunes a M. tuberculosis. Entre estes antigenos imunogé-
nicos, os polipeptideos que possuem propriedades terapéu-
ticas superiores podem ser distinguidos com base na
magnitude das respostas nos ensaios anteriores e com base
na porcentagem de individuos para os quais & observada uma
resposta. Em adigdo, os antigenos que possuem propriedades
terapéuticas superiores ndo estimulardo a proliferagdo e/ou
a producdo de citocinas in vitro nas células derivadas de
mais que aproximadamente 25% dos individuos que ndo sao
imunes a M. tuberculosis, eliminando assim as respostas que
ndo sdo especificamente causadas por células que respondem
A M. tuberculosis. Tais antigenos que induzem uma resposta
em uma alta porcentagem de preparagles de células T,
células NK, células B e/ou macréfagos de individuos imunes
A M. tuberculosis (com uma baixa incidéncia de respostas
nas preparacgdes celulares de outros individuos) possuem
propriedades terapéuticas superiores.

Proteinas de Fusdo, Composi¢des Vacinais, Modo e Maneira de

Administragédo

Os polipeptideos de TB da presente invencdo podem
estar na forma de um conjugado ou de uma proteina de fusdo,
que pode ser produzida através de métodos conhecidos. Em
particular, 2 ou mais das seqiiéncias, SEQ ID NOs: 2, 4, 6,
g, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46 ou 48 podem ser fundidas uma com uma

outra ou com outras proteinas, para fornecer uma composigdo



10

15

20

25

60/83

vacinal mais eficiente e estimular uma resposta imunogénica
melhorada. Outras proteinas que podem ser utilizadas para
produzir tal proteina de fusdo incluem antigenos de. TB que
estimulam a via de células T CD4+ da resposta imunoldgica.
Os exemplos de tais antigenos incluem o Antigeno 85b, ESAT-
6, MtB41l, Mtb39. Os polipeptideos de TB da presente
invencdo foram isolados de moléculas de MHC de classe 1,
moléculas conhecidas por apresentarem antigenos para as
células T CD8+. Embora seja possivel que estes polipep-
tideos também sejam apresentados na via de CD4+, a fusdo de
um antigeno da via de células T CD4+ com dos polipeptideos
da presente invencdo pode servir para aumentar a eficiéncia
da vacina para TB. As proteinas de fusdo podem ser
produzidas de acordo com métodos conhecidos da tecnologia
do DNA. Por exemplo, as proteinas de fusdo podem ser
expressas partindo de uma molécula de é&cido nucléico que
compreende segqiiéncias que codificam uma parte biologi-
camente ativa dos polipeptideos de TB ou os polipeptideos
de TB inteiros apresentados nas SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 46, 48 ou combinagdes das mesmas e seu parceiro de
fusdo, por exemplo, uma outra seqliéncia da presente
invencdo, uma parte de uma molécula de imunoglobulina ou um
outro antigeno de TB da via das células T CD4+. Por
exemplo, algumas modalidades podem ser produzidas através
da intersecdo de um &cido nucléico que compreende
seqliéncias de imunoglobulina em um vetor de expressao
adequado, vetor de fato ou outros vetores disponiveis

comercialmente. A construgdao resultante pode ser
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introduzida em uma célula hospedeira adequada para
expressao. Apbés a expressdo, as proteinas de fusdo podem
ser isoladas ou purificadas de uma célula através de uma
matriz de afinidade. Medindo as alternag¢des nas fungdes das
células transfectadas que ocorrem como um resultado da
expressdo de proteinas de TB recombinantes, as células
por si mesmas ou as proteinas de TB produzidas partindo das
células podem ser utilizadas em uma variedade de ensaios de
selecgdo.

Como. citado anteriormente, em certos aspectos as
composicdes da invengdo compreende proteinas de fusdo ou
moléculas de fusdo com DNA. Cada proteina de fuséao
compreende um primeiro e um segundo polipeptideos da
invencdo ou, alternativamente, um polipeptideo da presente
invencdo e um antigeno conhecido de M. tuberculosis, junto
com variacdes de tais proteinas de fusdo. As proteinas de
fusdo da presente invengdo também podem incluir um peptideo
ligante entre o primeiro e o segundo polipeptideos. As
moléculas de fusdo com DNA da presente invengdo compreendem
uma primeira e uma segunda moléculas de DNA isoladas, cada
molécula de DNA isolada codificando um antigeno de M.
tuberculosis da invencdo ou um antigeno conhecido de M.
tuberculosis.

Uma seqiiéncia de DNA que codifica uma proteina de
fusdo da presente invengdo é construida utilizando técnicas
conhecidas do DNA recombinante para montar seqliéncias de
DNA separadas que codificam o primeiro e o segundo
polipeptideos em um vetor de expressao apropriado, como

descrito em detalhes abaixo. A extremidade a 3’ de uma
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seqiiéncia de DNA que codifica o primeiro polipeptideo é
ligada, com ou sem um ligante peptidico, & extremidade a 5’
de uma seqiiéncia de DNA que codifica o segundo polipeptideo
de forma que os gquadros abertos das seqliéncias estdo em
fase para permitir a traducdo do mRNA das duas seqliéncias
de DNA em uma unica proteina de fusdo que mantém a
atividade biolégica tanto do primeiro quanto do segundo
polipeptideos.

Uma seqliéncia ligante peptidica pode ser
empregada para separar o primeiro e o segundo polipeptideos
em uma distancia suficiente para garantir que cada
polipeptideo se dobre em suas estruturas secundarias e
tercidrias. Tal sequéncia ligante peptidica é incorporada
na proteina de fusdo utilizando técnicas padronizadas bem
conhecidas na arte. As seqiiéncias ligantes peptidicas
adequadas podem ser escolhidas com base nos fatores a
seguir: (1) sua capacidade de adotar uma conformacéao
estendida flexivel; (2) sua capacidade de adotar uma
estrutura secundaria que poderia interagir com epitopos
funcionais no primeiro e no segundo polipeptideos; e (3) a
falta de residuos hidrofébicos ou carregados que poderiam
reagir com os epitopos funcionais dos polipeptideos. As
seqiéncias ligantes peptidicas preferidas contém residuos
de Gly, Asn e Ser. Outros aminodcidos quase neutros, tais
como Thr e Ala também podem ser utilizados na seqliéncia
ligante. As seqliéncias’ de aminoacidos que podem ser
empregadas de forma GUtil como ligantes incluem as
divulgadas em Maratea e outros, Gene 40: 39-46, 1985;

Murphy e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 8258-8262,
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1986; Patente U.S. N2 4.935.233 e Patente U.S. N°
4.751.180. A seqiiéncia ligante pode ter de 1 até aproxi-
madamente 50 aminodcidos de comprimento. As seqiéncias
peptidicas n&o sdo necessarias quando O primeiro e o
segundo polipeptideos possuem regides de aminoacidos N-
terminais ndo essenciais que podem ser utilizadas para
separar os dominios funcionais e prevenir a interferéncia
estérica.

As seqiiéncias de DNA ligadas sdo ligadas de forma
operacional a elementos reguladores da transcrigdo ou da
traducdo adequados. Os elementos reguladores responsaveis
pela expressdo do DNA ficam localizados apenas a 3’ da
seqiiéncia de DNA que codifica os primeiros polipeptideos.
Similarmente, os cédons de término precisam terminar a
traducdo e os sinais de término da transcricdo estéo
presentes apenas a 3’ da seqiiéncia de DNA que codifica o
segundo polipeptideo.

A eficiéncia de wuma vacina que inclui as
seqiiéncias isoladas da presente invencao pode ser deter-
minada com base na capacidade do antigeno de fornecer pelo
menos aproximadamente uma redugdo de 50% (por exemplo,
aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente
80%, aproximadamente 90% ou aproximadamente 100%) nos
nimeros de bactérias e/ou pelo menos aproximadamente um
decréscimo de 40% (por exemplo, aproximadamente 50%,
aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente
80%, aproximadamente 90% ou aproximadamente 100%) na

mortalidade apés a infeccdo experimental em um experimento
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de desafio. Os animais experimentais adequados incluem
camundongos, porquinhos-da-India e primatas.

As composigdes da presente invengdo sdo prefe-
rencialmente formuladas na forma de composicdes farmacéu-
ticas ou na forma de vacinas para a inducdo da imunidade
protetora contra a tuberculose em um paciente. Um paciente
pode estar sofrendo de uma doenga ou pode estar isento de
doenca e/ou infeccdo detectavel. Em outras palavras, a
imunidade protetora pode ser induzida para prevenir,
reduzir a gravidade ou tratar a tuberculose.

Em uma modalidade, as composi¢des farmacéuticas
da presente invencdo compreendem um ou mais dos polipep-
tideos anteriores, presentes na forma de uma mistura ou na
forma de uma proteina de fusdo e um carreador fisiolo-
gicamente aceitdvel. Similarmente, as vacinas compreendem
um ou mais dos polipeptideos anteriores e um intensificador
da resposta imunolégica ndo especifica, tal como um
adjuvante ou um lipossomo (dentro do qual o polipeptideo é
incorporado) .

Fm uma outra modalidade, uma composigdo farmacéu-
tica e/ou uma vacina da presente invengdo pode conter uma
ou mais das moléculas de DNA da presente invencgdao,
presentes na forma de uma mistura ou na forma de uma
molécula de fusdo com DNA, cada molécula de DNA codificando
um polipeptideo como descrito anteriormente, de forma que o
polipeptideo seja produzido in situ. Em tais vacinas, o DNA
pode estar presente dentro de qualquer uma de uma variedade
de sistemas de fornecimento conhecidos pelos peritos comuns

na arte, incluindo os sistemas de expressao de dcidos
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nucléicos, sistemas de expressdo bacteriana e viral. Os
sistemas de expressdo de 4&cidos nucléicos apropriados
contém as seqliéncias de DNA necessdrias para a expressao no
paciente (tal como um promotor adequado e um sinal de
término). Os sistemas de fornecimento bacterianos envolvem
a administracdo de uma bactéria (tal como Bacillus-
Calmette-Guerrin) que expressa uma parte imunogénica do
polipeptideo em sua superficie celular. Em uma modalidade
preferida, o DNA pode ser introduzido utilizando um sistema
de expressdo viral (por exemplo, vaccinia ou outro pox
virus, retrovirus ou adenovirus), que pode envolver O uso
de um virus competente em relagdo a replicagdo nao
patogénico (defeituoso). As técnicas para a incorporagdo do
DNA dentro de tais sistemas de expressdo sdo bem conhecidas
pelos peritos comuns na arte. O DNA também pode estar “nu”,
como descrito, por exemplo, em Ulmer e outros, Science 259:
1745-1749, 1993 e revisado por Cohen, Science 259: 1691-
1692, 1993. A captacdo do DNA nu pode ser aumentada através
do revestimento do DNA sobre esferas biodegradaveis, que
sdo eficientemente transportadas para dentro das células.
As moléculas antigénicas de TB da presente
invenc3o podem ser administradas com ou sem um carreador.
Os termos “carreador farmaceuticamente aceitavel” ou um
“carreador” se referem a qualquer excipiente geralmente
aceitavel ou composicdo de fornecimento de farmacos que é
relativamente inerte e ndo téxica. Os exemplos de
carreadores incluem &gua esterilizada, solugles salinas
(tal como a solucdo de Ringer), é&lcoois, gelatina, talco,

parafina viscosa, ésteres de dcidos graxos, hidréxi-
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metilcelulose, polivinil pirrolidona, carbonato de calcio,
carboidratos (tais como lactose, sacarose, dextrose,
manose, albumina, amido, celulose, silica gel, polietileno
glicol (PEG), leite desnatado em pé, farinha de arroz,
estearato de magnésio e similares. As formulagdes adequadas
e os carreadores adicionais sdo descritos em Remington’s
Pharmaceutical Sciences, (172 Ed., Mack Pub. Co., Easton,
PA). Tais preparacdes podem ser esterilizadas e, se
desejado, misturadas com agentes auxiliares, por exemplo,
Jubrificantes, preservantes, estabilizantes, agentes
umectantes, emulsificantes, sais para influenciar a presséo
osmdética, tampdes, corantes, preservantes e/ou substéncias
aromdticas e similares que ndo reagem de forma deletéria
com os compostos ativos. Os preservantes tipicos podem
incluir, sorbato de potédssio, metabissulfito de sédio,
metil parabeno, propil parabeno, timerosal etc. As
composicdes também podem ser combinadas, quando desejado,
com outras substancias ativas, por exemplo, inibidores de
enzimas, para reduzir a degradagdo metabdélica. Um carreador
(por exemplo, um carreador farmaceuticamente aceitéavel) é
preferido, mas ndo necessario, para a administracdo do
composto. A composicdo pode ser uma solugdo liquida, uma
suspensdo, uma emulsdo, um tablete, uma pilula, uma
cépsula, uma formulagdo de liberacgdo controlada ou um pbé. O
método de administracdo pode determinar como a composigdo
serd formulada. Por exemplo, a composicdo pode ser
formulada na forma de um supositério, com agentes
aglutinantes tradicionais e carreadores tais como

triglicerideos. A formulagdo oral pode incluir carreadores
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padronizados tais como graus farmacéuticos de manitol,
lactose, amido, estearato de magnésio, sacarina sbédica,
celulose, carbonato de magnésio etc.

As moléculas antigénicas de TB wutilizadas na
invencdo podem ser administradas de forma intravenosa,
parenteral, intramuscular, subcuténea, oral, nasal, tépica,
por inalacdo, por implante, por injegdo ou por supositério.
A composicdo pode ser administrada em uma dose unica ou em
mais de uma dose ao longo de um periodo de tempo para
conferir o efeito desejado. As quantidades eficientes reais
do composto ou do farmaco podem variar de acordo com a
composicdo especifica que serd utilizada, o modo de
administracdo e a idade, o peso e a condigdo do paciente.
Por exemplo, como utilizado aqui, uma quantidade eficiente
do farmaco ¢é uma quantidade que reduz o numero de
bactérias. As dosagens para um 'paciente individual
particular podem ser determinadas por um perito comum na
arte utilizando consideracdes convencionais (por exemplo,
através de um protocolo farmacoldégico  convencional
apropriado) .

