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(57) Resumo: COMPOSICAO FARMACEUTICA, USOS DE UMA

PROTEINA DE FUSAO Mtb72f OU UM FRAGMENTO
IMUNOGENICO D MA, E, DE UM ACIDO NUCLEICO A presente
invencéo refere-se a métodos d prevenir reativagao de infecgdes ativas
e latentes com M tuberculosis por meio de administragdo de uma
composi¢do farmacéutica compreendendo um acido nueleico
codificando para uma proteina de fusdo Mtb72f, ou uma roteina de
fusdo Mtb72f ou um fragmento imunogénico do mesmo, por exemplo,
em conjunto com um adjuvante. O acido nucleico Mtb72f ou proteina
de fusdo pode ser administrado com um ou mais agentes
quimioterapicos eficazes contra uma infecgdo com M tuberculos is. Os
métodos também pro orcionam o encurtamento do periodo de um
regime quimioterapico contra uma infeccdo com M tuberculosis.
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“COMPOSICAO FARMACEUTICA, USOS DE UMA PROTEINA DE
FUSAO Mtb72f OU UM FRAGMENTO IMUNOGENICO DA MESMA, E,
DE UM ACIDO NUCLEICO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a métodos de prevenir ou tratar

reativacdo de uma infec¢do com M. tuberculosis em um mamifero e a

métodos de encurtar o decurso da quimioterapia contra uma infecgdo com M.

tuberculosis.

ANTERIORIDADES DA INVENCAO

Tuberculose ¢ uma doenga infecciosa cronica causado por

infecco com M. tuberculosis e outras espécies de Mycobacterium. Ela é uma
doenga importante em paises em desenvolvimento, e também é um problema
crescente em areas desenvolvidas do mundo, com cerca de 8 milhdes novos
casos a cada ano. Embora a infecgdo possa ser assintomatica durante um
periodo consideravel, a doen¢a é manifestada mais comumente como uma
inflamacdo aguda dos pulmdes, resultando em febre e numa tosse ndo-
produtiva. Se nfo tratada, resultardo tipicamente sérias complicag3es e morte.

Embora a tuberculose possa ser geralmente controlada
empregando-se terapia estendida com antibidticos, tal tratamento ndo €
suficiente para prevenir a disseminagio da doenca. Individuos infectados
podem ser assintomaticos, mas contagiosos, durante algum tempo.
Adicionalmente, embora a adesdo com o regime de tratamento seja critica, o
comportamento do paciente ¢ dificil de monitorar. Alguns pacientes ndo
completam o curso de tratamento, o que pode levar a tratamento ineficaz e ao
desenvolvimento de resisténcia 4 droga. Mesmo que o curso completo do

tratamento seja completado, a infec¢do com M. tuberculosis ndo ¢é erradicada

" do individuo infectado, mas permanece como uma infecgéo latente que pode

ser reativada.
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Para controlar a disseminag¢do da tuberculose, vacinagdo eficaz
e diagnostico precoce preciso da doenga sdo da maior importéncia.
Correntemente, vacinacdo com bactérias vivas ¢ o método mais eficiente para
induzir imunidade protetora. O Mycobacterium mais comum empregado para
tal fim é o Bacillus Calmette-Guerin (BCG), uma cepa avirulenta de M. bovis.
No entanto, a seguranga e eficacia do BCG ¢é uma fonte de controvérsia, e
alguns paises, como os Estados Unidos, ndo vacinam o publico em geral com
este agente.

O diagnéstico da tuberculose ¢ obtido comumente usando-se
um teste de pele, que envolve exposi¢do intradérmica a tuberculina PPD
(derivado purificado de proteina). Respostas de células T especificas para
antigeno resultam em endurecimento mensuravel no sitio de inje¢do em torno
de 48 a 72 horas apds injegdo, o que indica exposi¢do a antigenos
micobacterianos. Sensibilidade e especificidade tem representado, contudo,
um problema com este teste é que individuos vacinados com BCG néo podem
ser diferenciados de individuos infectados.

Embora se tenha mostrado que macrdéfagos atuam como os
principais efetoras da imunidade de Mycobacterium, células T séo os
indutores predominantes de referida imunidade. O papel essencial de células
T na protegdo contra infecgdo com Mycobacterium ¢ ilustrado pela ocorréncia
freqiiente de infecgdo com Mycobacterium em pacientes com AIDS, devido a
deplegio de células T CD4" associadas com infecgdo com virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Mostrou-se que células T CDA" reativas a
Mycobacterium sio produtores potentes de y-interferon (IFN-y), e que, por
sua vez, disparam os efeitos anti-micobacterianos de macrofagos em
camundongos. Embora o papel do IFN-y em humanos seja menos claro,
estudos mostraram que 1,25-di-hidréxi-vitamina D3, seja sozinha ou em
combinacgdo com IFN-y ou fator de necrose de tumor alfa, ativa macréfagos

humanos para inibir infec¢do com M. tuberculosis. Adicionalmente, € de
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conhecimento geral que o IFN-y estimula macréfagos humanos a produzir,25-
di-hidréxi-vitamina D3. De forma analoga, mostrou-se que a interleucina-12
(IL-12) desempenha um papel na estimulagdo da resisténcia a infec¢do com
M. tuberculosis. Para uma revisio da imunologia da infecgdo com M
tuberculosis, ver Chan & Kaufmann, Tuberculosis: Pathogenesis, Protection
and Control (Bloom ed., 1994), Tuberculosis (2* ed., Rom e Garay, eds.,
2003), e Harrison 's Principles of Internal Medicine, capitulo 150, pp. 953-
966 (16° ed., Braunwald, et al, eds., 2005).

