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DESCRICAO

“COMPOSTOS PARA IMUNOTERAPIA E DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE”

Campo Técnico

A  presente invencado refere-se, em geral, a deteccéao,
tratamento e prevencao da infeccao por Mycobacterium
tuberculosis. A invencao refere-se, de um modo mais particular,
a polipéptidos compreendendo um antigénio de Mycobacterium
tuberculosis ou, uma variante, deste e a utilizacdo de tais
polipéptidos para o diagndéstico e wvacinacao contra a infeccéao

por Mycobacterium tuberculosis.

Antecedentes da Invencao

A tuberculose é uma doenca crdénica infecciosa que €, em
geral, causada por infeccdo com o Mycobacterium tuberculosis. E
uma das principais doencas nos paises em desenvolvimento, assim
como um problema crescente em adreas desenvolvidas do mundo, com
cerca de 8 milhdes de novos casos e 3 milhbes de mortes todos os
anos. Embora a infeccdo possa ser assintomdtica durante um
periodo de tempo considerdvel, a doenca ¢é mais geralmente
manifestada como uma inflamacdao aguda dos pulmdes, resultando em
febre e tosse improdutiva. Se nao for tratada, resultam

tipicamente sérias complicacdes e morte.

Embora a tuberculose possa, em geral, ser controlada

utilizando terapia antibidtica prolongada, tal tratamento nao é



suficiente para prevenir a propagacao da doenca. Os individuos
infectados podem ser assintomaticos, mas contagiosos, durante
algum tempo. Adicionalmente, embora o cumprimento do regime de
tratamento seja critico, o comportamento do doente é dificil de
monitorizar. Alguns doentes nao completam o© processo de
tratamento, o que pode conduzir a um tratamento ineficaz e ao

desenvolvimento de resisténcia a farmacos.

A inibicdo da propagacadao da tuberculose requer vacinacao
eficaz e diagnéstico preciso e precoce da doenca. Actualmente, a
vacinagcdo com bactérias vivas é o método mais eficaz para a
inducao de imunidade protectora. O Mycobacterium mais comum
empregue para o efeito é o Bacillus Calmette-Guerin (BCG), uma
estirpe avirulenta do Mycobacterium bovis. Contudo, a seguranca
e eficdcia do BCG é uma fonte de controvérsia e alguns paises,
tais como os Estados Unidos, nao vacinam o publico em geral. O
diagndéstico é geralmente alcancado utilizando um teste cuténeo
que envolve a exposicdo intradérmica a tuberculina PPD (derivado
proteico purificado). As respostas de células T especificas de
antigénio resultam em induracdo mensuravel no local de injeccao
até 48-72 horas apds 1injeccdo, o que indica exposicdo a
antigénios Micobacterianos. Contudo, a sensibilidade e
especificidade deste teste tém sido um problema e os individuos
vacinados com BCG nao podem ser distinguidos de individuos

infectados.

Embora se tenha demonstrado que os macréfagos actuam como
os efectores principais da imunidade de M. tuberculosis, as
células T sao os indutores predominantes de tal imunidade. O
papel essencial das células T na proteccgao contra a infeccao por
M. tuberculosis é ilustrado ©pela ocorréncia fregquente de

M. tuberculosis em doentes de SIDA, em virtude da deplecao de



células T CD4 associadas a infeccao por virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Demonstrou-se que as células T
CD4 reactivas ao Mycobacterium sao potentes produtores do
interferdo gama (IFN-y) o qual demonstrou, por sua vez, Provocar
os efeitos antimicobacterianos de macrdéfagos em murganhos.
Embora o papel do IFN-y em seres humanos seja menos claro,
estudos demonstraram que a 1,25-di-hidroxi-vitamina D3,
isoladamente ou em combinacdo com o IFN-y ou o factor de necrose
tumoral alfa, activa os macréfagos humanos de modo a inibirem a
infeccdao por M. tuberculosis. Além disso, sabe-se que o IFN-vy
estimula os macrdéfagos humanos a produzirem a 1,25-di-hidroxi-
vitamina D3. De um modo semelhante, demonstrou-se que a IL-12
desempenha um papel no estimulo da resisténcia a infeccgdo por
M. tuberculosis. Para uma revisdo da imunologia da infeccédo por
M. tuberculosis ver Chan e Kaufmann in Tuberculosis:
Pathogenesis, Protection and Control, Bloom (ed.), ASM Press,

Washington, DC, 1994.

Consequentemente, existe uma necessidade na técnica de
vacinas melhoradas e métodos para a prevengao, tratamento e
deteccdo da tuberculose. A presente invengdao preenche estas

necessidades e proporciona ainda outras vantagens relacionadas.

Sumario da Invencao

Exposto resumidamente, esta invencdo proporciona compostos
e sua utilizacdo para a prevencgao e diagndéstico da tuberculose.
Num aspecto, sdo proporcionados polipéptidos compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 66, ou um variante de

SEQ ID N°: 66 tendo uma substituicdo conservadora de aminodcido.



Em aspectos relacionados, sao igualmente proporcionadas
sequéncias de ADN codificando os polipéptidos anteriores,
vectores de expressao compreendendo estas sequéncias de ADN e
células hospedeiras transformadas ou transfectadas com tais

vectores de expressao.

Noutro aspecto, a presente invengdo proporciona proteinas
de fusdao compreendendo um primeiro e um segundo polipéptido
inventivo ou, alternativamente, um polipéptido inventivo e um

antigénio de M. tuberculosis conhecido.

Entre outros aspectos, a presente invencao proporciona
composigdes farmacéuticas gque compreendem um ou mais dos
polipéptidos anteriores ou uma molécula de ADN codificando tais
polipéptidos e um veiculo fisiologicamente aceitdavel. A invencgéao
proporciona igualmente vacinas compreendendo um ou mais dos
polipéptidos como descritos anteriormente e um estimulador néo
especifico de resposta imunitéria, juntamente com vacinas
compreendendo uma ou mais sequéncias de ADN codificando tais
polipéptidos e um estimulador nédo especifico de resposta

imunitaria.