Para a aplicagdo entérica ou em mucosa (incluindo
a via oral e a mucosa nasal), sdo particularmente adequados
os tabletes, os liquidos, as gotas, ©0s supositérios ou as

cédpsulas. Pode ser utilizado um xarope, um elixir ou

similar em gque ¢é empregado um veiculo adocado. Os
lipossomos, as microesferas e as microcédpsulas estao
disponiveis e podem ser utilizados. A administracao

pulmonar pode ser realizada, por exemplo, utilizando

qualquer um dos varios dispositivos de fornecimento
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conhecidos na arte tal como um inalador. Ver, por exemplo,
S.P. Newman (1984) em Aerosols and the Lung, Clarke e Davis
(eds.), Butterworths, Londres, Inglaterra, pp. 197-224;
Publicacdo PCT N WO 92/16192; Publicagdo PCT N2 WO
91/08760.

Para a aplicacdo parenteral, sdo particularmente
adequadas as solugdes esterilizadas injetéaveis,
preferencialmente solu¢des oleosas ou aquosas, assim como
suspensdes, emulsdes ou implantes, incluindo supositdérios.
Em particular, os carreadores para a administracao paren-
teral incluem solucdes aquosas de dextrose, solugdo salina,
4gua pura, etanol, glicerol, propileno glicol, &leo de
amendoim, 6leo de gergelim, polimeros em blocos de
polioxietileno-polioxipropileno e similares. As ampolas sao
unidades de dosagem convenientes. As microesferas biode-
gradadveis (por exemplo, galactideo polilactico) também
podem ser empregadas como carreadores para as composicées
farmacéuticas desta invencdo. As microesferas biodegra-
daveis adequadas sdo divulgadas, por exemplo, nas Patentes
U.S. N=2 4.897.268 e 5.075.1009.

Qualquer um de uma variedade de adjuvantes pode
ser empregado nas vacinas desta invengdo para aumentar a
resposta imunolégica. A maior parte dos adjuvantes contém
uma substancia planejada para proteger o antigeno do
catabolismo rapido, tal como hidréxido de aluminio ou 6leo
mineral e um estimulador ndo especifico de respostas
imunolégicas, tal como o lipideo A, Bortadella pertussis ou
Mycobacterium tuberculosis. Os adjuvantes adequados estéo

disponiveis comercialmente e incluem, por exemplo, O
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Adjuvante Incompleto de Freund e o Adjuvante Completo de
Freund (Difco Laboratories) e o Adjuvante 65 da Merck
(Merck e Company, Inc., Rahway, NJ.). Outros adjuvantes
adequados incluem alumen, microesferas biodegradaveis,
monofosforil lipideo A e quil A.

.Nas vacinas da invencdo, ¢é preferido que o
adjuvante induza uma resposta imunolégica compreendendo
aspectos de Thl. Os sistemas de adjuvantes adequados
incluem, por exemplo, uma combinagdo de monofosforil
lipideo A, preferencialmente monofosforil lipideo A 3-de-0O-
acilado (3D-MLP) junto com um sal de aluminio. Um sistema
melhorado envolve a combinacdo de um monofosforil lipideo A
e um derivado da saponina, particularmente a combinag¢do de
3D-MLP e a saponina QS21 como divulgado na WO 94/00153 ou
uma composicdo menos capaz de reagir em que a 0s21 é
envolta em colesterol como divulgado na WO 96/33739.
Experimentos anteriores demonstraram um efeito sinérgico
evidente de combinacdes de 3D-MLP e QS21 na indugdo tanto
de resposta humoral quanto imunolégica celular do tipo Thl.
Uma formacdo de adjuvantes particularmente mais potente
envolvendo QS21, 3D-MLP e tocoferol em uma emulsdo de 6leo-
em-agua é descrita na WO 95/17210 e é uma formulagdo
preferida.

A administracdo das moléculas de polipeptideos
antigénicas de TB da presente invengao e outros compostos
pode ocorrer simultaneamente ou seqliencialmente no momento.
Uma vacina de DNA e/ou uma composigdo farmacéutica como
descrito anteriormente pode ser administrada simulta-

neamente com ou seqiiencialmente a um polipeptideo adicional
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da presente invencdo, um antigeno conhecido de M.
tuberculosis, um intensificador imunolégico ou outro
composto conhecido na arte que seria administrado com tal
vacina. O composto pode ser administrado antes, depois ou
ao mesmo tempo em que as moléculas antigénicas de TB.
Assim, o termo “co-administragdo” ¢é utilizado aqui para
significar que as moléculas antigénicas de TB e o composto
adicional (por exemplo, composto estimulador imunoldgico)
serdo administrados em momentos para atingir uma resposta
imunolégica especifica para TB, como descrito aqui. Os
métodos da presente invengdo ndo sdo limitados a sequiéncia
em que os compostos sdo administrados, contanto que O
composto seja administrado préximo o suficiente em tempo
para produzir o efeito desejado.

As rotas e a freqgiiéncia de administracdo das
composicées farmacéuticas e das vacinas da invencgao, assim
como a dosagem, variardo de individuo para individuo e
podem ser paralelas as que estdo sendo atualmente
utilizadas na imunizacdo utilizando BCG. Em geral, as
composigdes farmacéuticas e as vacinas podem ser
administradas através de injegéo (por exemplo,
intracuténea, intramuscular, intravenosa ou subcuténea), de
forma intranasal (por exemplo, por aspiracgao),
intrapulmonar ou oral. Entre 1 e 3 doses podem ser
administradas durante um periodo de 1-36 semanas.
Preferencialmente, sdo administradas 3 doses, em intervalos
de 3-4 meses e vacinacdes de reforco podem ser fornecidas
periodicamente depois disso. Os protocolos alternativos

podem ser apropriados para pacientes individuais. Uma dose
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adequada é uma quantidade de polipeptideo ou de DNA que,
quando administrada como descrito anteriormente, € capaz de
produzir uma resposta imunoldgica em um paciente imunizado
suficiente para proteger o paciente da infecgdo por M.
tuberculosis pelo menos 1-2 anos. Em geral, a quantidade de
polipeptideo presente em uma dose (ou produzida in situ
pelo DNA em uma dose) varia de aproximadamente 1 pg até
aproximadamente 100 mg por kg de hospedeiro, tipicamente de
aproximadamente 10 pg até aproximadamente 1 mg e
preferencialmente de aproximadamente 100 Pg até
aproximadamente 1 ug. Os tamanhos de doses adequados
variardo com o tamanho do ©paciente, mas variarao
tipicamente de aproximadamente 0,1 mL até aproximadamente 5
mL.
EXEMPLIFICACAQ

Exemplo 1: Peptideos de M. tuberculosis Associados com

Moléculas de MHC de Classe I

Uma estratégia para detectar os peptideos de M.
tuberculosis associados com as moléculas de MHC de Classe I
de macréfagos de camundongos infectados in vivo foi
aplicada para a identificacgdo dos antigenos microbianos.

O fundamento légico para pesquisar antigenos ou
peptideos de M. tuberculosis associados com as moléculas de
MHC de classe I de células infectadas se baseia no fato de
que estas moléculas da célula hospedeira séo cruciais para
apresentar os antigenos para as células T CD8+, um
subconjunto de células T envolvido na resisténcia e contra

a tuberculose. Portanto, esta abordagem de descoberta dos
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antigenos possui implicagdo direta nas estratégias de
desenvolvimento de vacinas contra esta doenga.

Os peptideos de M. tuberculosis associados com o
MHC de classe I foram isolados partindo de células de bacgo
aderentes de camundongos C57BL/6 infectados com 107 UFC de
M. tuberculosis. Os camundongos C57BL/6 s&o considerados
como sendo relativamente resistentes a infecgdo por M.
tuberculosis, portanto, ideais para este estudo. A infecgéo
com um indculo alto é importante para atingir um alto grau
de infeccdo intracelular nas células do bago dos animais.
Entre os dias 10 e 14 de infeccdo os bagos dos camundongos
contém aproximadamente cinco vezes mais células que O0s
controles ndo infectados. Uma grande porcentagem das
células do baco é constituida por macréfagos infectados com
M. tuberculosis. Os camundongos foram sacrificados e suas
células de baco aderentes foram obtidas, lisadas com O
detergente CHAPS (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis,
IN) e as moléculas de MHC de classe I foram isoladas por
purificacdo por afinidade em uma coluna de proteina G
sepharose ligada ao anticorpo monoclonal anti-H-2 K/D°
(ATCC HB-11). O procedimento é resumido na Figura 3.

Os peptideos eluidos compreendendo uma mistura de
moléculas abaixo de 5 kDa foram ultra filtrados em um
limite de 5 kDa no Millipore Ultrafree-CL e foram entéo
fracionados por HPLC em fase inversa “microbore” (Delta-Pak
Cl coluna 8, tamanho de poro 300 A, particula de 5u). Os
perfis da HPLC produziram varios picos, que foram
individualmente analisados por cromatografia liquida em

microcapilar acoplada com espectrometria de massa com
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ionizacdo por eletrospray (LC-MS) para determinar o peso
molecular e a abundancia de todas as espécies de peptideos.
A massa dos peptideos candidatos foi obtida através do
espectro de massa em tandem (MS/MS) com dissociagdo ativada
por colisdo (CAD).

As seqiiéncias peptidicas foram pesquisadas em
relacdo a identidade com proteinas conhecidas em bancos de
dados tanto do genoma de M. tuberculosis quanto de
camundongo (The Institute for Genomic Research). Varios
peptideos tinham homologia forte com a proteina de
camundongo. Entretanto, sete seqiiéncias peptidicas e de
dcidos nucléicos foram identificadas como tendo origem na
M. tuberculosis (Figura 1). Os genes correspondentes que
codificam o doador da proteina destes peptideos estéo sendo
clonados e serdo expressos utilizando procedimentos
padronizados. Em adigdo, sera também preparado o DNA
plasmideal bacteriano contendo estes genes de M.
tuberculosis. Ambos, proteina recombinante e DNA
plasmideal, ser&o utilizados nos protocolos de imunizagao
visando investigar o potencial de protegdo destas moléculas
para proteger os camundongos contra © desafio com M.
tuberculosis virulento. A formulacdo de proteina sera
utilizada para testar a resposta de CD4+ e a imunizag¢do com
DNA terd como alvo a resposta de células T CD8+.

Exemplo 2: Um Antigeno de M. tuberculosis Encontrado na

Urina de Camundongos Infectados

Uma estratégia para detectar os antigenos de M.

tuberculosis na urina de camundongos infectados foi
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aplicada para a identificagdo de antigenos microbianos na
urina de pacientes com tuberculose ativa.

Os ensaios de deteccdo de antigenos, em contraste
com a sorologia convencional, detectam a condicdo da doenga
e ndo a resposta de anticorpos do hospedeiro ao agente
etioldégico da doenga. Podem, portanto, ser utilizados tanto
para o diagnéstico quanto para o acompanhamento do
tratamento. No presente projeto foi utilizada uma abordagem
para a descoberta de um antigeno para identificar os
antigenos de M. tuberculosis na urina de pacientes humanos.
Adicionalmente, proteinas recombinantes serdo produzidas
e validadas como marcadores da doenga ativa.

As urinas dos individuos (15 mL) foram carregadas
em um Vivaspin 5K MWCO com capacidade de 15 mL filtradas e
centrifugadas a 3000G a 4°C até que o volume do material
retido fosse < 2mL. O concentrado foi removido da membrana
através da lavagem com uréia a 6 M e bicarbonato de aménio
a 100 mM. Os concentrados finais foram levados até 4 mL com
uréia a 6 M e bicarbonato de aménio a 100 mM pH 8,5. A cada
amostra de concentrado de proteina foram adicionados 20 mL
de DTT a 2 M. As amostras foram misturadas com vortex e
incubadas a 37°C durante 1 hora. As cisteinas reduzidas
foram alquiladas através da adigdo de 200 mL de 0,5 M de
iodoacetamida em cada amostra. As amostras foram misturadas
com vortex e permitidas que reagissem durante 1 hora a
temperatura ambiente na escuriddo. A iodoacetamida
residual foi extinguida com 15 mL de 2 M de DTT. Partindo
da amostra estoque de 4 mL, 300 pL foram removidos para

andlise em gel.