Permanece uma necessidade de estratégias de tratamento
eficazes para prevenir a reativagdo de infecgdes com Mycobacterium
tuberculosis, tanto de infec¢des ativas como de infecgdes latentes. Esta
invengio atende esta e outras necessidades.

Descricdo das segiiéncias listadas

SEQ ID No:1: Mtb72f com marcador 6 His N-terminal (DNA)

SEQ ID No:2: Mtb72f com marcador 6 His N-terminal

(proteina)

SEQ ID No:3: M72 (variante de Mtb72f) com inser¢do de 2
His N-terminal (DNA)

SEQ ID No:4: M72 (variante de Mtb72f) com inser¢do de 2-
His N-terminal (proteina)

SEQ ID No:5: Mtb72f sem insergdo de His N-terminal (DNA)

SEQ ID No:6: Mtb72f sem inser¢do de His N-terminal
(pfoteina)

Breve resumo da invencao

A presente invengdo proporciona composi¢des farmacéuticas
compreendendo uma proteina de fusdo Mtb72f ou um fragmento imunogénico
da mesma de uma espécie de um Mycobacterium do complexo de tuberculose,
por exemplo, em conjunto com um ou mais adjuvantes, incluindo AS01B e

ASO2A.
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A presente invengdo baseia-se em parte na descoberta dos
inventores de que a administragdo de uma proteina de fusdo Mtb72f ou
fragmento imunogénico da mesma, p. ex., em conjunto com um Ou mais
adjuvantes ou um 4cido nucleico que codifica uma proteina de fuséo Mtb72f
ou fragmento imunogénico da mesma, pode prevenir ou tratar reativagdo de
uma infecgdio ativa ou inativa com M. tuberculosis. Em uma concretizagéo
preferida, uma proteina de fusdo Mtb72f ou 4cido nucleico ¢ administrada
com um ou mais agentes quimioterapicos eficazes contra uma infecgéo com
M. tuberculosis.

Em um aspecto, as composi¢des sdo empregadas em métodos
para prevenir ou tratar reativagdo de tuberculose em um sujeito, sendo que o
método compreende a etapa de administrar a um mamifero ja infectado com
Mycobacterium tuberculosis uma quantidade imunologicamente eficaz de
uma composigdo farmacéutica compreendendo uma proteina de fusdo Mtb72f
ou um fragmento imunogénico da mesma de uma espécie de Mycobacterium
do complexo de tuberculose e um adjuvante, sendo que a proteina de fuséo
Mtb72f induz uma resposta imunoldgica contra M. tuberculosis, prevenindo
ou tratando com isto a reativagdo da tuberculose.

Em outro aspecto, as composi¢des sdo empregadas em
métodos para prevenir reativagdo da tuberculose em um sujeito, sendo que o
método compreende a etapa de administrar a um mamifero ja infectado com
Mycobacterium tuberculosis uma quantidade imunologicamente eficaz de
uma composi¢do farmacéutica compreendendo um 4cido nucleico que
codifica uma proteina de fusdo Mtb72f ou um fragmento imunogénico da
mesma de uma espécie de Mycobacterium do complexo de tuberculose, sendo
que a proteina de fusdo Mitb72f expressa induz uma resposta imunologica
contra M. tuberculosis, prevenindo ou tratando com isto a reativagdo da
tuberculose.

Em outro aspecto, as composi¢des sdo empregadas em
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métodos para reduzir o decurso da quimioterapia contra uma infec¢do com M.
tuberculosis, sendo que o método compreende administrar a um mamifero ja
infectado com Mycobacterium tuberculosis um ou mais agentes
quimioterapicos eficazes contra uma infec¢do com M. tuberculosis € uma
quantidade imunologicamente eficaz de uma composi¢do farmacéutica
compreendendo uma proteina de fusdo Mtb72f ou um fragmento imunogénico
da mesma de uma espécie de Mycobacterium do complexo de tuberculose e
um adjuvante, sendo que referida proteina de fusdo Mtb72f ou fragmento
imunogénico da mesma induz uma resposta imunologica contra M.
tuberculosis, permitindo, com isto, reduzir o decurso da quimioterapia contra
uma infec¢do com M. tuberculosis. Encurtando o decurso da’quimioterapia
contra uma infec¢io com M. tuberculosis, os presentes métodos também séo
eficazes para incrementar a adesdo de um individuo que estd sendo tratado
para uma infecgio com M. tuberculosis para completar um curso inteiro de
tratamento.