Ainda noutro aspecto, sao divulgados métodos para a inducéo
de imunidade protectora num doente, compreendendo a
administracdo a um doente de uma quantidade eficaz de um ou mais

dos polipéptidos anteriores.

Em aspectos adicionais desta invencgao, sao proporcionados
kits de diagndéstico para a deteccado da tuberculose num doente.
Os métodos divulgados compreendem a colocagdao de células
dérmicas de um doente em contacto com um ou mais dos

polipéptidos anteriores e a deteccdo de uma resposta imunitaria



na pele do doente. 0Os kits de diagnéstico compreendem um ou mais
dos polipéptidos anteriores, em combinacdo com um aparelho
suficiente para colocar o polipéptido em contacto com células

dérmicas de um doente.
Estes e outros aspectos da presente invencao irdao tornar-se

evidentes apds referéncia a seguinte descricdo detalhada e

desenhos anexos.

Breve Descricdo dos Desenhos e Identificadores de Sequéncia

As Figuras 1A e B ilustram a estimulacdo da proliferacadao e
producao de interferdo-y em células T derivadas de um
primeiro e um segundo dador imune a M. tuberculosis,
respectivamente, pelos antigénios de 14 Kd, 20 Kd e 26 Kd

descritos no Exemplo 1.

A Figura 2 ilustra a estimulacdo da proliferacdo e producgao
de interferdao vy em células T derivadas de um individuo
imune a M. tuberculosis pelos dois polipéptidos

representativos, TbRa3 e TbRa9.

SEQ. ID N°. 1 é a sequéncia de ADN de TbRal.
SEQ. ID N°. 2 & a sequéncia de ADN de TbRaloO.
SEQ. ID N°. 3 é a seguéncia de ADN de TbRall.
SEQ. ID N°. 4 & a sequéncia de ADN de TbRal2.
SEQ. ID N°. 5 é a seguéncia de ADN de TbRal3.
SEQ. ID N°. 6 & a sequéncia de ADN de TbRalé6.
SEQ. ID N°. 7 é a seguéncia de ADN de TbRal7.
SEQ. ID N°. 8 & a sequéncia de ADN de TbRalS§.
SEQ. ID N°. 9 é a seqguéncia de ADN de TbRal?9.
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SEQ. ID
TbRa36.
SEQ. ID
TbRa4.

SEQ. ID
TbRa9.
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TbRaB.

SEQ. ID
TbRaC.

SEQ. ID
TbRaD.

SEQ. ID
YYWCPG.
SEQ. ID
ThbAAMK.
SEQ. ID
Tb38-1.
SEQ. ID
ThH-4.

SEQ. ID
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TbH-9.
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TbH-12.
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Tbh38-1.
SEQ. ID
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Tb38-1.
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80 €& sequéncia de aminoacidos

81 ¢é sequéncia de aminodcidos
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84 ¢é sequéncia de aminodcidos

85 €& sequéncia de aminoacidos

86 €& sequéncia de aminoacidos

87 €& sequéncia de aminoacidos

88 €& sequéncia de aminoacidos

89 & sequéncia de aminoacidos

90 ¢é sequéncia de aminoacidos

91 ¢é sequéncia de aminodcidos

92 é sequéncia de aminodcidos

93 é sequéncia de aminodcidos do

94 ¢é sequéncia de aminodcidos do
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SEQ. ID N°. 96 & sequéncia de aminodcidos do Péptido 4 de
Tb38-1.

SEQ. ID N°., 97 é sequéncia de aminodcidos do Péptido 5 de
Tb38-1.

SEQ. ID N°. 98 é sequéncia de aminodcidos do Péptido 6 de
Tb38-1.

SEQ. ID N°. 99 é a sequéncia de ADN de DPAS.

SEQ. ID N°. 100 ¢é sequéncia de aminodcidos deduzida de
DPAS.

SEQ. ID N°. 101 é a sequéncia de ADN de DPV.

sequéncia de aminodcidos deduzida de DPV.

D

SEQ. ID N°. 102

SEQ. ID N°. 103 é a sequéncia de ADN de ESAT-6.
SEQ. ID N°. 104 €& sequéncia de aminodcidos deduzida de
ESAT-6.

SEQ. ID N°. 105 é a sequéncia de ADN de TbH-8-2.
SEQ. ID N°. 106 é a sequéncia de ADN de TbH-9FL.

SEQ. ID N°. 107 €& sequéncia de aminodacidos deduzida de
TbH-9FL.

SEQ. ID N°. 108 é a sequéncia de ADN de TbH-9-1.

SEQ. ID N°. 109 ¢é sequéncia de aminodcidos deduzida de
TbH-9-1.

SEQ. ID N°. 110 é a sequéncia de ADN de TbH-9-4.

SEQ. ID N°. 111 €& sequéncia de aminodcidos deduzida de
TbH-9-4.

SEQ. ID N°. 112 é a sequéncia de ADN de Tb38-1F2 IN.

SEQ. ID N°. 113 é a sequéncia de ADN de Tb38-2F2 RP.

SEQ. ID N°. 114 €& sequéncia de aminodcidos deduzida de
Tb37-FL.

SEQ. ID N°. 115 & sequéncia de aminodacidos deduzida de
Tb38-1IN.

SEQ. ID N°. 116 é a sequéncia de ADN de Tb38-1F3.

10



SEQ. ID N°.
Tb38-1F3.

SEQ. ID N°.
SEQ. ID N°.
SEQ. ID N°.

deduzida de
SEQ. ID N°.
deduzida de
SEQ. ID N°.
deduzida de
SEQ. ID N°.
deduzida de
SEQ. ID N°.
deduzida de
SEQ. ID N°.
deduzida de
SEQ. ID N°.
deduzida de
SEQ.

deduzida de

ID N°.

SEQ. ID N°.
DPAS.
SEQ. ID N°.

117

118
119
120

o}

10}

DPV.
121
AVGS.
122
AAMK.
123
YYWC.
124
DIGS.
125
AEES.
126
DPEP.
127
APKT.
128

129

N-terminal DPPD.