NG

10

15

20

25

75/83

Foram obtidas imagens dos géis com uma Camera
Digital Kodak DC280 ajustada com lentes Macro +10. As
imagens foram processadas utilizando Adobe Photoshop e
impressas. Os géis foram cortados com uma lamina de barbear
limpa em 33 pedagos de gel cada enquanto as posicdes dos
cortes eram marcadas para cada pedago. Os pedagos foram
entdo colocados em tubos de centrifuga de 2 mL. Todo o
processamento adicional das amostras foi realizado em uma
BioSafety Cabinet de isolamento dual. Os tubos com o0s
pedacos de gel foram preenchidos até 2 mL com metanol a
50%, Aacido acético 5% e lavados trés vezes com aliquotas
adicionais de metanol a 50%, acido acético a 5%. A solugéo
de descoloracdo foi removida e os tubos foram preenchidos
com 2 mL de acetonitrila. Apds 30 minutos com agitagao, a
acetonitrila foi removida e substituida por bicarbonato de
aménio a 100 mM. Apds 30 minutos a solugdo de bicarbonato
de aménio foi removida e os tubos foram preenchidos com
acetonitrila. Esta etapa de lavagem com acetonitrila,
bicarbonato de aménio foi repetida uma vez. A lavagem final
com acetonitrila foi removida logo antes da digestdo e os
pedagos de gel foram secos durante 30 minutos em um
speedvac. Os tubos contendo os pedagos de gel secos foram
colocados ‘em gelo e foi permitido que resfriassem. A
tripsina com grau de segienciamento da Promega foi
dissolvida em bicarbonato de aménio a 50 mM gelado até uma
concentracdo de 13,3 mg/mL. Utilizando um pipetador de
repeticdo, 125 mL da solugdo de tripsina foram adicionados
no fundo de cada tubo. Foi permitido que os pedagos de gel

intumescessem durante 15 minutos em gelo, apds os quais 125
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mL adicionais de bicarbonato de amdénio a 50 mM foram
adicionados em cada tubo. Os tubos foram entdo tampados e
incubados durante 16 horas a 37°C. Apbés a digestdo 650 mL
de bicarbonato de aménio a 50 mM foram adicionados em cada
tubo. As amostras foram entdo incubadas durante hora a
37°C. O primeiro conjunto de extratos foi removido e
colocado em tubos Axygen de 1,5 mL rotulados, uma segunda
extracdo de 650 mL de bicarbonato de aménio foi realizada e
agrupada com a primeira. Estes extratos foram entéo
liofilizados enquanto duas extragdes &cidas de 650 mL de
acetonitrila a 50% &cido férmico a 0,1% foram realizadas.
Todos os extratos foram congelados a -80°C e liofilizados
até a secura em um ThermoSavant SC280 speedvac < 10 mTorr.
O produto da liofilizagdo foi redissolvido em 200 mL de
acetonitrila a 5% acido férmico a 0,1%. Volumes apropriados
de cada extrato (1-6, 10 mL) (7-12, 20 mL) (13-18, 35 mL)
(19-33, 50 mL) foram adicionados em uma placa de 96 pocgos
até a carga de molaridade da proteina aproximada e a
proteina de cada regido de MW do gel, a placa foi congelada
a -80°C e liofilizada novamente. Todas as amostras foram
redissolvidas em 12 mL de acetonitrila a 5% acido férmico a
0,1%. As amostras foram entdo avaliadas por Espectrometria
de Massa em uma estacdo de trabalho LCQ DECA XP plus
Proteome X da Thermofinnigan. Para cada corrida 10 mL de
cada amostra reconstituida foram injetados com um Famos
Autosampler enquanto a separagao foi feita em uma coluna de
75 mm i.d. x 18 cm empacotada com meio C18 correndo a uma
vazdo de 235 nL por minuto fornecida partindo de uma bomba

Surveyor MS com um separador de fluxo com um gradiente de
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5-60% de agua e &cido férmico a 0,1%, acetonitrila &cido
férmico a 0,1% ao longo do curso de 90 min (corrida de 2,5
horas), 180 minutos (corrida de 4 horas) ou 400 minutos
(corrida de 8 horas). Entre cada conjunto de amostras foram
corridos dois padrdes de um 5 Angio mix peptides (Michrom
BioResources) para determinar o desempenho da coluna e
observar qualquer transporte potencial que poderia ter
ocorrido. O LCQ foi corrido em uma configuragdo com cinco
principais com uma verificagcdo por MS e cinco verificacdes
com MS/MS. A exclusdo dindmica foi ajustada em 1 com um
limite de 30 segundos. As IDs dos peptideos foram feitas
utilizando Sequest através do Bioworks Browser 3.1. As
buscas nos bancos de dados de seqguéncias foram feitas
utilizando o NCBI RefSeqHuman Database utilizando cisteinas
diferenciais modificadas com carbamidometila e metioninas
oxidadas, seguidas por buscas adicionais utilizando
modificacdes diferenciais. Foram realizadas buscas secun-
dadrias utilizando Sequest utilizando o banco de dados de
proteinas previstas RefSeqHuman Gnomon. Desta maneira
acertos de proteinas conhecidas e tedricas podem ser
encontrados sem comprometer a relevancia estatistica de
todos os dados. Os valores de limite de escores dos
peptideos foram escolhidos em Xcorr de 1,8 para ions mono
carregados, 2,5 para ions duplamente carregados e 3,0 para
ions triplamente carregados, junto com valores de deltaCN
de 0,1 e valores de RSP de 1. Os valores de correlagao
cruzada escolhidos para cada .peptideo garante uma
combinacdo de alta confianga para os estados de carga

diferentes, enquanto que o limite de deltaCN garante a
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imparidade do acerto do peptideo. O valor de RSP de 1

garantia que o peptideo se combinava com o acerto principal

no escore preliminar e que o arquivo do fragmento peptidico
se combinava apenas a um acerto de proteina. Utilizando
esta abordagem do estado da arte varios peptideos humanos

foram identificados, mas de forma mais importante foi
possivel assim em alto grau identificar pelo menos cinco
peptideos de M. tuberculosis na urina de trés das seis

amostras de urina estudadas. Uma das seqiiéncias do peptideo
identificado (MVIIELMRR - SEQ ID NO: 30) possui homologia
idéntica & da seqiéncia deduzida de uma proteina de M.

tuberculosis (Figura 2) ([The Institute for Genomic Research
(TIGR) e SWISS-PROT/TrEMBL AC # 033183]. Quatro outras

seqiiéncias foram identificadas, SEQ ID NOs: 34, 38, 42, 46,

mostradas nas Figuras 5-9, respectivamente. Esta seqgliéncia
peptidica foi observada em trés de seis amostras de urina
de pacientes com tuberculose. Os iniciadores da PCR foram
planejados e sintetizados e utilizados para amplificar o
gene de comprimento completo que codifica esta proteina-
partindo do DNA gendmico de M. tuberculosis. Um fragmento
de DNA (~1 kb) contendo na extremidade a 5’ um sitio de Nde

I e na extremidade a 3’ um sitio de Bam HI, foi obtido e
estd sendo atualmente utilizado para clonar e expressar O
gene.

Exemplo 3: Produgdo, Purificacgdo e Caracterizacédo de

proteinas recombinantes de M. tuberculosis

Foram feitos esforcos concentrados para produzir,
purificar e caracterizar as proteinas recombinantes que

sdo réplicas de cinco proteinas de M. tuberculosis
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encontradas na urina de pacientes com tuberculose pulmonar,
como descrito aqui. Trés destas (MTP1694 (SEQ ID NO: 42),
MTP2462 (SEQ ID NO: 46)) e (MT2990 (SEQ ID NO: 38)) foram
obtidas e suas propriedades bioquimicas e bioldégicas foram
caracterizadas. As trés proteinas foram purificadas
partindo de corpos de inclusdo com rendimentos variando de
10 até 15 mg de proteina purificada por litro de cultura
induzida. A Figura 10 ilustra a superexpressdo das
moléculas recombinantes, MT1694, MT2462 e MT2990, em E.
coli e mostra que migraram para posigées no gel que
correspondem ao Peso Molecular esperado (MW). As proteinas
recombinantes foram expressas em células hospedeiras de
E. coli BL-21(DE3)/pLysS com seis residuos amino terminais
com marcacdo de His. As proteinas foram purificadas através
de cromatografia por afinidade utilizando matriz de agarose
Ni-NTA. A pureza foi avaliada por SDS-PAGE (4-20% de
gradiente de gel de poliacrilamida) seguida pela coloragédo
com azul de Coomassie. Devido ao fato de que o gene MT2990
codifica uma proteina de 130,6 kDa de MW, que é um tamanho
de molécula que é dificil de expressar como proteina
recombinante, formas sobrepostas/truncadas desta molécula
foram clonadas e expressas. A proteina clonada e expressa
ilustrada na Figura 10 representa um fragmento do gene de
comprimento completo que abrange 100 aminoacidos, tanto a
montante quanto a jusante da seqiiéncia de aminodcidos da
proteina de M. tuberculosis (MT2990) que possui homologia
idéntica com o peptideo encontrado na urina de pacientes
com tuberculose. Este fragmento da molécula foi escolhido

porque essa parte da proteina ¢é estavel e resistente a
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maquinaria enzimatica proteolitica do hospedeiro, portanto,
um alvo para vacina.

Foram produzidos anti-soros de coelho para as
proteinas recombinantes MTP1694 e MTP2462 e um anti-soro
para MT2990 estd sendo e pode ser gerado. Os anti-soros
para MTP1694 e MTP2462 foram utilizados para a validagao
das proteinas identificadas como moléculas genuinas de M.
tuberculosis, que foi realizada através de andlises de
Western blot utilizando preparacgdes antigénicas brutas do
antigeno de M. tuberculosis (extrato celular bacteriano
total) assim como o filtrado de cultura (CF) ou os
antigenos de CF (fornecidos pelo Dept. Microbiol. Immunol.
Pathol., Colorado State University, Fort Collins CO). Os
antigenos foram submetidos & eletroforese sob condicdes
redutoras em um gél em gradiente a 4-20% e transferidos
para uma membrana de nitrocelulose seguido pela verificacgao
com sondas com anti-soros de coelho anti-MTB1694 ou anti-
MT2462. A reatividade foi detectada com imunoglobulina
anti-coelho de cabra marcada com peroxidase e desenvolvida
utilizando um reagente quimioluminescente (ECL). A Figura
11 indica que o anti-soro anti-MTP1694 reconhece uma banda
de ~37 KDa nas preparacdes tanto de lisado microbacteriano
quanto de filtrado de cultura (faixas 1 e 2) assim como,
como esperado, a proteina recombinante (faixa 3). Em
contraste, o anti-soro anti-MTP2462 reconhece uma banda de
~27 kDa somente no lisado bacteriano e ndo no filtrado de
cultura. As bandas de MW de ambos os antigenos se combinam
com seu MW previsto. Em adigdo, O MW das moléculas

recombinantes é ligeiramente maior que o das moléculas
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nativas, o que ¢é esperado porque as moléculas recom-
binantes possuem, em adigdo as sequéncias das moléculas
nativas, um filamento de 16 aminoadcidos derivado do vetor
de clonagem (uma marcagdo de seis histidinas para facilitar
a purificacdo e um sitio de trombina composto de 10
aminodcidos para permitir a clivagem da marcagdo com his).
Estes resultados confirmam, portanté, que tanto MTP1694
quanto MTP2462 sao préteinas genuinas de M. tuberculosis
que sdo ativamente produzidas durante O crescimento
bacteriano. Em adicdo, devido ao fato de que o antigeno
MTP1694 esta presente na preparacdo de filtrado de cultura
(“M. tuberculosis secreta a proteina”) estes resultados
demonstram que esta molécula é util como uma vacina.

Para avaliar o uso dos antigenos identificados
com alvos para vacina para seres humanos, foi analisada a
resposta de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) obtida de doadores positivos para PPD saudaveis (uma
resposta do teste de pele intradérmico as proteinas da
tuberculose utilizando um Derivado de Proteina Purificado)
para estes antigenos. Assim, quatro doadores positivos para
PPD saudaveis e um negativo para PPD foram testados com os
antigenos MTP1694 e MTP2462. A proteina recombinante
(MT299) mencionada anteriormente, ndo estava disponivel no
momento em que estes ensaios foram realizados. Para testar
em relacdo ao reconhecimento do antigeno, tanto a resposta
proliferativa induzida pelo antigeno quanto a producao de
IFN-y foram utilizadas, seguidas pelo estimulo com
antigenos recombinantes (5 pug/mL). A proliferacdo foi

medida através da incorporag¢do de [3H]TdR e os resultados
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sdo expressos na forma de contagens por minuto (CPM). O
IFN-y foi medido através de ELISA em sanduiche nos
sobrenadantes de cultura. Os resultados sdo expressos nas
Figuras 12A e B e indicam que ambos os antigenos sao
facilmente reconhecidos pelas PBMCs de trés dos quatro
doadores positivos para PPD. Ndo foi observada qualquer
resposta com as PBMCs obtidas do doador negativo para PPD.
Estes resultados sugerem gque estes antigenos serao
reconhecidos por uma alta porcentagem de individuos
positivos para PPD saudéaveis (presumidamente resistentes).
Em adicdo, devido ao fato de que a resposta proliferativa
foi acompanhada pela producdao de IFN-vy, MT1649 e MT2462
estdo associadas com a protegcdo contra a tuberculose,
portanto, estas moléculas sdo alvos para vacina.

Os ensinamentos relevantes de todas as
referéncias, patentes e/ou pedidos de patentes citados aqui
s3o incorporados aqui como referéncia em sua totalidade.

Os ensinamentos das patentes a seguir séo
incorporados aqui como referéncia em sua totalidade:
Patente U.S. N2: 6.627.198, intitulada, “Fusion proteins
of Mycobacterium tuberculosis antigens and their wuses;
“Patente U.S. N2: 6.613.881, intitulada, “Compounds for
immunotherapy and diagnosis of tuberculosis and methods of
their wuse”; Patente U.S. N2: 6.592.877, intitulada,
“Compounds and methods for immunotherapy and diagnosis of
tuberculosis”; Patente U.S. N2: 6.555.653, intitulada,
“Compounds for diagnosis of tuberculosis and methods of
their wuses”; Patente U.S. N2: 6.544.522, intitulada,

“Fusion proteins of Mycobacterium tuberculosis antigens and
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their wuses”; Patente U.S. N2: 6.458.366, intitulada,
“Compounds and methods for diagnosis of tuberculosis”;
Patente U.S. N2%: 6.338.852 intitulada, “Compounds and
methods for diagnosis of tuberculosis”; e Patente U.S. N2:
6.290.969, intitulada, “Compounds and methods for
immunotherapy and diagnosis of tuberculosis”.

Embora esta invencdo tenha sido particularmente
mostrada e descrita com referéncias as modalidades
preferidas da mesma, sera entendido pelos peritos na arte
que varias alteragdes na forma e nos detalhes podem ser

feitas na mesma sem sair do ambito da invengdo abrangido

pelas reivindicag¢des em anexo.
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REIVINDICACOES

1. Molécula de polipeptideo isolada,
caracterizada pelo fato de que compreende uma parte
imunogénica de um antigeno de Mycobacterium tuberculosis ou
uma variacdo do dito antigeno que difere apenas em
substituicdes e/ou modificacdes conservativas, em que O
dito antigeno compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste de:

a) uma seqgiliéncia de aminocdcidos codificada por
uma molécula de acido nucléico que possuil uma seqiiéncia da
ID de SEQ N®: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma
combinacdo das mesmas;

b) uma seqgiiéncia de aminodcidos codificada por
uma molécula de &cido nucléico gque possuli a regido
codificadora da ID de SEQ N%: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,
17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45,
47 ou uma combinagdo das mesmas;

c) uma seqiiéncia de aminodcidos codificada por um
complemento da ID de SEQ N%: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47
ou uma combinacdo das mesmas;

d) uma seqiiéncia de aminodcidos codificada por
uma molécula de acido nucléico que se hibridiza com a ID de
SEQ N°: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27,
29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma compinag¢do
das mesmas; e

e) uma seqiiéncia de aminodcidos apresentada na ID

de SEQ N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
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28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 ou uma
combinacdo das mesmas.