Breve descricdo dos desenhos

Figura 1 mostra uma representagdo grafica do modelo de
reativagio da M. tuberculosis em camundongos Swiss Webster (SWR/J). A
figura mostra momentos determinados para infec¢do, tratamento com
quimioterapia (50 mg de rifampina/85 mg de isoniazida por litro de agua
potavel), imunizagdes e enumeragio de carga bacteriana/unidades formadoras
de colonia (CFU).

Figura 2 mostra respostas imunolégicas de anticorpos de IgG1
e IgG2a em camundongos SWR/J infectados com M. tuberculosis tratados
com quimioterapia e, depois, imunizados com Mtb72f. Camundongos foram
deixados ndo-tratados, tratados com quimioterapia (50 mg de rifampina/85
mg de isoniazida por litro de 4gua potavel) ou tratados com quimioterapia e
imunizados trés vezes intra-muscularmente com 8 pg por dose de Mtb72f

formulado sem adjuvante. Dez dias apdés a ultima imunizagdo, os
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camundongos foram sangrados e os soros testados quanto a resposta de
anticorpos anti-Mtb72f para ambos os isétopos, IgG1 (vermelho) e IgG2a
(preto) por meio de ELISA.

Figura 3 mostra respostas imunoldgicas de anticorpos de IgG1
e IgG2a em camundongos SWR/J infectados com M. tuberculosis tratados
com quimioterapia e, depois, imunizados com Mtb72f. Camundongos foram
deixados ndo-tratados, tratados com quimioterapia (50 mg de rifampina/85
mg de isoniazida por litro de dgua potavel) ou tratados com quimioterapia e
imunizados trés vezes intra-muscularmente com 8 pg por dose de Mtb72f
formulado com o adjuvante ASO1B. Dez dias apds a ultima imunizag&o, 08
camundongos foram sangrados e os soros testados quanto a resposta de
anticorpo anti-Mtb72f para ambos os isotopos, IgG1l (vermelho) e IgG2a
(preto), por meio de ELISA.

Figura 4 mostra respostas de interferon-gama (IFN-y) em
camundongos SWR/J infectados com M. tuberculosis tratados com
quimioterapia e, depois, imunizados com Mtb72f. Células de bago foram
obtidas de camundongos em diversos momentos determinados e estimuladas
in vitro durante trés dias com 10 pg/ml de rMtb72f ou os componentes
(Mtb32c e Mtb39) como indicado. Como controles, culturas de esplenocitos
também sdo estimuladas com PPD (3 pg/ml), lisado de BCG (10 pg/ml),
conA (3 pg/ml) ou meio apenas. Infecgio com IFN-y foi medida
subseqiientemente por meio de ELISA.

Figura 5 mostra respostas de IFN-y em camundongos SWR/J
infectados com M. tuberculosis tratados com quimioterapia e, depois,
imunizados com Mtb72f. Células de bago foram obtidas de camundongos em
diversos momentos determinados e estimuladas in vitro durante trés dias com
10 pg/ml de rMtb72f ou os componentes (Mtb32¢ e Mtb39) como indicado.
Como controles, culturas de esplendcitos também foram estimuladas com

PPD (3 pg/ml), lisado de BCG (10 pg/ml), conA (3 pg/ml) ou meio apenas. A
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produgio de EFN-y foi medida subseqiientemente por meio de ELISA.

Figura 6 mostra respostas de células T CD4+ e citocina IFN-y
em camundongos SWR/J infectados com M. tuberculosis tratados com
quimioterapia e, depois, imunizados com Mtb72f. Células de bago foram
obtidas de camundongos em diversos momentos determinados e estimuladas
in vitro de um dia para o outro com 10 pg/ml de rMtb72f. As células foram
entdo manchadas para CD4 e IFN-y. Como um controle, culturas de
esplendcitos também foram estimuladas com meio apenas. A producdo de
IFN-y+ especifica para células T CD4" foi medida subseqiientemente por
meio de manchamento de citocina intracelular (ICS).

Figura 7 mostra um sumario tabulado dos valores de produgao
de INF-y+ especifica para células T CD4+ e CD8+ no dia 120 apos infecgdo
com Mtb. Células de bago foram obtidas de grupos de camundongos deixados
ndo-tratados, tratados com combina¢do quimioterapia durante 30, 60 ou 90
dias, ou tratados com quimioterapia de combinag&o como um adjunto a vacina
de Mtb72f. Esplendcitos foram estimulados in vitro de um dia para o outro
com 10 pg/ml de rMtb72f. As células foram entdo manchadas para CD4, CD8
ou IFN-y. Como um controle, culturas de esplendcitos também foram
estimuladas com meio apenas. Produgdo de IFN-y+ especifica para células T
CD4+ e CD8+ foi medida subseqiientemente por meio de manchamento de
citocina intracelular.