SEQ ID N°

130-133

¢ sequéncia de aminodacidos

a sequéncia de ADN de Tb38-1F5.

a sequéncia de ADN de Tb38-1F6.

fragmentos de brometo de cianogénio de DPPD.

SEQ. ID N°.

134

antigénio XDS.

SEQ. ID N°.

135

antigénio N-terminal AGD.

SEQ. ID N°.

136

antigénio APE.

deduzida

de

¢ sequéncia de aminodcidos N-terminal
¢ sequéncia de aminodcidos N-terminal
é sequéncia de aminodcidos N-terminal
¢ sequéncia de aminodcidos N-terminal
¢ sequéncia de aminodcidos N-terminal
¢ sequéncia de aminodcidos N-terminal
¢ sequéncia de aminodcidos N-terminal
é sequéncia de aminodcidos N-terminal
¢ sequéncia de aminocdcidos deduzida de
¢ a sequéncia proteica do Antigénio
sdao as sequéncias proteicas de guatro
¢ a sequéncia proteica N-terminal do
¢ a sequéncia proteica N-terminal do
¢ a sequéncia proteica N-terminal do

11



SEQ. ID N°. 137 ¢é a sequéncia proteica N-terminal do

antigénio XYI.

Descricgao Detalhada da Invengéo

Como assinalado anteriormente, a presente invencao é
dirigida, em geral, a composicdes e suas utilizacdes para a
prevencgao, tratamento e diagndstico da tuberculose. As
composicdes da 1invencdo em causa incluem polipéptidos que
compreendem uma sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 66, ou um
variante de SEQ ID N°: 66 tendo uma substituicdo conservadora de
aminodcido. Os polipéptidos dentro do Aambito da presente
invencao incluem mas nao estao limitados a antigénios
imunogénicos soluveils de M. Tuberculosis. Um *antigénio soluvel
de M. tuberculosis” é uma proteina de origem de M. tuberculosis
que estd presente no filtrado de cultura de M. tuberculosis.
Como agqui wutilizado, o termo *“polipéptido” abrange cadeias de
aminodcidos de qualquer comprimento, incluindo proteinas de
comprimento total (i. e., antigénios), em que os residuos de
aminodcidos estdo ligados por ligacgdes peptidicas covalentes.
Deste modo, um polipéptido compreendendo uma parte imunogénica
de um dos antigénios anteriores pode consistir inteiramente na
parte imunogénica ou pode conter sequéncias adicionais. As
sequéncias adicionais podem ser derivadas do antigénio nativo de
M. tuberculosis ou podem ser heterdlogas e tais sequéncias podem

(mas nao necessitam) ser imunogénicas.

“Imunogénico”, como aqui utilizado, refere-se a capacidade
de deducdo de uma resposta imunitédria (e. g., celular) num
doente, tal como um humano e/ou numa amostra bioldgica. Em

particular, os antigénios que sao imunogénicos (e variantes de

12



tais antigénios) sdo capazes de estimularem a proliferacéo
celular, producao de interleucina 12 e/ou producao de
interferdao y em amostras bioldgicas compreendendo uma ou mais
células seleccionadas do grupo de células T, células NK, células
B e macréfagos, onde as células sao derivadas de um individuo
imune a M. tuberculosis. 0Os polipéptidos compreendendo um ou
mais antigénios de M. tuberculosis podem, em geral, ser
utilizados para detectar tuberculose ou para induzir imunidade

protectora contra a tuberculose num doente.

As composicdes e utilizacgdes desta invencdo abrangem
igualmente variantes dos polipéptidos anteriores. Um “variante”,
como aqui utilizado, é um polipéptido que difere do antigénio
nativo apenas em substituic¢cdes conservadoras, de modo a gue a
capacidade de o polipéptido induzir uma resposta imunitdria seja
retida. Tais variantes podem, em geral, ser identificadas por
modificacdo de uma das sequéncias polipeptidicas anteriores e
avaliacao das propriedades imunogénicas do polipéptido
modificado utilizando, por exemplo, 0s processos representativos

aqui descritos.

Uma “substituicdo conservadora” ¢ uma na qual um aminodcido
¢ substituido por outro aminodcido que tem ©propriedades
semelhantes, de modo a que um especialista na técnica da quimica
peptidica possa esperar que a estrutura secunddria e natureza
hidropdtica do polipéptido ndo sejam substancialmente alteradas.
Em geral, 0s seguintes grupos de aminocdcidos representam
alteracdes conservadoras: (1) ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn,
ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) wval, ile, leu, met, ala,

phe; (4) lys, arg, his; e (5) phe, tyr, trp, his.
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Um polipéptido pode ser conjugado a uma sequéncia sinal (ou
lider) na extremidade N-terminal da proteina que dirige co-
traducionalmente ou pds—-traducionalmente a transferéncia da
proteina. O polipéptido pode ser igualmente conjugado a um
adaptador ou outra sequéncia para facilidade de sintese,
purificacdao ou identificacadao do polipéptido (e. g., poly-His),
ou para melhorar a ligacao do polipéptido a um suporte sdlido.
Por exemplo, um polipéptido pode ser conjugado a uma regidao Fc

de imunoglobulina.

Num aspecto relacionado, sao divulgados polipéptidos de
combinacdao. Um “polipéptido de combinacao” ¢é um polipéptido
compreendendo, pelo menos, um dos polipéptidos imunogénicos
anteriores e uma ou mais sequéncias imunogénicas adicionais de
M. tuberculosis gque sao ligadas por meio de uma ligacao
peptidica numa uUnica cadeia de aminodcidos. As sequéncias podem
ser ligadas directamente (i. e., sem quaisquer aminodcidos
intermédios) ou podem ser ligadas por meio de uma sequéncia
adaptadora (e. 9., Gly-Cys—-Gly) que nao diminua
significativamente as propriedades imunogénicas dos polipéptidos

componentes.