2. Molécula de polipeptideo isolada, de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a
molécula de polipeptideo 1isolada estimula uma resposta
imunogénica especifica & Bactéria da Tuberculose (TB) em um
hospedeiro.

3. Molécula de polipeptideo isolada,
caracterizada pelo fato de que compreende uma parte
imunogénica de um antigeno de M. tuberculosis, em que O
dito antigeno compreende uma sequiéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste de:

a) uma seqgiiéncia de aminodcidos codificada por um
acido nucléico que possui mais que ou igual a
aproximadamente 70% de identidade com a ID de SEQ N2: 1, 3,
5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinacdo das mesmas;

b) uma seqiiéncia de aminoacidos codificada por
uma molécula de acido nucléico que possul mais que ou igual
a aproximadamente 70% de identidade com a regido
codificadora da ID de SEQ N%: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,
17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45,
47 ou uma combinacdo das mesmas;

c) a uma seqgiiéncia de aminoacidos codificada por
um complemento que possuil mais que ou igual a
aproximadamente 70% de identidade com a ID de SEQ N°: 1, 3,
5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,

35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinagdao das mesmas;
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d) uma seqiéncia de aminodcidos codificada por
uma molécula de acido nucléico que possui mais que ou igual
a aproximadamente 70% de identidade com uma molécula que se
hibridiza com a ID de SEQ N%: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,
17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45,
47 ou uma combinagdo das mesmas; €

e) uma seqiéncia de aminoacidos que possui mais
que ou igual a aproximadamente 70% de similaridade com uma
seqiéncia apresentada na ID de SEQ N2: 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42,
44, 46, 48 ou uma combinag¢do das mesmas.

4. Molécula de polipeptideo isolada, de acordo
com a reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato de que a
molécula de polipeptideo isolada estimula uma resposta
imunogénica especifica & TB em um hospedeiro.

5. Molécula de polipeptideo isolada, de acordo
com a reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato de que a
molécula de acido nucléico possul mais que ou igual a
aproximadamente 80% de identidade ou similaridade,
respectivamente, com as ditas seqgliéncias.

6. Molécula de polipeptideo isolada, de acordo
com a reivindicacdo 5, caracterizada pelo fato de que a
molécula de acido nucléico possui mais que ou igual a
aproximadamente 90% de identidade ou similaridade,
respectivamente, com as ditas segliéncias.

7. Molécula de acido nucléico isolada,
caracterizada pelo fato de que codifica uma molécula de
polipeptideo que compreende uma parte imunogénica de um

antigeno M da tuberculose ou uma variacdo do dito antigeno
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que difere apenas em substituigdes e/ou modificacdbes

conservativas, em que o dito antigeno é codificado por uma
acido nucléico possui uma seqgliéncia

molécula de que

selecionada do grupo que consiste de:

a) ID de SEQ N%: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47
ou uma combinacdo das mesmas;

b) a regido codificadora da ID de SEQ N2 1, 3,
s, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinacao das mesmas;

c) um complemento da ID de SEQ N°: 1, 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39,
41, 43, 45, 47 ou uma combinagdo das mesmas;

d) que se hibridiza a ID de SEQ N°: 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinacgdo das mesmas; €

e) que codifica a ID de SEQ N°: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 46, 48 ou uma combinacdo das mesmas.

8. Molécula de acido nucléico isolada, de acordo

com a reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato de que a

molécula de &acido nucléico isolada codifica uma molécula de

polipeptideo que estimula uma resposta imunogénica

especifica & TB em um hospedeiro.

9. Molécula de &acido nucléico isolada, de acordo

com a reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato de que a

molécula de &cido nucléico é uma molécula de RNA.

10. Molécula de éacido nucléico isolada que

codifica uma molécula de polipeptideo, caracterizada pelo
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fato de que compreende uma parte imunogénica de um antigeno
de M. tuberculosis, em que o dito antigeno é codificado por
uma molécula de acido nucléico que possuil mais que ou igual
a aproximadamente 70 % de identidade com uma seqiéncia
selecionada do grupo que consiste de:

a) ID de SEQ N%: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47
ou uma combinacdo das mesmas;

b) a regido codificadora da ID de SEQ N2: 1, 3,
s, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinacao das mesmas;

c) um complemento da ID de SEQ N°: 1, 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39,
41, 43, 45, 47 ou uma combinagdo das mesmas;

d) que se hibridiza & ID de SEQ N°: 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinacdo das mesmas; e

e) que codifica a ID de SEQ N°: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,
42, 44, 46, 48 ou uma combinacdo das mesmas.

11. Molécula de acido nucléico isolada, de acordo
com a reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato de que a
molécula de acido nucléico possui mais que ou igual a
aproximadamente 80% de identidade com as ditas seqgliéncias.

12. Molécula de &acido nucléico isolada, de acordo
com a reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato de que a
molécula de acido nucléico possui mais gque ou igual a

aproximadamente 90% de identidade com as ditas seqgliéncias.
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13. Vetor ou plasmideo, caracterizado pelo fato
de que compreende uma molécula de acido nucléico, conforme
descrito na reivindicagao 7.

14. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de
ser transformada com a seqgiiéncia de &acido nucléico conforme
descrita na reivindicacdo 7.

15. Anticorpo, caracterizado pelo fato de ligar-
se a um polipeptideo conforme descrito na reivindicagao 1.

16. Proteina de fusdo, caracterizada pelo fato de
que compreende um polipeptideo selecionado do grupo gue
consiste de:

a) pelo menos um dos polipeptideos, de acordo com
a reivindicacgdo 1;

b) pelo menos dois dos polipeptideos, de acordo
com a reivindicacédo 1;

c) pelo menos um polipeptideo, de acordo com a
reivindicacdo 1 e um antigeno conhecido de M. tuberculosis;
e

d) pelo menos um polipeptideo, de acordo com a
reivindicacdo 1 e um antigeno de M. tuberculosis
apresentado em uma molécula de MHC de Classe 2.

17. Método para estimular uma resposta
imunogénica especifica & TB em um individuo ou para
prevenir ou reduzir a gravidade de doenca causada pela TB,
sendo que o método é caracterizado pelo fato de compreender
a administracdo de uma quantidade de uma ou mais das
moléculas de polipeptideos, de acordo com a reivindicagao

1.
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18. Método, de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado pelo fato de que a molécula de polipeptideo
ou uma molécula de 4&cido nucléico ¢é administrada em um
carreador.

19. Método para estimular uma resposta
imunogénica especifica & TB em um individuo ou para
prevenir ou reduzir a gravidade da doenca causada pela TB,
sendo que o método é caracterizado pelo fato de compreender
a administracdo de uma quantidade de uma ou mais das
moléculas de acidos nucléicos, de acordo com a
reivindicacédo 7.

20. Método para monitorar o tratamento da doenca
causada pela TB em um individuo, sendo que o método é
caracterizado pelo fato de compreender:

a) ‘a deteccdo do nivel de uma ou mais das
moléculas de polipeptideos, de acordo com a reiVindicagéo 1
de uma amostra do individuo; e

b) a comparacdo do nivel de uma ou mais das
moléculas com um padrdo; em que um nivel de moléculas que
seja maior que o padrdo indica que o tratamento é
ineficiente e um nivel que é menor que ou igual ao nivel
indica tratamento eficiente.

21. Método para monitorar o tratamento da doenca
causada pela TB em um individuo, o método sendo
caracterizado pelo fato de compreender:

a) a deteccdo do nivel de uma ou mais moléculas
de polipeptideos, de acordo com a reivindicagcdo 1 em uma

amostra do individuo em mais de um ponto de tempo; e
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b) a comparacdo do nivel da uma ou mais moléculas
de polipeptideos no um ou mais pontos de tempo; em que um
aumento no nivel das moléculas indica que o tratamento é
ineficiente e uma diminuicdo ou nenhuma alteracdo no nivel
indica tratamento eficiente.

22. Método de diagnéstico de doenca causada pela
TB em um individuo, sendo que o método é caracterizado pelo
fato de compreender a detecgao da presenca ou da auséncia
de uma ou mais das moléculas de polipeptideos, conforme
descrito na reivindicacao 1.

23. Método de distincdo entre a doenga causada
pela TB e a imunidade & doenga causada pela TB em um
individuo, sendo que o método é caracterizado pelo fato de
compreender:

a) a deteccao da presenca ou da auséncia de uma
ou mais das moléculas de polipeptideos, de acordo com a
reivindicacgdo; e

b) a medida do estimulo de uma resposta
imunolégica especifica & TB no individuo.

24. Método, de acordo com a reivindicagao 23,
caracterizado pelo fato de que a medida do estimulo de uma
resposta imunolégica especifica a TB inclui a medida da
proliferacdo celular, da produgédo de interleucina-12, dos
niveis de interferon-y ou de uma combinag¢do dos mesmos, em
uma amostra do individuo.

25. Método para detecgdo da infecgao por M.
tuberculosis em uma amostra biolégica, sendo que o metodo
é caracterizado pelo fato de compreender avaliar a presenca

de uma ou mais das moléculas de polipeptideos, de acordo
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com a reivindicagcdo 1 na amostra, em que a presencga da
molécula indica a presenca de infecgdo por M. tuberculosis;
e a auséncia da molécula indica a auséncia de infecc¢ao por
M. tuberculosis.

26. Método para detecgdo de infecgdo por M.
tuberculosis em uma amostra bioloégica, sendo que o método
é caracterizado pelo fato de compreende:

a) o contato da amostra com um anticorpo que se
liga com uma molécula de polipeptideo, de acordo com a
reivindicacdo 1, suficientemente para permitir a formagao
de um complexo entre a amostra a o anticorpo, para formar
assim um complexo antigeno-anticorpo; e

b) a deteccdo do complexo antigeno-anticorpo; em
que a presenca do complexo indica a presenga de infeccgdo
por M. tuberculosis; e a auséncia de um complexo indica a
auséncia de infeccdo por M. tuberculosis.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 26,
caracterizado pelo fato de que o dito anticorpo € marcado
de forma detectavel.

28. Método, de acordo com a reivindicagdo 27,
caracterizado pelo fato de que o método compreende ainda o
contato da amostra com um segundo anticorpo especifico ao
dito antigeno ou ao dito complexo antigeno-anticorpo.

29. Método, de acordo com a reivindicacao 28,
caracterizado pelo fato de que o polipeptideo ou O
anticorpo estad ligado a um suporte sélido.

30. Método, de acordo com a reivindicagao 26,
caracterizado pelo fato de que a amostra bioldgica é

urina.
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31. Método para detecgdo de infecgcdao por M.
tuberculosis em uma amostra bioldgica, sendo que o método
é caracterizado pelo fato de compreender:

a) o contato da amostra com pelo menos dois
iniciadores de oligonucleotideo em uma reacdo em cadeia da
polimerase, em que pelo menos um dos iniciadores de
oligonucleotideo é especifico para uma ou mais da molécula
de acido nucléico isolada, de acordo com a reivindicagao 7,
suficientemente para permitir a amplificagao dos
iniciadores; e

b) deteccdo na amostra da seqiéncia de acido
nucléico amplificada; em que a presenca da sequéncia de
dcido nucléico amplificada indica  infecgdo por M.
tuberculosis e a auséncia da seqiéncia de &cido nucléico
amplificada indica wuma auséncia de infeccdo por M.
tuberculosis.

32. Método, de acordo com a reivindicagdo 31,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um dos
iniciadores de oligonucleotideo compreende pelo menos
aproximadamente 10 bases contiguas.

33. Método para detecgdo de infecgao por M.
tuberculosis em uma amostra biolégica, sendo que o método
é caracterizado pelo fato de compreender:

a) o contato da amostra com uma ou mals sondas de
oligonucleotideo especificas para a molécula de é&cido
nucléico, de acordo com a reivindicacdo 7 sob condicdes de
alto rigor, suficientemente para permitir a hibridizacgao

entre a amostra e a sonda; e
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b) a deteccdo da molécula de acido nucléico que
se hibridiza com a sonda de oligonucleotideo na amostra; em
que a presenca de hibridizacdo da sonda indica infecgdo por
M. tuberculosis e a auséncia de hibridizagcdo indica uma
auséncia de infeccdo por M. tuberculosis.

34. Método, de acordo com a reivindicacgdo 33,
caracterizado pelo fato de que a sonda compreende pelo
menos aproximadamente 15 bases contiguas.

35. Composicdo, caracterizada pelo fato de que
compreende a seqiiéncia de polipeptideo da reivindicagédo 1 e
um carreador fisiologicamente aceitavel.

36. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 35,
caracterizado pelo fato de que inclui ainda um
intensificador de resposta imunoldgica.

37. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 36,
caracterizado pelo fato de que o intensificador de resposta
imunolégica é um adjuvante ou um outro antigeno da TB.

38. Composicdo, de acordo com a reivindicacédo 37,
caracterizado pelo fato de que a composigao é uma
composigdo para vacina.

39. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 35,
caracterizado pelo fato de que o adjuvante inclui pelo
menos um componente selecionado do grupo que consiste de
3D-MPL e QS21.

40. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 35,
caracterizado pelo fato de que a composigdo é formulada em
uma emulsdo de éleo-em-agua.

41. Composicdo, de acordo com a reivindicacéo 36,

caracterizado pelo fato de que o intensificador de resposta
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imunoloégica é uma citocina ou uma guimiocina -
imunoestimuladora.

42. Kit para diagndéstico da presenga ou da
auséncia de infeccdo por M. tuberculosis em uma pessoa,
sendo que o kit é caracterizado pelo fato de compreender um
ou mais reagentes para a detecgdo da molécula de
polipeptideo, conforme descrito na reivindicacgédo 1.