Figura 8 mostra a sobrevida de camundongos SWR/J
infectados com M. tuberculosis tratados com quimioterapia e, depois,
imunizados com Mtb72f. Camundongos foram infectados via aerossol com
50-100 CFU de MtbH37Rv, e iniciou-se quimioterapia (50 mg de
rifampina/85 mg de isoniazida por litro de agua potavel) em um subconjunto
de camundongos trinta dias mais tarde. Quimioterapia foi prosseguida durante
60 dias. Metade daqueles camundongos que receberam quimioterapia foram

imunizados trés vezes intra-muscularmente com 8 pg por dose de Mtb72f
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formulado com o adjuvante AS10B.

Figura 9 mostra a sobrevida de camundongos SWR/J
infectados com M. tuberculosis tratados com quimioterapia e, depois,
imunizados com Mtb72f. Camundongos foram infectados via aerossol com
50-100 CFU de MtbH37Rv, e iniciou-se quimioterapia (50 mg de
rifampina/85 mg de isoniazida por litro de 4gua potavel) em um subconjunto
de camundongos trinta dias mais tarde. Quimioterapia foi prosseguida durante
30, 60 ou 90 dias em subconjuntos separados de camundongos. Metade destes
camundongos que receberam quimioterapia foram imunizados trés vezes
intra-muscularmente com 8 pg por dose de Mtb72f formulado com o
adjuvante AS10B.

Descricdo detalhada de concretizacdes especificas

A presente invengdo refere-se a composi¢des compreendendo
proteinas de fusio ou 4cidos nucleicos de Mtb72f e um adjuvante uteis para
tratar, prevenir, ou retardar a reativagdo de uma infeccdo ativa ou inativa (i.e.,
latente) com Mycobacterium, e métodos para seu uso. Mais especificamente,
as composi¢des da presente invengdo compreendem polipeptideos de fusdo
Mitb72f ou fragmentos imunogénicos dos mesmos ou 4cidos nucleicos que
codificam polipeptideos de fusdo Mtb72f ou fragmentos imunogénicos dos
mesmos apresentando componentes de uma espécie de Mycobacterium do
complexo de tuberculose, p. ex., uma espécie, como M tuberculosis, M.
bovis, ou M. africanum, ou uma espécie de Mycobacterium que é ambiental
ou oportunistica e que causa infec¢des oportunisticas, como infecgdes do
pulmio em hospedeiros imunocomprometidos (p. ex., pacientes com AIDS),
p. ex., BCG, M. avium, M. intracellular, M. celatum, M. genavense, M
haemophilum, M. kansasii, M. simiae, M. vaccae, M. fortuitum, e M.
scrofulaceum (ver, p. ex., Harrison's Principles of Internal Medicine, capitulo
150, pp. 953-966 (16* ed., Braunwald, et al., eds., 2005). Os inventores do

presente pedido descobriram, com surpresa, que composi¢des compreendendo
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polipeptideos de fusdo Mtb72f ou 4&cidos nucleicos que codificam
polipeptideos de fusdo Mtb72f, ou fragmentos imunogénicos dos mesmos,
situam-se Uteis para tratar, prevenir ou retardar reativagdo de uma infec¢do
com M. tuberculosis. Em uma concretizagdo preferida, um polipeptideo de
fusio Mtb72f ou acido nucleico é administrado com um ou mais agentes
quimioterapicos. Portanto, estas composi¢des, polipeptideos, e os acidos
nucleicos que codificam os mesmos sdo uteis para elicitar uma resposta
imunolégica em mamiferos que é protetora contra reativagio de sintomas de
doenga.

Os polipeptideos de fusdo e acidos nucleicos de Mtb72f da
presente invengdo podem compreendem adicionalmente outros componentes
projetados para incrementar sua antigenicidade ou para aperfeigoar estes
antigenos em outros aspectos. Por exemplo, o isolamento aperfeicoado dos
antigenos de polipeptideo de fusdo pode ser facilitado por meio da adigdo de
uma extensdo de radicais histidina no sentido de uma extremidade do
antigeno. As composigdes, polipeptideos, e acidos nucleicos da invengdo
podem compreender copias adicionais de antigenos, ou polipeptideos
heterlogos adicionais de Mycobacterium sp., como antigeno MTB.4,
antigeno MTB9.8, antigeno MTB9.9, antigeno MTB40, antigeno MTB41,
antigeno ESAT-6, antigeno de complexo MTB85, antigeno a-cristalino, ou
antigeno NS1.

Alternativamente ou adicionalmente as composigdes,
polipeptideos, e acidos nucleicos da invengdo podem compreender copias
adicionais de outros antigenos de Mjycobacterium sp., como Ag85B ou
MTCC#2, as composicdes, polipeptideos, e é4cidos nucleicos da invengéo
também podem compreender polipeptideos adicionais de outras fontes. Por
exemplo, as composigdes e proteinas de fusdo da invengdo podem incluir
polipeptideos ou acidos nucleicos que codificam polipeptideos, sendo que o

polipeptideo incrementa a expressdo do antigeno, p. ex., NS1, uma proteina
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de virus de influenza (ver, p. ex. W099/40188 e W093/04175). Os acidos
nucleicos da invengiio podem ser manipulados com base na preferéncia de
cédon em uma espécie de escolha, p. ex., humanos.