Em geral, os antigénios de M. tuberculosis, e sequéncias de
ADN codificando tais antigénios, podem ser preparados utilizando
qualquer de uma variedade de processos. Por exemplo, 0s
antigénios soluveis podem ser isolados de filtrado de cultura de
M. tuberculosis por processos conhecidos do especialista na
técnica, incluindo cromatografia de permuta anidénica e de fase
reversa. 0Os antigénios purificados sdo depois avaliados quanto a
sua capacidade de deducdao de uma resposta imunitdria apropriada
(e. g., celular) utilizando, por exemplo, 0s métodos

representativos aqui descritos. 0Os antigénios imunogénicos podem
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ser depois parcialmente sequenciados utilizando técnicas, tal
como a quimica de Edman tradicional. Ver Edman e Berg, Eur. J.

Biochem. 80:116-132, 1967.

Os antigénios imunogénicos podem ser igualmente produzidos
de um modo recombinante utilizando uma sequéncia de ADN que
codifica o antigénio gque tenha sido inserida num vector de
expressao e expressa num hospedeiro apropriado. As moléculas de
ADN codificando antigénios soluveis podem ser isoladas por
rastreio de uma biblioteca de expressao de M. tuberculosis
apropriada com anti-soros (e. g., coelho) deduzidos
especificamente contra antigénios soluveis de M. tuberculosis.
As sequéncias de ADN codificando antigénios, que podem ou nao
ser soluveis, podem ser identificadas por rastreio de uma
biblioteca de expressao gendémica ou de ADNc de M. tuberculosis
apropriada com soros obtidos a partir de doentes infectados com
M. tuberculosis. Tais rastreios podem, em geral, ser realizados
utilizando técnicas bem conhecidas do especialista na técnica,
tais como aquelas descritas em Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories,

Cold Spring Harbor, NI, 1989.

As sequéncias de ADN codificando antigénios soluveis podem
ser igualmente obtidas por rastreio de uma biblioteca de ADNc ou
ADN gendmico de M. tuberculosis apropriada para sequéncias de
ADN qgue hibridam oligdénucleotidos degenerados derivados de
sequéncias de aminodcidos parciais de antigénios solaveis
isolados. Podem ser concebidas e sintetizadas sequéncias
oligonucleotidicas degeneradas para utilizacdo num tal rastreio
e o0 rastreio pode ser realizado como descrito (por exemplo) em
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold

Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NI, 1989 (e
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referéncias ai citadas). Pode ser igualmente empregue a reacgao
em cadeia de polimerase (PCR), utilizando os oligdnucleotidos
anteriores em métodos bem conhecidos na técnica, para isolar uma
sonda de 4&acidos nucleicos a partir de uma biblioteca de ADNc ou
gendmica. O rastreio da biblioteca pode ser depois realizado

utilizando a sonda isolada.

Alternativamente, as bibliotecas gendémicas ou de ADNc
derivadas de M. tuberculosis podem ser rastreadas directamente
utilizando células sanguineas mononucleares periféricas (PBMC)
ou linhas de células T ou clones derivados de um ou mais
individuos imunes a M. tuberculosis. Em geral, as PBMC e/ou
células T para utilizacdo em tais rastreios podem ser preparadas
como se descreve a seguir. Os rastreios directos de bibliotecas
podem, em geral, ser realizados por ensaio de agregados de
proteinas recombinantes expressas quanto a capacidade de inducéao
da proliferacdo e/ou producdo de interferdo y em células T
derivadas de um individuo imune a M. tuberculosis.
Alternativamente, o0s potenciais antigénios de células T podem
ser primeiro seleccionados com base na reactividade de

anticorpo, como descrito anteriormente.

Independentemente do método de preparagao, os antigénios (e
suas partes imunogénicas) aqui descritos (que podem ou nao ser
soluveis) tém a capacidade de indugdo de uma resposta
imunogénica. Mais especificamente, os antigénios tém a
capacidade de inducdo da proliferacdo e/ou producdo de citocina
(i. e., producdo de interferao vy e/ou interleucina 12) em
células T, células NK, células B e/ou macrdéfagos derivados de um
individuo imune a M. Tuberculosis: A seleccdao do tipo de célula
para utilizacdo na avaliacdo de uma resposta i1imunogénica a um

antigénio iréa, certamente, depender da resposta desejada. Por
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exemplo, a produgao de interleucina 12 ¢é avaliada, sem muita
dificuldade, wutilizando preparacdes contendo células B e/ou
macréfagos. Um individuo imune a M. tuberculosis €& aquele que se
considera ser resistente ao desenvolvimento da tuberculose, em
virtude de ter montado uma resposta eficaz de células T contra o
M. tuberculosis (i. e., substancialmente simples de sintomas de
doenca). Tais individuos podem ser identificados com base numa
resposta fortemente positiva (i. e., induracdo superior a cerca
de 10 mm de didmetro) de teste cutdneo intradérmico a proteinas
de tuberculose (PPD) e uma auséncia de quaisquer sinais ou
sintomas da doenca de tuberculose. As células T, células NK,
células B e macréfagos derivados de individuos imunes a M.
tuberculosis podem ser preparadas utilizando métodos conhecidos
do especialista na técnica. Por exemplo, pode ser empregue uma
preparagaoc de PBMC (i. e., células sanguineas mononucleares
periféricas) sem separacao adicional de células componentes. As
PBMC podem, em geral, ser preparadas, por exemplo, utilizando
centrifugacao de densidade através de Ficollm (Winthrop
Laboratories, NI). As células T para utilizacdo nos ensaios aqui
descritos podem ser igualmente purificadas directamente a partir
das PBMC. Alternativamente, pode ser empregue uma linha de
células T enriquecida reactiva a proteinas micobacterianas, ou
clones de células T reactivos contra proteinas micobacterianas
individuais. Tais clones de células T podem ser gerados, por
exemplo, por cultivo de PBMC provenientes de individuos imunes a
M. tuberculosis com proteinas micobacterianas durante um periodo
de 2-4 semanas. Isto permite a expansdo apenas das células T
especificas de proteinas micobacterianas, resultando numa linha
composta unicamente por tais células. Estas células podem ser
depois clonadas e testadas com proteinas individuais, utilizando
métodos conhecidos do especialista na técnica, para definir de

um modo mais preciso a especificidade de células T individuais.
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Em geral, os antigénios que testam positivo em ensaios para
proliferacdo e/ou producdao de <citocina (i. e., producao de
interferdo vy e/ou interleucina 12) realizados utilizando células
T, células NK, células B e/ou macrdéfagos derivados de um
individuo imune a M. tuberculosis sado considerados imunogénicos.
Tais ensaios podem ser realizados, por exemplo, utilizando os
processos representativos descritos a seguir. As partes
imunogénicas de tais antigénios podem ser identificadas
utilizando ensaios semelhantes e podem estar presentes dentro

dos polipéptidos aqui descritos.