43. Kit caracterizado pelo fato de que
compreende:

a) uma ou mais moléculas de &cidos nucléicos que
possuem uma sequiéncia da ID de SEQ N2: 1, 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47 ou uma combinacdo das mesmas; os complementos
das ditas seqiéncias e seqiiéncias de &cidos nucléicos que
se hibridizam com uma seqiiéncia citada na ID de SEQ NS 1,
3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 ou uma combinagdo; e

b) um reagente de deteccédo.

44. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo
fato de que compreende o polipeptideo da reivindicacédo 1 e

um carreador.
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| Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqiiéncia No.: 2 - DGYVGAPAH

>MT0401
MIDGWTEEQHEPTVRHERPAAPQDVRRVMLLGSAEPSRELAIALQGLGAEVIAV
DGYVGAPAHRIADQSVVVTMTDAEELTAVIRRLQPDFLVTVTAAVSVDALDAVEQADGECTELY
PNARAVRCTADREGLRRLAADQLGLPTAPFWFVGSLGELQAVAVHAGFPLLVSPVAGVAGQG
SSVVAGPNEVEPAWQRAAGHQVQPQTGGVSPRVCAESVVEIEFLVTMIVVCSQGPNGPLI
EFCAPIGHRDADAGELESWQPQKILSTAALDAAKSIAARIVKALGGRGVFGVELMINGDEV
YFADVTVCPAGSAWVTVRSQRLSVFELQARAILGLAVDTLMISPGAARVINPDHTAGRAA
VGAAPPADALTGALGVPESDVVIFGRGLGVALATAPEVAIARERAREVASRLNVPDSRE

(ldentidade da Segqiiéncia No.: 4)

Sequéncia de DNA

Identidade da Seqiiéncia No.: 1 - GACGGCTATGTCGGCGCGCCTGCCCAC

>MT0401 .
GTGATCGACGGCTGGACGGAAGAACAGCACGAACCCACCGTTAGGCATGAGCGCCCAGCA
GCTCCCCAAGACGTTCGGCGGGTGATCTTGCTGGGTTCGGCCGAACCCAGCCGGGAGCTG
GCGATCGCGTTGCAGGGCTTGGGCGCGGAGGTGATCGCCGTC GACGCGCTATGICGGCGCG
CCTGCCCACCGGATAGCCGACCAGTOGGTGGTGGTCACCATGACCGATGCTGAAGAGCTG
ACGGCGGTGATCCGGCGGCTGCAACCAGATTICTTGGTGACGGTCACCOGCCGCGGTGTCT
GTGCATGCTCTCGATCCCGTCGAGCAAGCOGACGGCGAGTGCACTGAGCTGGTGCCGAAC
GCCCGTGCCATCCGGTGCACGGCCGACCGGGAGGGCCTGCECCGGCTGGCCGCCGATCAG
CTCGGCCTGCOCCACAGCCCCOTTCTGGTTCGTCGGATCCCTTGGCGAACTTCAAGCGGTG
GCCATCCATGCTGGGTTTCCATTGCTGLTGAGCCCGGTGGCAGGGGTGGCTGGCCAGGGT
AGCTCGGTGGTCGCCGGGCCCAACGAGGTCGAGCCCGCCTGGCAGCGCGCGGCAGGCCAT
CAAGTACAGCCGCAGACTGGGAGAGTGAGCCCTCGGGTGTGCGCCGAGTCGGIGGTCGAG
ATCGAGTTTTTGGTCACCATGATCGTTGTGTGCAGTCAGGGCCCGAACGGGCCGCTCATC
GAGTTCTGTGCACCTATCGGTCATCGCGACGOCGATGCCGGTGAGTIGGAATCCTGGCAA
CCGCAGAAGCTGAGCACGGCGGOGCTGGACGOGGCCAAGTCGATCGCCGCGCGCATCGTC
AAGGOGCTCGGOGGACGCGGGGTITTCGGCGTCGAATTGATGATCAACGGCGATGAGGTG
TATTTCGCCGATGTCACCGTGTGTCCTGCCGGGAGTGCCTGGGTCACCGTGCGCAGCCAG
CGGCTTTCGGTGTTCGAACTGCAGGCCCGGGCGATCCTGGGTCTGGCGGTGGACACCCTG
ATGATCTCGCCGGGTGCCGCACGGGTGATCAACCCGGACCACACGGCAGGCCGGGCAGCH
GTCGGCGCCGCACCACCTGCCGATGCGCTGACCGGTGCGCTCAGTGTGCCGGAAAGCGAC
GTCGTGATATTCGGCCGCGGGCTTGGGGTGGCGCTGGCCACCBCACCCGAGGTGGCAATC
GCCCGCGAACGCGCCCGCGAAGTTGCATCTCGGCTAAATGTGCCAGACTCACGCGAGTGA

(ldentidade da Segqiiéncia No.: 3)

Fig. 1A
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ncia da Proteina

Identidade da Seqliéncia No.: 6 - LAAVVGVVLAQVL

>Mb0073
MLFAALRDMQWRKRRLVITHSTGLIFGMTLVLTGLANGFRVEARHTVDSMGVDVFVVRS
GAAGPFLGSIPFFDVDLARVAAEPGVMAAAPLGSVGTIMKEGTSTRNVTVFGAPEHGPGM
PRVSEGRSPSKPDEVAASSTMGRHLGDTVEVGARRLRVVGIVPNSTALAKIPNVFLTTEG
LQKLAYNGQPNITSIGHGMPRQLPEGYQTFDRVGAVNDLVRPLKVAVNSISIVAVLLWI
VAVLIVGSVVYLSALERLRDFAVFKAIGTPTRSIMAGLALQALVIALLAAVVGVVLAQVL

APLFPMIVAVPVGAYLALPVAAIVIGLFASYAGLKRVVTVDIPAQATGGP o
(Identidade da Seqiiéncia No.: 8)

Sequéncia de DNA |

Identidade da Seqiiéncia No.: 5 - CTTGCGGCGGTGETCGGCGTCGTCCTGGCGCAGGTGTTG

>Mb073
ATGCTCTTCGCGGCCCTGCGTGACATCCAATGGAGAAAGCGCCGCCTGGTCATCACGATC
ATCAGCACCGGGCTGATCTTCGGGATGACGCTTGTTTTGACCGGACTCGCGAACGGCTTIC
CGGGTGGAGGCCCGGCACACCGTCGATTCCATGGATGTCGATGTATICGTCGTCAGATCC
GGCGCTGCTGGACCTITICTGGGTTCAATACCGTTTCCCCATGTTGACCTGGCCCGAGTG
GCCGCTGAACCCGGTGTCATGGECGCGGCCCCAGTTGGGCAGCGTGGGGACGATCATGAAA
GAAGGCACGTCGACGCGAAACGTCACGGTCTTCGGCGCGCCCGAGCACGGACCTGGCATG
CCACGGGTCTCAGAGGGTCGGTCACCGTCGAAACCGGACGAAGTOGCGGCATCGAGCACG
ATGGGCCGACACCTCGGTGACACTGTCGAGGTCGGCGCGCGCAGATTGCGGATCGTTGGE
ATTGTGCCGAATTCCACCGCGCTGGCCAAGATCCCCAATGTCTTCCTCACGACCGAGGGC
TTACACAAATTGGCOTACAACGGOCAGCCGAATATCACGTCCATCGGGATCATAGGTATG
CCCCGACAGCTGCCGGAGGGTTACCAGACTTTCGATCGGGTGGGCGCTGTCAATGATTTG
GTAGCGCCCATTGAAGGTCGCAGTGAATTCGATCTCGATCGTGGCTGTTTIGCTGTGGATT
GTGGCGGTGCTGATCGTCGGCTCGGTGGTGTACCI TTCGGCTCTTGAGCGGCTACGTGAC
TTCGCGGTGTTCAAGGCUGATTGGCACGCCAACGCGCTCGATTATGGCCGGGCTCGCATTA
CAGGCGCTGGTCATTGCGTTGCTIGCGGCECGTIGGTGGGCGTCGTCCTCGGCGCAGGTGTTG
GCACCACTGTTTCCGATGATTGTCGCGGTACCCGTCGGTGCTTACCTGGCGCTACCGGTG
GCCGCGATCGTCATCGGTCTGITCGCTAGTGTTGCCGUATTGAAGCAGCGTGGTGACGGTC
GATCCCGCGCAGGCGTTCGGAGGTCCCTAQ (Identidade da Seqiéncia No.: 7)

Fig. 1B
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Sequéncia da Proteina

|
Identidade da Sequiéncia No.: 10 - RSGAATPVR

>MT2160.1

MPAAPSTREKDCMLVLHGFWSNSGGMRLWAEDSDLLVKSPSQALRSGAATRPVRGAR
(Identidade da Seqiiéncia No.: 12)

! Sequéncia de DNA |
Identidade da Sequiéncia No.: 9 - CGCTCCGGCGCGGCCACACCCGTTCGC

>MT2160.1

GTGCCGGCCGCTCCGTCGACAAGAGAGA AGGACTGCATGCTGGTITIGCACGGCTICTGG
TCCAACTCCGGCGGGATGCGGCTGTGGUCGGAGBACTCCGATCTGCTGCTGAAGAGCCCG

AGTCAGGCGCTGCGCTCCGGCGCGGCCACACCCGTTCGCGGLGCCOGCTGA
(ldentidade da Seqiiéncia No.: 11}

Fig. 1C
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| N . T
| Sequéncia da Proteina

Identidade da Sequiéncia No.: 14 - TCLPFAL

>MT0910.2

MSAPPAQAPVCGALAARPTAPGNASCTRPAKRDCRYGSRCETCLPFALAKDCRQASSRLQ
AATEPDETTTTSVISMRSPGSLQYQPAT (ldentidade da Seqiiéncia No.: 16)

Sequéncia de DNA

Identidade da SeqiiénciaNo.: 13 - ACCTGCCTCCCATTCGCACTA

>MT0910.2
i{TGTCOGCGCCACCCGCI‘CAAGCGCCGGTATGTGGCGCC’IT GGCGGCTAGGCCAACCGCC
CCCGGCAACGCCAGCTGCACACGCCCAGCGAAGCGCGATTGTCGGTACGGGTCGCGCTGC

G CC _ CT I TCG! CTAGCAAAAGACTGTCGACAAGCGAGCAGICGACTTCAG
GCCGCGACCGAACCCGACGAGACGACAACAACATCTGTCATCICAATGCGCTCACCAGGA
TCGCTACAATATCAGCCAGCTACATGA (ldentidade da Segqiiéncia No.: 15)

Fig. 1D
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Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqiiéncia No.: 18 - TTMPLFAD

>Mb1654c
MPEVTREEPAIDGWFTTDKAGNPHLLGGKCPQCGTYVFPPRADNCPNPACGSDTLESVGL
STRGKLWSYTENRY APPPPYPAPDPFEPFAVAAVELADEGLIVLGKVVDGTLAADLKVGM

EMELTTMPLFADDDGVQRIVYAWRIPSRAGDDAERSDAFERRR .
{ldentidade da Seqiiéncia No.: 20)

Sequéncia de DNA

Identidade da Seqliéncia No.: 17 - ACGACCATGCCGCTGTTCGCCGAC

>Mb1654¢c
GTGCCAGAGGTCACCCOTGAAGAACCGGCAATCGATGGATGGTTCACCACCGATAAGGCC
GGCAACCCGCATCTGCTCGGCGGCAAGTGTCCCCAGTGCGGCACGTACGTCTTCCCACCC
CGGGCGGACAATTGTCCGAATCCGGCTTGCGGCAGCGACACACTAGAGTCGGTCGGACTG
TCGACCCGCGGAAAGCTTTGGAGCTACACCGAAAACCGGTACGCCCCGCCACCGCCOGTAC
CCAGCACCCAACCCCTTTGAGCCGTTTGCLGLGGCCGCGGTOGAACTGGCCGACGAGGGA
CTGATCGTGCTGGGCAAAGTGGTCGATGGCACGCTGGCCGCCGATCTGAAGGTCGGCATG
GAGATGGAGCTGACGACCATGCCGCTGTICGCCGACGACGACGGTGTGCAGCGCATCATC
TACGCGTGGCGGATCCCATCGCGCGOCGGCGACGATGCAGAGCGCAGCGATGCTGAGGAG
CGGCGCCGATGA (dentidade da Seqiiéncia No.: 19)

Fig. 1E
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Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqiiéncia No.: 22 - VLVALAALGTQPWQDFAEQE TAGLAIILDNVTHGEWAS TILAAGAVY

>Mb2347¢
MPTTSMSLREBLMLRRRPVSGAPVASGASGNLKRSFGTFQLTMFGVGATIGTGIFFVLAQA
VPEAGPGVIVSFIIAGIAAGLAAICYAELASAVPISGSAYSYAYTTLGRAVAMVVAACLL
LEYGVATAAVAVGWSGY VYNKLLSNLFGFQMPHVLSAAPWDTHPGWVNLPAVILIGLCALL
LIRGASESARVNAIMVLIKLGVLGMEMITAFSAYSADHLKDFVPFGVAGIGSAAGTIFES
YIGLDAVSTAGDEVKDPQKTMPRALIAALVVVTGVYVLVALAALGTOPWODFAEQETAGLATY
LDNVIHGEWASTILAAGAYVSIFTVILVIMYGQTRILFAMGRDGLLPARFAKVNPRTMTPVHNT
VIVAIFASTLAAFIPLDSLADMVSIGTLTAFSVVAVGVIVLRVREPDLPRGFK.