As composicbes de proteina de fusdo Mtb72f compreendem
usualmente um ou mais adjuvantes, p. ex., AS10B (lipideo A de
monosfosforila (MPL) e QS21 em uma formulagdo de lipossoma; ver,
Publicagdo de Patente dos E.U.A. n° 2003/0143240); AS02A (3D-MPL e
QS21 e uma emulsdo 6leo em agua; Ver,l Bojang, et al, Lancet (2001)

358:1927); ENHANZYN (Detox); 3D-MPL; saponinas incluindo Quil A e

~ seus componentes, p. ex. QS21 e miméticos de saponina; CWS; TDM; AGP;

olinucleopeptideos imunoestimuladores, p. ex. CPG; Leif; e seus derivados.
Em uma concretizagio preferida, um polipeptideo de fusdo Mtb72f ¢
administrado com um ou mais adjuvantes selecionados do grupo que consiste
de 3D-MPL e QS21 em uma formulagdo de lipossoma, p. ex. AS10B e MPL e
QS21 e uma emulsdo 6leo em agua (p. ex., AS02A). Adjuvantes AS10B e
ASO2A sfo descritos adicionalmente em Pichyangkul, et al., Vaccine (2004)
22:3831-40.

Quando se fornece o antigeno de Mtb72f como um &cido
nucleico, este pode ser fornecido, por exemplo, em um vetor viral (i.e., um
vetor de adenovirus), ou em uma célula hospedeira de bactéria mutante (i.e.,
uma célula hospedeiro de Mycobacterium, Lactobacillus ou Bacillus mutante,
avirulenta incluindo Bacillus Calmette-Guerin (BCG) e Lactococcus lactis).

Em um aspecto, as composi¢des sdo empregadas em métodos
para prevenir ou tratar reativagdo da tuberculose em um sujeito, sendo que o
método compreende a etapa de administrar a um mamifero ja infectado com
Mycobacterium tuberculosis uma quantidade imunologicamente eficaz de
uma composi¢io farmacéutica compreendendo uma proteina de fusdo Mtb72f
ou um fragmento imunogénico da mesma de uma espécie de Mycobacterium

do complexo de tuberculose e um adjuvante, sendo que a proteina de fuséo
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Mitb72f induz uma resposta imunolégica contra M. tuberculosis, prevenindo
com isso reativacdo de tuberculose. Praticando-se os métodos da presente
invencdo, é possivel retardar a reativagdo de uma infec¢do com M
tuberculosis (por exemplo, por um periodo de meses, anos ou
indefinidamente).

Em um aspecto, as composi¢des sdo empregadas em métodos
para prevenir ou tratar reativagdo da tuberculose em um sujeito, sendo que o
método compreende a etapa de administrar a um mamifero ja infectado com
Mycobacterium tuberculosis uma quantidade imunologicamente eficaz de
uma composicdo farmacéutica compreendendo um écido nucleico que
codifica uma proteina de fusio Mtb72f ou um fragmento imunogénico da
mesma de uma espécie de Mycobacterium do complexo de tuberculose, sendo
que a proteina de fusio Mtb72f expressa induz uma resposta imunologica
contra M. tuberculosis, prevenindo, com isso, a reativagdo de tuberculose.

Em uma concretizacdo, a proteina de fusdo ou acido nucleico
de Mtb72f é administrada a um individuo com uma infecg¢do ativa de M.
tuberculosis. Em uma concretizagio, a proteina de fus@io ou 4cido nucleico de
Mtb72f é administrada 2 um individuo com uma infecgdo inativa ou latente de
M. tuberculosis. Em uma concretizagdo, a proteina de fusdo ou 4cido nucleico
de Mtb72f é administrada a um individuo infectado com uma cepa de M.
tuberculosis resistentes a drogas multiplas. Em uma concretizag@o, a proteina
de fusfo ou 4cido nucleico de Mtb72f é administrada a um individuo que foi
imunizado previamente com Bacillus Calmette-Guerin (BCG).

Em algumas concretizagdes, a proteina de fusdo ou acido
nucleico de Mtb72f é administrada com um ou mais agentes quimioterapicos
eficazes contra uma infec¢do com M. tuberculosis. Exemplos de referidos
agentes quimioterdpicos incluem, embora sem limitag@o, amicacina, acido
aminossacilico, capreomicina, ciclosserina, etambutol, etionamida, isoniazida,

canamicina, pirazinamida, rifamicinas (i.e., rifampina, rifapentina e
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rifabutina), estreptomicina, ofloxacina, ciprofloxacina, claritromicina,
azitromicina e fluoroquinolonas. Referida quimioterapia ¢ determinada pelo
critério do médico responsavel usando combinagdes de drogas preferidas.
Agentes quimioterapicos de "primeira linha" usados para tratar uma infec¢éo
com M. tuberculosis que ndo ¢é resistente a droga incluem isoniazida,
rifampina,  etambutol,  estreptomicina e  pirazinamida. = Agentes
quimioterapicos de "segunda linha" usados para tratar uma infec¢do com M.
tuberculosis que demonstrou resisténcia-a-droga a uma ou mais drogas de
"primeira linha" incluem ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida, acido
aminossacilico, ciclosserina, amicacina, canamicina e capreomicina.