A  capacidade de um polipéptido (e. g., um antigénio
imunogénico, ou uma parte ou outra sua variante) induzir a
proliferacdo celular ¢é avaliada por colocacao das células
(e. g., células T e/ou células NK) em contacto com o polipéptido
e medicao da proliferacao das células. Em geral, a quantidade de
polipéptido que ¢é suficiente para avaliacdo de cerca de 10°
células varia entre cerca de 10 ng/mL a cerca de 100 pg/mL e, de
um modo preferido, ¢é <cerca de 10 pg/mL. A incubagdo de
polipéptido com células € tipicamente realizada a 37 °C durante
cerca de seis dias. A seguir a incubacdo com polipéptido, as
células sao ensaiadas para uma resposta proliferativa, a qual
pode ser avaliada por métodos conhecidos do especialista na
técnica, tais como expondo as células a um pulso de timidina
marcada radiocactivamente e medindo a incorporacado do marcador
dentro de ADN celular. Em geral, um polipéptido que resulte num
aumento de, pelo menos, trés vezes em proliferacdo acima do
fundo (i. e., a proliferacao observada para células cultivadas

sem o polipéptido) é considerado capaz de induzir proliferagéo.

A capacidade de um polipéptido estimular a produgadao de

interferdao y e/ou interleucina 12 em células pode ser avaliada
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por colocagdao das células em contacto com o polipéptido e
medicao do nivel de interferdo y ou interleucina 12 produzido
pelas células. Em geral, a qguantidade de polipéptido que &
suficiente para a avaliacdo de cerca de 10° células varia entre
cerca de 10 ng/mL a cerca de 100 pg/mL e, de um modo preferido,
é cerca de 10 pg/mL. O polipéptido pode mas nédo necessita de ser
imobilizado num suporte sdlido, tal como uma esférula ou uma
microsfera Dbiodegradéavel, tais como aquelas descritas nas
Patentes U.S. N° 4897268 e 5075109. A incubacdo de polipéptido
com as células é tipicamente realizada a 37 °C durante cerca de
seis dias. A seguilr a incubacdo com polipéptido, as células séo
ensaladas para interferdao y e/ou interleucina 12 (ou uma ou mais
suas subunidades), o0s quais podem ser avaliados por métodos
conhecidos do especialista na técnica, tal como um ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) ou, no caso da subunidade P70
de IL-12, um bioensaio tal como um ensaio medindo a proliferacéao
de células T. Em geral, um polipéptido gque resulte na producao
de, pelo menos, 50 pg de interferdo y por mL de sobrenadante de
cultura (contendo 10%-10° células T por mL) é considerado capaz
de estimular a producao de interferdao vy. Um polipéptido qgue
estimule a producdo de, pelo menos, 10 pg/mL da subunidade P70
de IL-12 e/ou, pelo menos, 100 pg/mL da subunidade P40 de IL-12,
por 10° macréfagos ou células B (ou por 3 x 10° PBMC) &

considerado capaz de estimular a producgédo de IL-12.

Em geral, os antigénios imunogénicos sao aqueles antigénios
que estimulam a proliferacdo e/ou produgdo de citocina (i. e.,
producdo de interferdao vy e/ou interleucina 12) em células T,
células NK, células B e/ou macréfagos derivados de, pelo menos,
cerca de 25% de individuos imunes a M. tuberculosis. Entre estes
antigénios imunogénicos, os polipéptidos tendo propriedades

terapéuticas superiores podem ser distinguidos com base na
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magnitude das respostas nos ensaios anteriores e com base na
percentagem de individuos relativamente aos quais ¢é observada
uma resposta. Adicionalmente, os antigénios tendo propriedades
terapéuticas superiores ndo irdo estimular a proliferacdo e/ou
producdo de citocina in vitro em células derivadas de mais de
cerca de 25% de individuos que nao sejam imunes a
M. tuberculosis eliminando, desse modo, respostas que nao se
devam especificamente a células responsivas a M. tuberculosis.
Aqueles antigénios que induzem uma resposta numa percentagem
elevada de preparacgdes de células T, células NK, células B e/ou
macréfagos de individuos imunes a M. tuberculosis (com uma baixa
incidéncia de respostas em preparacgdes celulares de outros

individuos) tém propriedades terapéuticas superiores.

Os antigénios com propriedades terapéuticas superiores
podem ser igualmente identificados com base na sua capacidade de
diminuicdo da gravidade da 1infecgao por M. tuberculosis em
animais experimentais, quando administrados como uma vacina. As
preparacgdes de vacina adequadas para utilizacdao em animais
experimentais sdo descritas em detalhe a seguir. A eficdcia pode
ser determinada com base na capacidade de o antigénio
proporcionar, pelo menos, uma reducado de cerca de 50% em numeros
bacterianos e/ou, pelo menos, uma diminuicdo de cerca de 40% na
mortalidade, no seguimento de infeccado experimental. Os animais

experimentais adequados incluem murganhos, cobaios e primatas.

Os antigénios tendo propriedades diagnésticas superiores
podem, em geral, ser identificados com base na capacidade de
deducdo de uma resposta num teste cutédneo intradérmico realizado
num individuo com tuberculose activa, mas nao num teste
realizado num individuo gue nao esteja infectado com o

M. tuberculosis. Os testes cuténeos podem, em geral, ser

20



realizados como se descreve a seguir, com uma resposta de, pelo

menos, 5 mm de induracado considerada positiva.