VPGYPVIPVLSVLACGYILASLHWYTWLAFSGWVAVAVIFYLMWGRHHSALNERVP
{(Identidade da Seqiiéncia No.: 24)

| Sequéncia de DNA

Identidade da Sequiéncia No.: 21 -
GTGCTGGTCGCACTGGCCGCGCTGGGCACCCAACCGTGGCAGGACTI'CGCAGAGCAGG

AAACCGCCGGGCTGGCCATCATCTTGGACAACGTCACGCATGGCGAATGGGCCAGCAC
GATTCTGGCCGCCGGTGCGGTGGTC

>Mb2347¢c
TIGCCGACAACGTCGATGAGCCTTCGAGAACTGATGCTGCGGCGCCGCCCGGTGAGCGGC
GCCCCGGTCGCATCCOGGGCATCGGGGAACCTCAAGCGGAGTTTOGGCACCTTCCAGCTG
ACCATGTTCGGGGTTGGCGCGACGATAGGTACCGGCATCTTTTITCGTGCTTGCCCAGGCA
GTTCCAGAGGCCGGCCCGGGCGTGATTGTTTCGITCATCATCGCCGGCATCOCCGCTGGS
CTCGCGGCTATCTGCT ACGCGGAACTG(JC’ITCCGCCGTGCOGATITCCGGGTOGGCGTAC
TCCTACGCGTACACQACGCTGGGCGAGGCGGTCCGCOATCGTGOTGGCGGCCTOCCTACTG
CTGGAATACGGGGTAGCCACCGCAGCGGTCGCGGTCGGCTGOAGTGCCTACGTGAACAAG
CTGCTGAGTAATCTGTTCGGATITCAGATGCCGCACGTATTGTCGGCGGCGCCGTGGGAC
ACCCATCCCGGTTGGGTGAACCTGCCCGCCGTCATCCIGATCGGOCTATGCGCGCTGCIG
TTGATTCGAGGGGCCAGCGAGTCGGCGAGGGTCAACGCGATCATOGTGCTGATCAAGCTC
GGCGTGCTGGGCATGTTCATGATCATCGCGTTCAGCGCGTACAGCGCCGACCACCTCAAG
GATTTCGTCCCATTCGGCGTOGCCGGCATCGGCTCCGCGGCGGGCACGATCTICTICICA
TACATCGGCOCTTGACGCGGTGTCGACCGCCGGCGACGAGGTGAAGGACCCGCAGAAGATC
ATGCCGCGTGCGCT! GATCGCAGCGCTGGTGGTCGTCACCGGTGTCT ACWA
CTGG CGCTGGGCACCCAACCG rCAS AGAGCAGGAAACCCGCCGGGC
GGC‘CA CAT AC, CGTCA CCA AA GG(’("CA CACG TCGCCGCC
GCTCCGGTGCTCTCGATTTTCACCGTCACGCTGGTCACCATGTACGGCCAGACCCGGATCCT
GTTCGCGATGGGACGCCACGGGCTACTGCCGGCGCOOTTCGOGAAGGTGAATCCGCGCACC
ATGACGCCGGTGCACAACACGGTGATCGTCGCGATCTTICGCATCGACGCTGGCCGCCTTIC
ATACCGCTGGATAGCTTGGCGGACATGGTGTCCATCGGCACGCTCACCGCGTTCAGCGTG
GTGGCTGTGGGTGTGATOGTTCTACGGGTGCGCGAGCCCGACTTACCCCGAGGGTTCAAG
GTACCCGGTTACCCTGTGACGCCTGTTCTTTCGGTGCTGGCCTGOGGGTATATCCTGGCC
AGCTTGCACTGGTACACCTGGCTGGCGTTCAGCGGATGGGTGGCGGTGGCAGTGATCTTT
TACCTGATGTGGGGTCGGCACCACAGTGCGCTCAACGAGGAAGTGCCGTGA

(identidade da Seqiiéncia No.: 23)

Fig. 1F
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Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqtiéncia No.: 26 - CAVWLATMPPLLSAIANA

>MT1515
MTLTACEVTAARAPFDRVSKTIPHPLSWGAALWSVVSVRWATVALLIFLAGLVAQLNGAP
EAMWW’I‘LYLACYLA(‘GWGSAWAGAQALRNKALDVDILMAAAVGAVAIGQIFDGALLIVI
FATSGALDDIATRHTARSVKGLLDLAPDQAVVVQGDGSERVVAASELVVGDRVVVRIGDR
IPADGAVLSGASDVDQRSITGESMPVAKARGDEVFAGTVNGSGVLHLVVTRDPSQTVVAR
IVELVADASATKAK TQLFIERIEQRYSLGMVAATLALIVIPLMFGADLRPVLLRAMTFMI
VASPCAVVLATMPPLIL SATANAGRHGVLVKSAVVVERLADTSIVALDKTGTLTRGIPRLA.
SVAPLDPN’VVDARRLLQLAAAAEQSSEHPLGRAIVABARRRGIAIPPAKDFRAVPGCGVH
ALVGNDFVEIASPQSYRGAPLAELAPLLSAGATAAIVLLDGVAIGVLGLTDQLRPDAVES
VAAMAALTAAPPVLLTGDNGRAAWRVARNAGITDVRAALLPEQKVEVVRNLQAGGHQVLL
VGODGVNDAPAMAAARAAVAMGAGADLTLQTADGVTIRDBLHTIFTAGLARQARRVVIVN

LAIAATFIAVLVLWDLFGQLPLPLGVVGHEGSTVLVALNGMRLLTNRSWRAAASAAR
(Identidade da Seqiiéncia No.: 28)

Sequéncia de DNA

ldentidade da Seqtiéncia No.: 25 -
T%ﬁ;;:(gGTGGTGCTGGCCACCATGCCGCCGCTGCTITCGGCGATCGCCAACGCA

> 1
ATGACCTTGACCGCTTGTGAAGTAACTGCCGCGGAGGCTCCITICGACCGCGTTTCAAAG
ACCATTCCCCACCCATTGAGCTGGGGAGCCGCGCTGTGGTCGGTAGTCTCCGTGCGCTGG
GCCACCGTGGCGCTGCTGCTGTTTCTCGCOGGACTAGTGGCGCAACTGAACGGTGCTCCC
GAGGCCATGTGGTGGACGCTTITACCTGGCCTIGTTATCTGGCCGGCGGCTGGGGCTCGGCA
TGGGCGGGCGCACAAGCGTTGCGOAACAAGGCACTTGATGTGGATCTGCTGATGATTIGCC
GCGGCGGTCOGAGCGOTCGCGATTGGGCAGATCTTCGACGGCGCGCTOGCTGATCGTGATC
TICGCCACGTCCGGTGCUECTGGATGACATTGCCACCAGACACACCGCGGAATCGGTCAAA
GGCCTGCTGGACCTCGCGCCGGATCAGGCGGTGGTGGTCCAGUGCGACGGCAGCGAACGG
CTGGTGGCGOCCAGCGAGCTGGTGGTGGGGGACCGGGTGGTGGTGCGGCCGGGGGACCGG
ATACCCGCAGACGGTGCGGTGCTGTCGGGGGCTAGCGACGTCGACCAACGCTCOATCACC
GOTGAATCGATGCOGGTGACCAAGGOCOGCGGTGACGAGGTGTTCGCCGGCACCGTGAAC
GGATCGGGTGTATTGCATCTGGTGGTCACCCGTGACCCGAGCCAGACCGTGGTAGCOCGC
ATCGTCGAACTGGTCGCCGACGCTTCGGCGACGAAGGCCAAAACCCAACTGTITCATIGAG
AAAATCGAGCAACGCTACTCCCTGGGCATGGTCGCGGCCACCCTTGCCCTCATCGTTATT
CCGC’I‘GATGTTCGGCGCCGACCTGCGGCCGGTGW(:CTGCGCGCCATGACCTI‘CATGATC

»CTGGL
____C_QQ_:}_GGCOG'[CA I‘GGGGTGCI‘ GGTCAAATCCGCGGTGGTCGTCGAACGCCI GGCCGAT
ACCAGCATCGTCGCTTTGGACAAGACCGGTACGCTGACCCGTGGCATCCCGCGACTGGCY
TCCATCGCACCGCTGOACCCCAACGTGGTCGATGCCCAGGCGATTGTIGCAATTGGCAGCT
GCCGCAGAACAATCCAGCGAGCACCCGCTTGGCCGGACGATCGTCGCGGAAGCTCGTCGG
CGTGGTATCGCCATACCGCCCGCCAAGGACTTICCGCGCOGTCCCGGGCTGCGGGGTCCAC
GCCCTGGTGGCCAACCATTTCGTCGAGATCGCCAGCCCACAAAGCTACCGCGGTGCACCG
CTAGCAGAGCTGOCACCGCTCCTTICTGCCGGCGCCACTGCCGCCATCGTCTTGTIGRGAT
GGAGTTGCCATCGGTGTGCTCGGGCTCACCGATCAGCTTCGTCCGGATGCCGTGGAGTCC
GTCGCGGCOATGGCTGCATTGACCGCCGCACCACCGGTGCTGCTCACGGGTGACAACGGG
CGAGCGACTTGGCGGGTCOCTCGGAACGCCCGGGATCACCGATGTGCGAGCCGCATTIGCTG
CCCGAGCAGAAGGTTGAAGTCGTGCGCAACCTGCAGGCCGOTGGTCACCAGGTGCTIGCTIC
GTCGGCGACGGCGTCAACGACGCTCCCGCCATGGCLBLCGCCCGCGCLACTOT CGCCATG
GGCGCCGGCGCCGATCTGACCCTACAGACCGCAGACGGGGTGACCATACGGGACGAACTG
CACACCATCCCGACGATCATCGGCTTGGCACGGCAGGCGOGCTGGGTGGTCACCGTCAAC
CTGGCCATCGCGGCCACCTICATCGCCGTCCTGGTGCTGTGGGACCTTITITGGGCAGCTG
CCGCTGCCACTGGG TG TGGTGGGTCACGAAGGGTCCACTOTOCTGGTGGCCCTCAACGGT
ATGCGGCTATTGACCAACCGGTCOTGGCGGGCCGCGGCTTCAGCTGCGCGTTAG
{Identidade da Seqiiéncia No.: 27)
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tdentidade da Al =
Segiiéncie No. Sequéncia Anotagdo do TIGR Bwiss-Prot Nimero da Proteina
2 DUYVGAPAH (9mwer) MTO401 pas1e7  5-Fosforribosilglicinamida transformilase 2
(1 LAAVVOVYVLAQYL (13mor} MU0 [+7iiy24) Provével transportador ABC de proteina transmembrana
de transporte de ghtamina
HJ RSOUAATPVR {9mer) MT2160.1 QIG5  Proteina hipotética
14 TCLPFAL (et MTO9102  QBVKGS Proteina hipotética
18 TTMPLFAD (8mee) Mbl165dc QIIXs  Proteina hipotética
» VLVALAALGTOQPWQNFABORTAGLANLDNY - Mb23d2e QEIYUD  Provével proteina ROCE de membrana integral de
THOBWASTILAAGA VY (47msr) transporte de aminoécidos catidnicos
26 CAVVLATMPPLLEALANA finer) Mbis0d £5318)  Provével ATPase D do tipo de transporte de cétions

Fig. 1H
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Seqiiéncias de proteina e de DNA do peptideo de TB encontrado na urina de paciente com TB:

Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqtiéncia No.: 30 - MVIELMRR

>MT1721

MUTIEIMERVVGLAQGATAEVAVYGDRDRDLASRWCANTGNT LVRADVDQTGVGTLVVRR
GHPPDPASVLEPDRLPGVRLWLYTNFHCNLCCDYCCVSSSPSTPHRELGAERIGRIVGEA
ARWCVRELFLTGGEPFLLPDIDTIIATCVKQLPTTVLTNGMVEKGRGRRALESLPRGLAL
QISLDSATPELADAHRGAGTWVKAVAGIRLALSLCFRVRVAATVASPFAPGELTAFEDYLD
GLGIAPGDQLVRPIALEGAASQGVALTRESLYPEVTVTADGVYWHRPVAATDERALVIRTV
EPLTPALDMVSRLFARQWTRRAAZEAALYECR (Identidade da Seqiiéncia No.: 32)

equéncia do DNA

] S | |

Identidade da Sequiéncia No.: 29 - ATGGTGATCATAGAGCTGATGCGCCGG

SMTL1721

ATGGTCATCATAGAGCTGATECCCCEECTCCTAGGTCTCGCACAGGGAGCTACCGCCGAG
GTCGCCGTCTATGECEBACCGAGATCGTGATCTCGCGGAGCGAT GGT GCECEGARCACCGEA
ARCACCCTGEGTGCGCGCCEACETEGACCAGACCEGCETCGECACCCTGGIGETECECCEC
GGCCATCCBCCTEACCCGGCAAGCGTRTTGEGCCCCGACCEGCTACCCGEGGTCCEEYTG
TGGCTGTACACCARCTTCCACTGCARCCTGTGCTGCGRACTACTGCTGCETCTCEICETICA
CCARGCACCCCECATCGCGARCTGGGCECGGAGCGGATCEGCCGAATCETCGGTGRARGTG
GCGCECTGGEEAGTGERCEARCTGTTCCTCACCEGCEETGAGCCGTICCTGCTGCCCGAL
ATCGACACGATCATCGCGRACCTETGTGARGCAGTTGCCCACCACCETCCTCACCAACGRL
ATGETGTTCARAGGECGEGETCEECCELECECTGEAATCCCTACCTAGAGGGCTCGCCTTG
CAGATCAGCCTGGACTCEECCACCCCEERAGCTGCACGATGCGCACCGCGELGCEGEEALG
TGGGTCARGECAGTAGCTGETATCCGGTTGGCECTCTCACTTGGUTTCCGGETGCGGRTG
GCCECEACGETTECCAGCCCCECNCCTECCEAGCTGACGECETTICACGRCTTCCTICEAL
GGGCTTGGCATCGCACCCEGEEATCAGCTCETCCGGCCCATCECECTGEAGGECECCELE
TCGCRAGGGGTGRCGCTCACCCOCGRATCGCTGGTTCCCGAGGTGACCETCACCGCCGAC
GBCETETACTGECACCCAGTEGCCECCACCGACGAGCECECCCTGGTCACCCETACCGTC
GARCCCTTGACCCCGGCGCTGCACATGECTARGCCGGCTAT TCGCCEAACAGTGGACATGA,
GCCGECCGARGREGCCECGTTGTTCCCGTGTGCGTAG (Identidade da Seqiiéncia No.: 31)

Fig.2
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M. aiberculosis (107 CRULv.) ——o» —ﬁ

{
14 dias

A
Remover o baco, plaguear as células em placas de
Petri e incubar durante 2 horas a 37°C
Descartar as células ndo aderentes

J
Remaver as células aderentes e peletizé-las por centrifugagao

Pelota de células (5 x 10°celulas) + tampao de lise (50 mL)
(rotag&o durante a noite a 4°C)

4
Centrifugar a 3.000 rpm

4
Sobrenadante

Centrifugar a 20.000 g 60 min a 4°C
v
Sobrenadante
{
Coluna com Anti-K/D® -Proteina G Sepharose (~3mL)

¥
Vazio inicial (0,3 mL/min) seguida pela reciclagem durante a noite a 1 mL/min

4

Lavar com tampao de lise (~50 mL)
Lavar com ~50 mL de P%S/detergente CHAPS
Eluir com &cido acético a 1 M/NaCl a 0,2%
Coletar as amostras (~1 mL) e ler a DO em 280 nm

Misturar as amostras com DO 2 0,1

<+
Adicionar 4cido acético até 25 M

4
Centrifugar em Centricon 10

Submetar a amostra de MW inferior ao speed vac

{
HPLC
4
Espectrometira de massa com ionizag&o par eletrospray

<+
Seqiéncia do peptideo

Fig. 3
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Almofada absorvente
para aremogéao do
. excesso de fluido

I

e

' Bloco de amostra para :
tamponar a amostra de urina

-f

Membrana para a captura
em tirade mAb #2
especifico para Mtb {linha 1)
e proteina A (linha 2)
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Peptideos de Mycobacterium tuberculosis encontrado na urina de pacientes com
tuberculose pulmonar

ldentidade da

Seqq,éncia No.