A proteina de fusdo ou &cido nucleico de Mtb72f pode ser
administrada antes, concorrentemente com, ou apés administragdo do um ou
mais agentes quimioterdpicos eficazes contra uma infecgdo com M
tuberculosis. Em uma concretiza¢do, a proteina de fusdo ou 4cido nucleico de
Mitb72f é administrada cerca de 2 semanas apds o inicio da administragdo de
um ou mais agentes quimioterapicos. O um ou mais agentes quimioterapicos
s3o administrados geralmente durante um determinado periodo, por exemplo,
durante cerca de 1, 2, 3, ou 4 semanas, 2, 3, 4, 5, 6 ou 8 meses, 1 ano ou mais
tempo.

Em determinadas concretizagdes, o efeito de uma proteina de
fusdo ou acido nucleico de Mtb72f € incrementado pela administragdo com
Bacillus Calmette-Guerin (BCG).

Em algumas concretizagdes, uma preparagdo ou primeira
administragdo de um polipeptideo de fusdo ou éacido nucleico de Mtb72f ¢
seguida de uma ou mas administragdo de "reforgo" ou subseqiientes de um
polipeptideo de fusdo ou é&cido nucleico de Mtb72f (método de "iniciar e
refor¢ar"). Por exemplo, uma primeira administragdo com um polipeptideo de
fusdo ou acido nucleico de Mtb72f é seguida de uma ou mais administra¢des

subseqiientes de uma proteina de fusdo ou acido nucleico de Mtb72f. Em uma
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concretizagdo, uma primeira administragdo com um polipeptideo de fuséo ou
dcido nucleico de Mtb72f é seguida de uma ou mais administragdes
subseqiientes de um polipeptideo de fusdo Mtb72f. Em uma concretizagéo,
uma primeira administragdo com um polipeptideo de fusdo ou acido nucleico
de Mtb72f é seguida de uma ou mais administragdes subseqiientes de um
acido nucleico Mtb72f. Usualmente, a primeira administragdo ou
administragfio de "iniciagdo" e a segunda administragdo ou administragéo de
"reforco" sdo dadas com intervalo de cerca de 2-12 semanas, ou de até 4 a 6
meses. Administragdes de "reforgo" subseqiientes sdo dadas com intervalos de
cerca de 6 meses, ou de até 1, 2, 3, 4 ou 5 anos. Tratamento de reforgo
convencional (p. ex., uma administragdo de inicio de proteina, seguida de uma
administracdo de reforco de proteina) também ¢ Uutil para prevenir ou tratar
contra reativa¢do de M. tuberculosis.

Em outro aspecto, as composi¢des sdo empregadas em
métodos para reduzir ou encurtar o decurso da quimioterapia contra uma
infeccdo com M. tuberculosis, sendo que o método compreende administrar a
um mamifero ja infectado com Mjycobacterium tuberculosis um ou mais
agentes quimioterapicos eficazes contra uma infec¢do com M. tuberculosis e
uma quantidade imunologicamente eficaz de uma composicdo farmacéutica
compreendendo um polipeptideo de fusdo Mtb72f ou um fragmento
imunogénico da mesma de uma espécie de Mycobacterium do complexo de
tuberculose e um adjuvante, sendo que referido polipeptideo de fusdo Mtb72f
induz uma resposta imunolégica contra M. tuberculosis, permitindo com isto
reduzir ou encurtar o decurso da quimioterapia contra uma infec¢do com M.
tuberculosis. Usualmente, a administragdo de um polipeptideo de fusdo ou
acido nucleico de Mtb72f se seguira a tratamento quimioterapico eficaz contra
uma infeccdo com M. tuberculosis dentro de 6 meses, 5 meses, 4 meses, 3
meses, OU menos.

As composi¢des de Mtb72f sdo administradas usualmente a
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humanos, mas sio eficazes em outros mamiferos, incluindo mamiferos
domésticos (i.e., cdes, gatos, coelhos, ratos, camundongos, porquinhos-da-
india, hamsters, chinchilas) e mamiferos agricolas (i.e., vacas, porcos, ovelha,
cabras, cavalos).

Em seu aspecto mais geral, uma proteina de fusdo Mtb72f de
acordo com a invengdo ¢ uma proteina compreendendo pelo menos um
fragmento imunogénico de cada um dos 3 antigenos Ral2-TbH9-Ra35.