As partes imunogénicas dos antigénios aqui descritos podem
ser preparadas e identificadas utilizando técnicas bem
conhecidas, tais como aquelas sumariadas em Paul, Fundamental

Immunology, 32 ed., Raven Press, 1993, pp. 243-247 e referéncias

ai citadas. Tais técnicas incluem o rastreio de ©partes
polipeptidicas do antigénio nativo para propriedades
imunogénicas. 0s ensaios representativos de proliferacdo e

producdao de citocina aqui descritos podem, em geral, ser
empregues nestes rastreios. Uma parte imunogénica de um
polipéptido é uma parte que, dentro de tais ensaios
representativos, gera uma resposta imunitaria (e. g.,
proliferacéao, producdo de interferdo y e/ou producgdo de
interleucina 12) gque é substancialmente semelhante aquela gerada
pelo antigénio de comprimento total. Por outras palavras, uma
parte imunogénica de um antigénio pode gerar, pelo menos, cerca
de 20% e, de um modo preferido, cerca de 100% da proliferacao
induzida pelo antigénio de comprimento total no ensaio do modelo
de proliferagdao aqui descrito. Uma parte 1imunogénica pode
igualmente ou, alternativamente, estimular a producado de, pelo
menos, cerca de 20% e, de um modo preferido, cerca de 100% do
interferdo vy e/ou interleucina 12 induzidos pelo antigénio de

comprimento total no ensaio do modelo aqui descrito.

As partes e outros variantes de antigénios de
M. tuberculosis podem ser gerados por meios sintéticos ou
recombinantes. 0Os polipéptidos sintéticos tendo menos de cerca
de 100 aminodcidos e, em geral, menos de cerca de 50
aminodcidos, podem ser gerados utilizando técnicas bem

conhecidas do especialista na técnica. Por exemplo, tais
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polipéptidos podem ser sintetizados utilizando quaisquer das
técnicas de fase sdélida disponiveis comercialmente, tal como o
método de sintese de fase sdélida de Merrifield, onde os
aminodcidos sédo adicionados de um modo sequencial a uma cadeia
de aminodcidos em crescimento. Ver Merrifield, J. Am. Chem. Soc.
85:2149-2146, 1963. O equipamento para a sintese automatizada de
polipéptidos estd disponivel comercialmente a partir de
fornecedores tais como Applied BioSystems, Inc., Foster City,
Ca, e pode ser operado de acordo <com as instrugdes do
fabricante. Os variantes de um antigénio nativo podem, em geral,
ser preparados utilizando técnicas de mutagénese padrao, tais
como a mutagénese especifica pontual dirigida a
oligdénucleotidos. As seccgdes da sequéncia de ADN podem ser
igualmente removidas wutilizando técnicas padrao, de modo a

permitir a preparacgao de polipéptidos truncados.

Os polipéptidos recombinantes contendo partes e/ou
variantes de um antigénio nativo podem ser preparados, sem
dificuldade, a partir de uma sequéncia de ADN codificando o
polipéptido, utilizando uma variedade de técnicas bem conhecidas
do especialista na técnica. Por exemplo, 08 sobrenadantes de
sistemas hospedeiro/vector adequados gue segregam proteina
recombinante nos meios de cultura podem  ser, primeiro
concentrados utilizando um filtro disponivel comercialmente. A
seguir a concentracdo, o concentrado pode ser aplicado a uma
matriz de purificacdo adequada, tal como uma matriz de afinidade
ou uma resina de permuta idénica. Finalmente, uma ou mais etapas
de HPLC de fase reversa podem ser empregues para purificar

adicionalmente uma proteina recombinante.

Qualquer um de uma variedade de vectores de expressao

conhecidos do especialista na técnica pode ser empregue para
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expressar 0s polipéptidos recombinantes desta invencdo. A
expressao pode ser alcancada em qualquer célula hospedeira
apropriada que tenha sido transformada ou transfectada com um
vector de expressao contendo uma molécula de ADN que codifique

um polipéptido recombinante.

Células hospedeiras adequadas incluem células
procaridticas, levedura e eucaridticas superiores. De um modo
preferido, as células hospedeiras empregues sao E. coli,
levedura ou uma linha celular de mamifero, tal como COS ou CHO.
As sequéncias de ADN expressas deste modo podem codificar
antigénios de ocorréncia natural, partes de antigénios de

ocorréncia natural ou outros variantes destes.

Em geral, independentemente do método de preparagdao, o0s
polipéptidos aqui divulgados sao preparados na forma
substancialmente pura. De um modo preferido, os polipéptidos
sdao, pelo menos, cerca de 80% puros, de um modo mais preferido,
pelo menos, cerca de 90% puros e, de um modo muito preferido,
pelo menos, cerca de 99% puros. Em certas formas de realizacéao
preferidas, descritas em detalhe a seguir, os polipéptidos
substancialmente puros sao incorporados em composicdes
farmacéuticas ou vacinas para utilizacdo em um ou mais dos

métodos aqui divulgados.

Num aspecto relacionado, a presente invencdo proporciona
proteinas de fusdo compreendendo um primeiro e um segundo
polipéptido da invencédo ou, alternativamente, um polipéptido da
presente invengdo e um antigénio conhecido de M. Tuberculosis,
tal como o antigénio de 38 kD descrito anteriormente ou ESAT-6
(SEQ ID N°: 103 e 104, juntamente com variantes de tais

proteinas de fusado. As proteinas de fusdo da presente invencéao
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podem incluir igualmente um péptido adaptador entre o primeiro e

segundo polipéptidos.

Uma sequéncia de ADN codificando uma proteina de fusao da
presente invencdo ¢é construida wutilizando técnicas de ADN
recombinante conhecidas, de modo a agrupar sequéncias de ADN
separadas codificando o primeiro e segundo polipéptidos num
vector de expressao apropriado. A extremidade 3’ de uma
sequéncia de ADN codificando o primeiro polipéptido é ligada,
com ou sem um adaptador peptidico, a extremidade 5’ de uma
sequéncia de ADN codificando o segundo polipéptido, de modo que
as grelhas de leitura das sequéncias estejam em fase para
permitir a tradugcdo de ARNm das duas sequéncias de ADN numa
Ginica proteina de fusadao que retenha a actividade bioldgica,

tanto do primeiro como do segundo polipéptidos.