Peptideo Proteina doadora de
M. tuberculosis

34

38

42

46

RATADQIGTQTTQIAAIK. A Homosserina

O-acetiltransferase

R.TAEERANAVRGRADSLR.R Proteina smc de partigdo
de cromatografia

RILHAQKALLVWLLER.S Omitina carbamoiltransferase

RWTDETFGDIGGAGGGVSGHR.G  Fosfoadenosina fosfossulfato
redutase

Fig. 5
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Proteina: Homosserina O-acetiltransferase

Peptideo: RATADQIGTQTTQIAAIK.A (ldentidade da

Seqliéncia No.: 34)

| Anotacao do TIGR para MT3444

|
!

A O 1o P o S P S WA & N S 7 8 e W s €1 14 53 A it et LA 8 MY A 5

| Nome do l6cus de TIGR: |MT3444

S aar |

i Nome do locus prlmano renhum

e O g

§ SWISS-PROTITrEI‘igL 053391

PICCWINN - ova e Koo v PR

[ Suposta identificagdo: |homosserina O-acetiltransferase

I SI;;;;lg gemco lmetA

EFungao(oes] Celular(es) do TIGR: ‘ blossmtese de ammoaados familia do aspartato

e B

S ————— e A 1 e b,

Coordenadas: r 725096 ate 3726235

e AR o 8 gy S e,

{Nome da molécula de DNA: !CDC1551 de M tuberculosns cromossomlca

i oo i By KT SN s € e e g g1 10

{ Comprlmento do gehe" 11140

]
OO

R s 5 o T < I DON WD e B

§Compnmento da proteina 1379

A i e A Y 0 SOk

1 Peso molecular: 139‘7»98“'68 -

pl: [5,3912

H
i Po:centagem de GC: §—-§,31%
% # de Licenga da Enzima: (2.3.1.31

£ - e Y Y SO Bl s Ve A £ 73 o el e S AR A g B Mt L res B

Relno iBacteria

.
L

Famllla ]Actmobactena

Fig. 6A
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Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqliéncia No.: 34 - RAT. ADQIGTQﬁQIAAIKA
SMT3444

MTISDVPTQTLPAEGEIGLIDVGSLQLESGAVIDDVCIAVQRWGKLSPARDNVVVVLHAL
TGDSHITGPAGPGHPTPGWWDGVAGPSAPIDTTRWCAVA&NVLGGCRGSTGPSSLARDGK
PWGSRFPLISIRDQVQADVAALAALGITEVAAVVGGSMGGARALEWVVGYPDRVRAGLLL
AVGAE&Q&QQ;ESQQZQ;&Q;EQDPDWQSGD¥85$GRAPDAGLRLARREAHLTYRGEIEL
DTRFANHNQGNEDPTAGGRYAVQSYLEHQGDKLLSRFDAGSYVILTEALNSHDVGRGRGG
VSAALRACDVPVVVGEITSDRLY PLRLOOELADLLPGCAGLRVVES VYGHNGFLVETEAV
GELIRQTLGLADREGACRR (ldentidade da Seqaéncia No.: 36)

Identidade da Seqtiéncia No.: 33 -
CGTGCCACCGCAGACCAGATCGGCACGCAGACAACGCAAATCGCGGCE
ATCAAAGCC

SMT3444

RTGACGATCTCCGATGTACCCACCCAGACGCTGCCCGCCGAAGGCGAAAECGGCCTGATA
GACGTCGGCTCGCTGCBACTGGAAAGCGGGGCGGTGATCGECGETGTCTGTAICGCCGTG
CAACGCTGGGGCAAATTGTCGCCCGCACGGGACAASGTGGTGGTGGTCTTGCAQGCGCTC
RCCGGCGACTCGCAQATCRCTGGACCCGCCGGACCCGGCCACCCCRECCCCGGCTGGTGG
GACGGGGTGGCCGGGCCGAGTGCGCCGATTGACACCACCCGCTGGTSCGCGGTAGCTBCC
AATGTGCTCGGCGGCTGCCGCGGCTCCACCGGGCCCAGCTCGCTTGCCCGCGRCGGAAAG
CCTTGGGGCTCAAGA?TTCCGCTGATCTCGATACGTGRGCAGGTGCAGGCGGACGTCGCG
GCGC?GGCCGCGCTGGGCATCACCGAGGTCGCCGCCGTCGTCGGCGGCTCCATGGGCGGC
GCCCGGECCCTGEARTGGATCETCGGCTACCCGEATCGEETCCGAGCCEERTTGCTGCTE

GCGGTCGGTGCGCGEGCC&CCBCA@BCGAGATCGGCACGCAGACAACGCAAATCGCGGCC
B&C&AAGCCGACCCGGACTGGCAGAECGGCGACTACCACGAGACGGGG&GGGCACCAGAC
GCCGGGCTGCGRCTCGCCCGCCGCTTCGCGCACCTCACCTACCGCGGCGAGATCGAGCTC
GACACCCGGTTCGCCAACCACARCCAGGGCAAC@AGGATCC@ACGGCCGGCGGGCGCTAC
GCGGTECARAGTTATCIGEARCACCARGGAGACARACTGTTATCCCEETTCGRACECCEEC
AGCTACGTGATTCTCACCGAGGCECTCARCAGCCACGACGTCERTCECEGCCACEECEEE
GTCTCCGCGGCTCTGCGCGCCTGCCCGGTGCCGGTGGTGGTGGGCGGCATCACCTCCGBC
CGGCTCTACCCSCTGCGCCTGCAQCAGGAGCTGGCCGACCTGCTGCCGGGCTGCGCCGGG
CTGCGAGTCGTCGAGTCGGTCTACGGRCACGACGGCTTCCTGGTGGABACCGAGGCCGTG
GGCGAATTGATCCGCCAGACACTGGGATTGGCTGATCGTGAAGGCGCGTGTCGGCGGTGA
(Identidade da Seqiéncia No.: 35)

Fig. 6B
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Proteina: Proteina smc de particao de cromossomo

Peptideo: R TAEERANAVRGRADSLR R (Identidade de Sequéncia No.: 38)

| Anotacéo do TIGR para MT2990

[ Nome do lécus de TIGR: |MT2990 I a
[ ‘Nome dolocus primario: [nenhum o
! SWISS—PRGTITrEﬁgt. {m 0970

i Suposta identificagéo: |suposta proteina SMC de segregacéo cromossomica
(I;z;;;o(:e_s)(:t;lul::(es;doTIa;i Procéssos celulares; Divisé;_celular

[ Coordenadas: .!3232127 até 3228510

!-r:lo;; :;;;iéy;::l—a de DNA:{CDC1551 de M. tuberculgs};s cromossérhica

[ Comprimé;to do gene: 1561 8 B T

lygz;;prifnénto da proteina: f1205 -
r” w;’—t;so moI;:ular: §13065i 03 T

' Porcentagem de GC ?1367, 28%

| Reino: |Bacteria

[T 777 Tramiia |Actinobacteria

FIG.7A
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Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqtiéncia No.: 38 - RTAEERANABRGRADSLRR

>MT2990
MYLKSLTLKGFKSFAAPTTLRFEPGITAVVGPNGSGKSNVVDALAWVMGEQGAKTLRGEK
MEDVIFAGTSSRAPLGRAEVTVSIDNSDNALPIEYTEVSITRRMFRDGASEYEINGSSCR
LMDVQELLSDSGIGRENMHVIVGRGKLEEILQSRPEDRRAFIEEAAGVLKHRKRKERALRK
LDTMRANLARLTDLTTELRRQLKPLGROAEARQRAAATOADLRDARLRLARDDLVSRRAE
REAVFQREARMRREHDEARARTAVASEELARKESAVAELSTRAESIQHTWFGLSALAERV
DATVRIASERAHHLDIEPVAVSDTDPRKPEELERERQQVAVAEQQLLAELDAARARLDAR
RAELADRERRAAEADRAHLAAVREEADRREGLARLAGOVETMRARVESIDESVARLSERI
EDAAMRAQQTRAEFETVQGRIGELDQGEVGLDEHHERTVAALRLADERVAELQSAERAAE
ROVASLRARIDALAVGLORKDGRAWLAHNRSGAGLFGSIAQLVKVRSGYEAALAARLGPA
ADALAVDGLIBAGSAVSALKOADGGRAVLVLSDWPAPQRPQSASGEMLPSGAQWALDLVE
SPPQLVGAMIAMLSGVAVVNDLTEAMGLVEIRPELRAVTVOGDLVGAGHVSGGSDRKLST
LEVTSEIDKARSELAAAEALAAQLNAALAGALTEQSARQDAARQALARINESDTAISAMY
EQLGRLGQEARAAEREWNRLLOORTEQRAVRTOTLDDVIQLETQLRKAQETQRVQVAQPT
DROAISAAADRARGVEVERRLAVRTAEERANAVRGRADSLRRAANNEREARVRAQORRAA
RLHAAAVARAVADCGRULLAGRLERAVDGASQLRDASARQRQORLARMARVRDEVNTLSAR
VGELTDSLHRDELANAQAALRIEQLEQOMVLEQFGMAPADLITEYGPHVALPPTELEMAEF
EOARERGEQVIAPAPMPEDRVIQERRAKRAERAIARTLGRVNPLALERFAALEERYNFLET
QLEDVKBARKDLLGVVADYDARILQVENDAFVDVEREFRGVFTALF PGGEGRLRLTEPDD
MLTTGIEVEARPPGKKITRLSLLSGGEKALTAVAMLVAIFRARPSPEFYIMDEVEARLDDV
NLRRLLSLFEOLREQSOIT I ITHOKPTMEVADALYGVIMONDGITAV ISQRMRGQOVDOL
VINSS (Identidade da Seqiéncia No.: 40)

| N
Sequéncia de DNA

Identidade da Sequéncia No.:
CGCACCGCCGAGGAACGCGCCAACGCGGTTCGCGGGLGEGCCGATTCGET
GCGCCET

>MT2990
GTGTACCTCARGAGTCTCACGTTGAAGGGCTTCARGTCCTTCECCGCGCCGACGACTTTA
CGCTTCGAGCCEEGCATTACGECLGTCGTTGGECCCARCGECTCCGGCARRTCCAATGTG
GTCEATGCCCTGGCETGEETGATGEEGEAGCAGGGGECARAGACGCTECECGGCGGCAAG
ATGGAAGACGTCATCTICGCCGECACCTCGTCGLETECGCCELTECECCECECCGRAGTT
ACCGTTAGCATCGRACARCTCCGACRACGCACTGCCTATCGRATACACCGRGGTGTCGATC
ACCCEAAGANT GTTTCGCEACGETECCAGCGAATACGAARTCAACGGCACCAGTTECCGT
TTGATEGATGTCCAGGACTTCCTGAGCGACTCCAGGCATCGGCCGTGAGATGCATCTIGATT
GTTGGECAAGGEARGCTCGAGGACATCTTGCAGTCGCEGCCTGAGGRTCEECGRGCGTTC
ATCGAGGARGCCGCCEETETCCTCAAGCATCECARGCECAAGGARAARAGCTCTGCGCARA
CTCGACACGATGGCBGCGAACCTEECCCEECTCACCGRTCTGRCCACCGAGCTCCGGLET
CAACTCRAACCGCTGEGCCEGCAGGCCGAGGCEECCCAGCETGCCGCEGECCATCCARGCC
GATCTGCGCGACGCCCEGCTGCGCCTGECGGCCCACCACTTEGTARGCCECAGAGCCGAR
CGGERAGCEETCTTTCAGCGCCEAGECTGCEATGCGCCGCGAGCATGACGAGGCCGCCGCC
CGGCTGECEGTGGECATCCGAGEALCTEGCCECECATEAGTCCECGETCGCCGRACTCICG
ACGCGGGUCEAGTCGATCCAGCACACTTGGTTCEEECTGTCTGCGCTGEGCCGARCGGGTG
GACGCTACGGTGCGCATCGCCAGCGAACGCGCCCATCATCTCGATATCGAGCCGGTAGCG