Na nomenclatura da aplicagdo, Ra35 refere-se a extremidade N
de Mtb32A (Ra35FL), compreendendo pelo menos cerca dos primeiros 205
aminodcidos de Mtb32A de M. tuberculosis, cuja seqiiéncia de nucleotideos e
aminoéacidos é revelada na Figura 4 do Pedido de Patente dos E.U.A.
09/597.796, ou a regifio correspondente de outra espécie de Mycobacterium.
Da forma mais tipica, Ra35 refere-se a porgéo da SEQ ID No: 2 revelada no
presente pedido correspondente aos radicais de 535 a 729. Alternativamente
isto refere-se a uma variante em Ra35 em que o aminodcido Ser
correspondente a 710 na SEQ ID No: 2 € substituido por Ala.

Ral2 refere-se a extremidade C de Mtb32A (Ra35FL),
compreendendo pelo menos cerca dos ltimos 132 aminoacidos de MTB32A
de M. tuberculosis, cuja seqiiéncia é revelada como SEQ ID NO:4 (DNA) e
SEQ ID NO:66 (seqiiéncia de aminoacidos predita) no Pedido de Patente dos
E.U.A. n° 09/072.967, ou a regido correspondente de outra espécie de
Mycobacterium. Da forma mais tipica, Ral2 refere-se a por¢do da SEQ ID
No: 2 revelada no presente pedido correspondente aos radicais de 8 a 139.

Mtb39 (TbH9) refere-se a uma seqiiéncia essencialmente []
aquela divulgada como SEQ ID NO: 106 (cDNA de comprimento pleno) e
SEQ ID NO: 107 (proteina de comprimento pleno) nos Pedidos de Patentes
dos E.U.A. n° 08/658.800, n° 08/659.683, n° 08/818.112, e n° 08/818.111 e
nos pedidos W097/09428 ¢ W097/09429. A seqiiéncia também € divulgada
como SEQ ID NO:33 (DNA) e SEQ ID NO:91 (aminoécido) no Pedido de
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Patente dos E.U.A. n° 09/056.559. Da forma mais tipica, TbH9 refere-se a
porcio da SEQ ID No: 2 divulgada no presente pedido correspondente aos
radicais de 143 a -532.

O texto a seguir proporciona seqii€ncias de alguns antigenos
individuais usados nas composi¢des e proteinas de fusdo da inveng&o:

Mtb32A (TbRa35FL ou Ra35FL), cuja seqiiéncia € divulgada
como SEQ ID NO: 17 (cDNA) e SEQ ID NO:79 (proteina) nos Pedidos de
Patentes dos E.U.A. nums. 08/523.436, 08/523.435, n° 08/658.800, n°
08/659.683, n° 08/818.112, n® 09/056.556, ¢ n° 08/818.111 e nos pedidos
WQ097/09428 ¢ W097/09429, ver também Skeiky et al, Infecction and
Immunity 67:3998-4007 (1999);

O texto a seguir proporciona seqiiéncias de algumas proteinas
de fusdo da invengéo:

TbH9-Ra35 (Mtb59F), cuja seqiiéncia é divulgada como SEQ
ID NO:23 (cDNA) e SEQ ID NO:24 (proteina) no Pedido de Patente dos
E.U.A. n° 09/287.849 e no Pedido PCT/US99/07717,

Ral2-TbH9-Ra35 (Mtb72f), cuja seqiiéncia ¢ divulgada como
SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO: 5 (DNA) e SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:6
(proteina) no presente pedido, e também no Pedido de Patente dos E.U.A. n°
09/223.040, e no PCT/US99/07717. As seqiiéncias da SEQ ID NO: 1 e SEQ
ID NO:2 incluem um marcador His de radicais 6 His.

M72 que é um mutante de Mtb72f em que o radical serina no
aminoacido correspondente a posigdo 710 na SEQ ID No: 2 foi substituido
por Ala, (e também radicais 4 His removidos do marcador His na extremidade
N) cuja seqiiéncia é divulgada como SEQ ID No: 3 (DNA) e SEQ ID No: 4
(proteina) no presente pedido. Uma variante destas seqiiéncias em que a
proteina apresenta um marcador His de radicais 6 His é divulgada no Pedido
de Patente dos E.U.A. n° 09/597.796 e no PCT/US01/19959. Devido a

substituicdo de Ser710 por Ala, acredita-se que M72 € mais resistente a
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autdlise do que Mtb72f.

O texto a seguir proporciona seqiiéncias de alguns antigenos
adicionais usados nas composicdes e proteinas de fusdo da invengéo:

Mtb8.4 (DPV), cuja seqiiéncia é divulgada como SEQ ID NO:
101 (cDNA) e SEQ ID NO:102 (proteina) nos Pedidos de Patentes dos E.U.A.
nums. 08/658.800, n° 08/659.683, n° 08/818.112 e n° 08/818.111 e nos
Pedidos W097/09428 ¢ W(0O97/09429;

Mtb9.8 (MSL), cuja seqiiéncia é divulgada como SEQ ID NO:
12 (DNA), SEQ ID NO: 109 (seqiiéncia de aminoacidos predita) e SEQ ID
NO: de 110 a 124 (peptideos) nos Pedidos de Patentes dos E.U.A. n°
08/859.381, n° 08/858.998, n° 09/073.009 e n° 09/073.010 e nos Pedidos
PCT/US98/10407 e PCT/US98/10514;