Uma sequéncia adaptadora peptidica pode ser empregue para
separar o primeiro e o segundo polipéptidos por uma disténcia
suficiente para garantir que cada polipéptido se enrole nas suas
estruturas secunddria e tercidria. Uma tal sequéncia adaptadora
peptidica é incorporada na proteina de fusdo utilizando técnicas
padrao bem conhecidas na técnica. As sequéncias adaptadoras
peptidicas adequadas podem ser escolhidas com base nos seguintes
factores: (1) sua capacidade para adoptar uma conformacao
alargada flexivel; (2) sua lincapacidade para adoptar uma
estrutura secunddria que possa interagir com epitopos funcionais
no primeiro e segundo polipéptidos; e (3) a auséncia de residuos
hidréfobos ou carregados que possam reagir com oS8 epitopos
funcionais polipeptidicos. As sequéncias adaptadoras peptidicas
preferidas contém residuos Gly, Asn e Ser. Outros aminodcidos
quase neutros, tais como Thr e Ala podem ser igualmente

utilizados na sequéncia adaptadora. As sequéncias de aminodcidos
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que podem ser empregues de um modo Util como adaptadores incluem
aquelas divulgadas em Maratea et al., Gene 40:39-46, 1985;
Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 :8258-8262, 1986;
Patente U.S. N° 4935233 e Patente U.S. N° 4751180. A sequéncia
adaptadora pode ter de 1 a cerca de 50 aminocdcidos em
comprimento. As sequéncias peptidicas nao sao requeridas gquando
0 primeiro e segundo polipéptidos tenham regides de aminodcidos
N-terminais nado essenciais que possam ser utilizadas para
separar o©0s dominios funcionais e ©prevenir a interferéncia

estereoquimica.

As sequéncias de ADN ligadas sao 1ligadas de um modo
operacional a elementos reguladores transcricionais ou
traducionais adequados. Os elementos reguladores responsaveis
pela expressaoc de ADN estao localizados apenas em 57
relativamente & sequéncia de ADN codificando os primeiros
polipéptidos. De um modo semelhante, os coddes de terminagao
requeridos para sinais de terminacao de traducdo e terminacao de
transcricdo estdo apenas presentes em 3’ relativamente a

sequéncia de ADN codificando o segundo polipéptido.

Noutro aspecto, a presente invencdo divulga métodos para a
utilizacdo de um ou mais dos polipéptidos ou proteinas de fuséo
anteriores (ou moléculas de ADN codificando tais polipéptidos)
para induzir a imunidade protectora contra a tuberculose num
doente. Como aqui utilizado, um *“doente” refere-se a dqualqgquer
animal de sangue quente, de um modo preferido um humano. Um
doente pode sofrer de uma doenca ou pode estar simples de doenca
e/ou infecgdo detectédveis. Por outras palavras, a imunidade
protectora pode ser induzida para prevenir ou tratar a

tuberculose.
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Neste aspecto, o polipéptido, proteina de fusdo ou molécula
de ADN estd, em geral, presente dentro de uma composicéo
farmacéutica e/ou uma vacina. As composicbdes farmacéuticas podem
compreender um ou mais polipéptidos, podendo cada um deles
conter uma ou mais das sequéncias anteriores (ou variantes
destas) e um veiculo fisiologicamente aceitdvel. As vacinas
podem compreender um ou mais dos polipéptidos anteriores e um
estimulador nao especifico de resposta imunitdria, tal como um
adjuvante ou um lipossoma (dentro do qual o polipéptido ¢é
incorporado). Tais composicgdes farmacéuticas e vacinas podem
conter igualmente outros antigénios de M. tuberculosis, quer
incorporados num polipéptido de combinacdo ou presentes dentro

de um polipéptido separado.

Alternativamente, uma vacina pode conter ADN codificando um
ou mais polipéptidos como descritos anteriormente, de modo a que
o polipéptido seja gerado in situ. Em tais vacinas, o ADN pode
estar ©presente dentro de qualquer um de uma variedade de
sistemas de distribuicdo conhecidos do especialista na técnica,
incluindo sistemas de expressdao de acidos nucleicos, sistemas de
expressado bacterianos e virais. Os sistemas apropriados de
expressdo de 4cidos nucleicos contém as segquéncias de ADN
necessarias para a expressdao no doente (tais como um promotor e
sinal de terminacao adequados). Os sistemas de distribuicéao
bacterianos envolvem a administracdo de uma bactéria (tal como
Bacillus-Calmelte-Guerrin) que expressa uma parte imunogénica do
polipéptido na sua superficie celular. Numa forma de realizacgéo
preferida, o ADN pode ser introduzido utilizando um sistema de
expressao viral (e. g., virus da vacinia ou outro poxvirus,
retrovirus ou adenovirus), que pode envolver a utilizacado de um
virus nao patogénico (andmalo) competente para replicagdo. As

técnicas para a incorporacgdao de ADN em tais sistemas de
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expressdo sao bem conhecidas do especialista na técnica. O ADN
pode ser igualmente “simples’”, como descrito, por exemplo, em
Ulmer et al., Science 259:1745-1749, 1993 e revisto por Cohen,
Science 259:1691-1692, 1993. A absorcao de ADN simples pode ser
aumentada por revestimento do ADN em esférulas biodegradaveis,
as quais sdo eficientemente transportadas para o interior das

células.

Num aspecto relacionado, uma vacina de ADN, como descrita
anteriormente, pode ser administrada simultaneamente com, ou
sequencialmente a, quer um polipéptido da presente invencao ou
um antigénio de M. tuberculosis conhecido, tal como o antigénio
de 38 kD descrito anteriormente. Por exemplo, a administracao de
DNA codificando um polipéptido da presente invencao, “simples”
ou num sistema de transferéncia, como descrito anteriormente,
pode ser seguida de administracdao de um antigénio, de modo a

melhorar o efeito imunoprotector da vacina.