FIG. 7B
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GTCRGCGACACCGACCCCAGARAGCCCGAGGAGCTAGRAGCCGAGGCCCAGCAGRTGGCC
GTCGCCGAGCAACAACT GTTAGCGGRAGCTGGACGCEGCGCGTGCCCGACTCCATGCIGEE
CGTGCAGAGCTGGCCGACCEGEAGCECCGCECCGCCGAGGCCGACCGGGCACACCTGRCE
GCGGTCCGGCAGGAGGCGEACCGCCETGAGEGACTGGCGCEGCTEGCTGGCCAGETCOAG
ACCATGCGGGECECETGTCGARTCGATCGATGAGAGCGTGGCACGGTTCTCCCAGCEGATC
GAGGATGCCGCAATGCGCGCCCAGCAGACCCGAGCCEAGT TCGAARCCETGCRGBGCCGE
ATCGCTGARCTGEATCAAGGCGAGGTCGGCCTGEATGAGCACCACGAGCGTACTETGRCC
GCGTTGCCETTEECCEACGAACGCETCGCCGAGCTGCRATCCGCCGARCGCGLCECCGRAAR
CGCCAGGTEECATCECTACGEGCTCECATCEATGCGCTCGCAGTGGGGCTACRGCGCAAG
GACGGCLCCECGTCECTGGCECACARTCGCAGTEECGCAGGECTITTCEETTCGATCECC
CARTTGCTCARGGTACKTTCCGGCTATCAAGCGETACTCECCECEELGLTCEGECCGREE
GCCGACGCACTTGLGGTGGRACGGCCTCACTGCCAGCECEETAGTGCCETCAGCGCACT ARA
CRAGCCGACGGCGGTCECECEETCCTCETGCTEAGTBACTGGCCGGCCCCGECAAGCLCCL
CRATCCGCCTCRGGGEAGATGCTGCCTAGCGGCECCCAGTGEECCCTAGRCCTGETCGAG
TCTCCACCGCAGTTGGTTGECGCEAT GATCGCCATCCT T TCGERTETCECGETEGTCANC
GACCTGACTGAGGCAATGGGCCTGCICGAGAT TCETCCGGAGCTACGCECEETCACCETT
GACGETGATCTGGTGGGCECCGECTEEETCAGCEELEGEATCEGALCCECAAGCTGTCCACC
TTGCAGGTCACCTCCGAGATCGACRRAGGCCAGGAGTBAGCTEECCGCTGCCGAGECECTE
GCGGCECAATTERATGLGGCCLTGECCEETECECTGACCGAGTAGTCCGCCCRCCAGGAC
GCGGCCGAGCAAGCCTTGGCCECECTTRACGARTCCGACACGECCATCTCGCCGATGTAC
GAGCAGCTGEECCECCTCEEECAGERAGECCCECECEGCEEARGARGAGTGGARCCRETTG
CIGCAGCAGCGTACGGRACAGGAAGCLGTGCGCACACAGACTCTCGACGACGTCATACAA
CTIGAGRCCUAGCTECCTAAGGCCTAGBAGACCCAALGEGTGLAGGTGGCCCRACCEATC
GRCCGCCAGGLGATCRETGCCECTEUCCATCBCGCCCECEET T CGAAGTGEARGCCCGE
CTG&”GGTGCGGACCGCCG&SGAACGCGCCARQGCGGTTCGCGGGCGGGCCGATTCGCTG
CGCCGTGCGGCAGCGGCGGAACGTGAGGCGCGGGWGCGGGCTCAGCAA CACGCECCGCA
AGACTGCATGCGGCCGCGGTGGCuGCAGCGGTCGCCGACTGCGGACGGClGCTGGCCGGG
CGEITGCACCGERECEETGGACEEEECETCEUARCTGUECEACCCETCEGCCGCGCARLGT
CRECAGCEETTAGCGECOATGGCCEUBGTGCECCACGAGETGANCACGUTGAGCECCCGA
GTGEGEGEAACTCACCGATTCGCTECACCGCGACCASCTEGCTARCGCECAGGCGGLGETS
CGTATCGAGCAGCTTGAGCAGATCETGCTAGAGCAGTTCGEARTGGCECCGGCCGACTTE
ATCACCGAATACGGTCCACATGT GGCGUTACCACCEACCGAGCTCGAGATGECTGAGTTC
GAGCAAGLCCECGAACGCGGCONECAGGTGATTGCECCCECCCCCATECCETTCGALTGE
GITACCCAGGRGCGUCGHECCARACELGCCGRAGCETGLECTTECCEACTTCEECAGGETC

(AN e, i
ARCCCECTEECECTCERRGAR T T ECTECO IS EASEACCOCTACAATTTCCTETICCAST

CAACTCGAGGATSTCARGGCTGCCCGCARGEGATCTECTEGGCETCETCGCCGATGTTGAL
GCCCGCATCCTGCAGGTCTTCARTCACGCGTTCGTAGACGTGCARCGCGAATTTCGCGGC
GIETTCACCGCATTGTTCCCOBET GG TEAAGGACGGCTECOGECTCACTGEAGCCLGACGAC
AZGCTCACCACCGGCATCGAGGETCGAAGCCCGCCCECLGERCARGRAGATTACCCCACTG
TCITTGCTCTCCGGTRECGAGAAGECECTEGACCECEETEECEATEE T GETCECCATCTTT
CGTGCCCETCCATCEGCCGTTCTACATCATGEACGAGETCGAGGCCECCCTCGACGACETS
BACCTGCGCCGACTGCTCAGCCTGTTCEAACAGCTEGCGAGAGCAGTCGCAGATCATCATT
ATCACCCACCAGAAGCCGACGATGGRAGETCGCGGACGCACTGTACGGCGTAACCATGCAG
ARCGACGGCATCACCGCEETCATCTCECAGCGCATGCGCEETCAGCAGE TGGATCAGLTS
GTTACCAATTCCTCGTAG (dentidade da Seqiiéncia No.: 39)

FIG. 7C
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Proteina; Ornitina carbamoiltransferase

Peptideo: RLHAQKALLVWLLER.S (Identidade de Sequéncia No.: 42)

"
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v v e —" o M S— o ol 0 K G2
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i Nome do lécus prlmarlo }nenhum

i’svv:ss-momrewisl.

AC: P94991

o S fp—

l Suposta identificagdo: | ornitina carbamoiltransferase
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H Coordenadas 1860829 até 1861752
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Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqtiéncia No.: 42 - RLHAQKALLVWLLERS

>MT1694
MIRHFLRDDDLSPARQAEVLELAAELKKDPVSRRPLQGPRGVAVIFDKNSTRTRFSFELG
TAQLGGHAVVVDSGSTQLGRDETLODTAKVLSRYVDATVWREFGOERLDAMASVATVPVI
NALSDEFHPCOVLADLOT IAERKGALRGLRLSY FGDGANNMANST.LLGGYTAGIRVTVAA
PEGFLPDPSVRAAAERRAQDTGASVTVTADARAARAGADVLVTDTWT SMGQENDGLDRVK
PFRPFOLNSRLLALADSDAIVLHCLPAHRGDEITDAVMDGPASAVWDEAENRLHAOKALL
VWLLERS (Identidade da Segléncia No.: 44)

Sequéncia de DNA

Identidade da Sequéncia No.: 41 -
CTGCACGCGCAGAAGGCGCTGCTGCTCGTCGCGCTCCTCCGAGCGCTCATGA

SMT16%4
GIGATCAGGCATTTCCTGCGCGACGACCATCTETCCCCGGCCGAACAGECCEARGTECTC
GAGCTCECGGCCRAGCTGARGAARGACCLCGETTAGCCETCEGTCCCCIGCRAGEECCGTGC
GGGGTGECEETCATCTTCGACARAGARACTCCACCCGCACCCGGTTCTCCTTCGAGCTEEGEC
ATCGCGCAGCTGGGRCEEGCATGCCGTCETCETCGACAGCGECACCACCCAGCTEGGLTEC
GRCGARACCCTGCAGGRCACCECARAGCGTGTTGICCCGCTACGTICGATGCCATCGTCTGG
CGARCCTTCGECCARGRGCGGUTGGACGUCRTGECETCEETCECCGACGETGCLCETIGATC
AACGCGCTCTCCGATGAGTTCCATCCGTGTCAGGTGITGGCCGACCTGCAGACCATCGCC
GRACGCAAGGGEGCECTGCECEGCCTEAGETTGTCCTACTTCGECGACEGGCGCCAACARLC
ATGGCCCACTCGCTGCTECTCEGCGGGGTCACCGCGRGTATCCACGTCACCECTCGLGECT
CCCGAGGGCTTCCTECCCGACCCGTCEGTGCEEGCCECEECCEAGCCCCECGCCCAGGAT
ACCEGCECCTCEETGACTECTEGACCECCEACGLCCACGCEECLECCGCCGGCGCCEACETT
CIGGETCACCGACACCTGGACGTCEATCEGECCACGAAAACGACGEET TGCGACCCGAGTCARG
CCETTTCGGCCHTTTCAGCTCAACTCGCEACTTCTGGLECTGGCCEACTCGGATGCCATC
GTGTTECATTGCCTECCGECCCATCGCGECCACGRGATCACCEACGCGGTGATGGACGEE
CCBECCAGCGCGRTGTGEGACGAGGCCGRAARCCGGCTECACCGCCCAGAAGBCEUTECTS
GTGTGECTGCTCGEACCCCTCATEA (dentidade da Seqiéncia No.: 43)

FIG. 8B
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Proteina: Provavel fosfoadenosina fosfossulfato redutase

Peptideo: R WTDETFGDIGGAGGGVSGHR.G (Identidade de Seqiiéncia No. 46)

| NomedolscusdeTiGR: jMT2462 o
}y Nome do Iocus pr“‘;;é‘";’”‘l;;;h:m T U S P S PP PO

Suposta identificagdo: ;fosfoadenosma fosfossulfato redutase
i
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Coordenadas: 2683698 até 2684462
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Sequéncia da Proteina

Identidade da Seqiiéncia No.: 46 - RWTDETFGDIGGAGGGVSGHRG

>MT2462
MSGETTRLTEPQLRELAARGAARELDGATAT DMLEWTDETFED YGGAGCGEVSGHRGWT TCN

YVVASNMADAVLYDLABKVRPGVPVIFLOTGYHFVETIGTRDATESVY DVRVLNVI PBHT
VAEQDELLGKDLFARNPHECCRLRKVVPLGKTLRGY SAWVTGLRRVDRPTRANAPLVSFED
ETFKLVKVNPLARWTDODVQEY IADNDYLYNPLVREGY PSICCAPCTAKPAEGADPRSGR
WOGLAKTECGLEAS (identidade da Seqiéncia No.: 48)

Sequéncia de DNA

Identidade da Seqliéncia No.: 45 -
CGCTGGACCGACGAAACCTTCGGCGACATCGGCGGCGCCGGCGE
CGGCGTGAGCGGACATCGCGGG

>MT2462

ATGAGCEECEAGACARCCAGECTEACCEAACCGCARCTACCTGAGCTGECCEUECECERA
GCTECCCAACTCGACGGCGCCACCECCACCGACATETTGCECCTEEACCCACGAAACCTTC
CECGACATCGECEECECCEECEECERECETEAGCECACATCECEEGTEGACARCETGCAAC
TACGTAGTTGCTTCCAACATEGCTGATECGETHCTGHTGEATCTEGCCECURRGETGCGA
CCORECETACCEETCATCTTTCTTGRTACCEGCTACCACTTCETCGABRACAATCGECALC
AGRGRTIGCGATCGAGTCCGTCTATGACGTCCEEGTEGCTCART GTCACTCCGGAUCACACA
GTECCCEAGCAGGACGARCTGCTGGGCARGGACTTETTCGCCCGCARCCCCCATGRATGC
TGCCEGTTGCGCAAGRTCGTTCCCCTGECCARGACCCTGCGTGECTACTCCGCETGERETG
ACCGGECTACGGCGGETCGATGCACCEACCCEGECCARTGCCCCGCTGATCAGCTTCEAT
GAGACGTTCARRCTAGT GAAGGTCAACCCECTEGUERCETGGACCGACCARGATGTGTAG
GAATACATTGCCGACRACGACGTGCTGGTTAATCCGCTTETECGEEAAGGCTATCCETCE
ATCGETTGCGCTCCGTECACAGCCARRCCCGCUGARGGCGCCGACCCGCECRRCEHACGT

TGECAGEGACTEGCCARCACCGAATCCEEGTTCCACGCCTLGTGA .
(Identidade da Seqléncia No.: 47)

F1G. 9B
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MT2462 MT2990

MT1694

NAN
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RESUMO

“MOLECULA DE POLIPEPTIDEO ISOLADA; MOLECULA DE ACIDO

NUCLEICO ISOLADA; VETOR OU PLASMIDEO; CELULA HOSPEDEIRA;

ANTICORPO; PROTEINA DE FUSAO; METODO PARA ESTIMULAR UMA

RESPOSTA IMUNOGENICA ESPECIFICA A TB EM UM INDIVIDUO OU

PARA PREVENIR OU REDUZIR A GRAVIDADE DE DOENCA CAUSADA PELA

TB; METODO PARA MONITORAR O TRATAMENTO DA DOENCA CAUSADA

PELA TB EM UM INDIVIDUO; METODO DE DIAGNOSTICO DE DOENCA

CAUSADA PELA TB EM.UM INDIVIDUO; METODO DE DISTINCAO ENTRE

A DOENCA CAUSADA PELA TB E A IMUNIDADE A DOENCA CAUSADA

PELA TB EM UM INDIVIDUO; METODO PARA DETECCAO DA INFECCAO

POR M. TUBERCULOSIS EM UMA AMOSTRA BIOLOGICA; COMPOSICAO;

KIT PARA DIAGNOSTICO DA PRESENCA OU DA AUSENCIA DE INFECGCAO

POR M. TUBERCULOSIS EM UMA PESSOA; E COMPOSIGAO

FARMACEUTICA"

A presente invencdo refere-se a antigenos
isolados da Tuberculose (TB), que sdo Uteis em composig¢des
terapéuticas e vacinais ©para estimular uma resposta
imunoldégica especifica a TB. Os antigenos também sdo Uteis
em ensaios para diagndéstico para determinar a presenga da
TB ativa em um individuo. Conseqlientemente, a presente
inven¢do 1inclui moléculas de polipeptideos, moléculas de
acidos nucléicos, composicdes para vacina, ensalos para
diagndéstico e métodos de diagndéstico e monitoramento do

tratamento relacionado a estes antigenos de TB.
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