As vias e frequéncia de administracéao, assim como a
dosagem, irdao variar de individuo para individuo e podem igualar
aquelas sendo actualmente utilizadas em imunizagao wutilizando
BCG. Em geral, as composigdes farmacéuticas e vacinas podem ser
administradas por injeccdo (e. g., intracuténea, intramuscular,
intravenosa ou subcuténea), intranasalmente (e. g., por
aspiracdo) ou oralmente. Podem ser administradas entre 1 e 3
doses durante um periodo de 1-36 semanas. De um modo preferido,
sao administradas 3 doses, a 1intervalos de 3-4 meses e, a
sequir, podem ser proporcionadas vacinacgdes de reforco
periodicamente. Para doentes individuais podem ser apropriados
protocolos alternativos. Uma dose adequada € uma quantidade de
polipéptido ou ADN que, quando administrada como descrito

anteriormente, ¢é capaz de elevar uma resposta imunitdria num
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doente imunizado, suficiente para proteger o doente de infeccéo
por M. tuberculosis durante, pelo menos, 1-2 anos. Em geral, a
quantidade de polipéptido presente numa dose (ou produzida in
situ pelo ADN numa dose) varia entre cerca de 1 pg a cerca de
100 mg por kg de hospedeiro, tipicamente de cerca de 10 pg a
cerca de 1 mg e, de um modo preferido, de cerca de 100 pg a
cerca de 1 pg. Os tamanhos de doses adequados irdo variar com o
tamanho do doente mas irdo tipicamente wvariar entre cerca de

0,1 mL a cerca de 5 mL.

Embora qualgquer veiculo adequado conhecido do especialista
na técnica possa ser empregue nas composicgdes farmacéuticas
desta invencdo, o tipo de veiculo ird variar, dependendo do modo
de administracdo. Para administracao parentérica, tal como a
injecgao subcuténea, o veiculo compreende, de um modo preferido,
agua, solugcdo salina, 4&lcool, uma gordura, uma cera ou um
tampao. Para administracao oral, qualquer dos veiculos
anteriores ou um veiculo sdélido, tal como manitol, lactose,
amido, estearato de magnésio, sacarinato de sdédio, talco,
celulose, glucose, sacarose e carbonato de magnésio, pode ser
empregue. As microsferas Dbiodegradaveis (e. g., galactideo
polildctico) podem ser igualmente empregues como veiculos para
as composicgdes farmacéuticas desta invengao. Microsferas
biodegradadveis adequadas sao divulgadas, por exemplo, nas

Patentes U.S. N° 4897268 e 5075109.

Qualquer um de uma variedade de adjuvantes pode ser
empregue nas vacinas desta invencdo para melhorar, de um modo
ndo especifico, a resposta imunitdria. A maioria dos adjuvantes
contém uma substédncia concebida para proteger o antigénio do
rapido catabolismo, tal como hidréxido de aluminio ou &leo

mineral, e um estimulador nao especifico de respostas
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imunitdrias, tal como lipido A, Bordatella pertussis ou
Mycobacterium tuberculosis. Adjuvantes adequados estao
disponiveis comercialmente como, por exemplo, o Adjuvante
Incompleto de Freund e o Adjuvante Completo de Freund (Difco
Laboratories) e o Adjuvante 65 da Merck (Merck and Company,
Inc., Rahway, NJ). Outros adjuvantes adequados incluem alumen,

microsferas biodegradaveis, lipido A monofosforilo e quil A.

Noutro aspecto, esta invencao divulga métodos para
utilizacéao de um ou mais dos polipéptidos descritos
anteriormente ©para diagnosticar a tuberculose wutilizando um
teste cutédneo. Como aqui wutilizado, um “teste cuténeo” ¢é&
qualquer ensaio realizado directamente num doente, no qual uma
reacgao de hipersensibilidade retardada (DTH) (tal como inchacgo,
vermelhiddao ou dermatite) ¢é medida no seguimento de injeccéo
intradérmica de um ou mais polipéptidos como descritos
anteriormente. Tal 1injeccgdo pode ser alcancada utilizando
qualqguer dispositivo adequado suficiente para colocar o)
polipéptido ou polipéptidos em contacto com as células dérmicas
do doente, tal como uma seringa de tuberculina ou seringa de
1 mL. De um modo preferido, a reaccdao ¢é medida, pelo menos,

48 horas apdés a injeccdo, de um modo mais preferido 48-72 horas.

A reaccdo de DTH € uma resposta imunitdria de mediacao
celular que ¢é maior em doentes qgue tenham sido expostos
anteriormente ao antigénio de teste (i. e., a parte imunogénica
do polipéptido empregue ou uma sua variante). A resposta pode
ser medida visualmente, utilizando uma régua. Em geral, uma
resposta que ¢é superior a cerca de 0,5 cm de didmetro, de um
modo preferido superior a cerca de 1,0 cm de diédmetro, é uma
resposta positiva, indicativa de infecgdo de tuberculose que

pode ou nao ser manifestada como uma doenca activa.
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Os polipéptidos desta invencdo sao formulados, de um modo
preferido, para utilizacdo num teste cutédneo, como composicgdes
farmacéuticas contendo um polipéptido e um veiculo
fisiologicamente aceitdvel, como descritos anteriormente. Tais
composicgdes contém tipicamente um ou mais dos polipéptidos
anteriores numa qgquantidade variando entre cerca de 1 ug a cerca
de 100 pg, de um modo preferido de cerca de 10 pg a cerca de
50 ng, num volume de 0,1 mL. De um modo preferido, o veiculo
empregue em tais composicdes farmacéuticas é uma solucgdao salina

com conservantes apropriados, tais como fenol e/ou Tween 80m™,

Numa forma de realizacado preferida, um polipéptido empregue
num teste cutdneo € de tamanho suficiente de modo a que
permaneca no local de injeccdo durante a duracao do periodo de
reacgao. Em geral, um polipéptido gue tenha, pelo menos,
9 aminodcidos de comprimento ¢é suficiente. O polipéptido ¢é
igualmente, de um modo preferido, degradado por macrdéfagos no
espaco de horas de injeccdao, de modo a permitir a apresentacao
as células T. Tais polipéptidos podem conter repeticgdes de uma
ou mails das sequéncias anteriores e/ou outras sequéncias
imunog