Mtb9.9A (MTI, também conhecido como MTI-A), cuja
seqiiéncia ¢ divulgada como SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:4 (DNA) e SEQ ID
NO:29 e SEQ ID NO: de 51 a 66 (peptideo de matriz de leitura aberta para
MTTI) nos Pedidos de Patentes dos E.U.A. n° 08/859.381, n° 08/858.998, n°
09/073.009 e n° 09/073.010 e nos Pedidos PCT/US98/10407 e
PCT/US98/10514. Também existem duas outras variantes de MTI,
denonﬁnadas MTI-B e MTI-C;

Mtb40 (HTCC#1), cuja seqiiéncia é divulgada como SEQ ID
NO: 137 (cDNA) e 138 (seqiiéncia de aminoécidos predita) nos Pedidos de
Patentes dos E.U.A. n° 09/073.009 e n° 09/073.010 e nos Pedidos
PCT/US98/10407 e PCT/US98/10514:

Mtb41 (MTCCH2), cuja seqiiéncia é divulgada como SEQ ID
NO: 140 (¢cDNA) e SEQ ID NO: 142 (séqﬁéncia de aminoacidos predita) nos
Pedidos de Patentes dos E.U.A. n° 09/073,009 e n° 09/073,010 e nos Pedidos
PCT/US98/10407 e PCT/US98/10514;

ESAT-6, cuja seqiiéncia € divulgada como SEQ ID NO: 103
(DNA) e SEQ ID NO: 104 (seqiiéncia de aminoacidos predita) no Pedido de
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Patente dos E.U.A. n° 09/072.967. A seqiiéncia de ESAT-6 também ¢é
divulgada na Patente dos Estados Unidos n° 5.955.077;

Antigeno a-cristalino, cuja seqiiéncia € divulgada em Verbon
et al, J Bact. 174:1352- 1359 (1992);

antigeno de complexo 85, cuja seqiiéncia € divulgada em
Content et al, Infect. & Immunol. 59:3205-3212 (1991).

Cada uma das seqiiéncias acima também é divulgada em Cole
et al. Nature 393:537 (1998) e podem ser encontradas, por exemplo, em
http://www.sanger.ac.uk e http:/www.pasteur.fr/mycdb/.

As seqiiéncias acima sdo divulgadas nos Pedidos de Patentes
dos E.U.A. n° 08/523.435, 08/523.436, 08/658.800, 08/659.683, 08/818.111,
08/818.112, 08/942.341, 08/942.578, 08/858.998, 08/859.381, 09/056.556,
09/072.596, 09/072.967, 09/073.009, 09/073;010, 09/223.040, 09/287.849 ¢
nos Pedidos de Patentes PCT PCT/US98/10407, PCT/US98/10514,
PCT/US99/03265, PCT/US99/03268, PCT/US99/07717, WO97/09428 e
W097/09429, W098/16645, W0O98/16646, sendo que cada um € incorporado
aqui por referéncia.

Os antigenos aqui descritos incluem variantes polimorficas e
variagdes modificadas conservativamente, e também homologos de
Mycobacterium inter-cepas e inter-espécies. Adicionalmente, os antigenos
aqui descritos incluem subseqiiéncias ou seqiiéncias truncadas. As proteinas
de fusio também podem conter polipeptideos adicionais, opcionalmente
peptideos heterdlogos de Mycobacterium ou outras fontes. Estes antigenos
podem ser modificados, por exemplo, por meio de adigdo de seqiiéncias de
peptideos ligantes como descrito abaixo. Estes peptideos ligantes podem ser
inseridos entre um ou mais componentes que constituem cada uma das

proteinas de fusdo.

Defini¢des
O termo "reativacdo de tuberculose" refere-se a manifestagio
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tardia de sintomas de doengas em um individuo que se testou positivo em um
teste de tuberculina, mas que nio apresenta sintomas de doenga aparentes. O
individuo é infectado com M. tuberculosis, e pode ou ndo apresentar sintomas
de doenca ativa previamente manifestada que foi tratada suficientemente para
trazer a tuberculose a um estado inativo ou latente. No entanto, € possivel
iniciar métodos para a prevengdo ou tratamento de reativagdo da tuberculose
em um individuo que manifesta sintomas ativos de doenca.

"Tuberculose primdria" refere-se a doen¢a clinica
(manifestacdo de sintomas de doenga) diretamente apo6s infec¢do com M.
tuberculosis. Ver, Harrison 's Principles of Internal Medicine, capitulo 150,
pp. 953-966 (16® ed., Braunwald, et al, eds., 2005).

"Tuberculose secundaria" ou "tuberculose pés-primaria”
refere-se a reativacdo de infec¢do dormente, inativa ou latente com M.
tuberculosis. Ver, Harrison 's Principles of Internal Medicine, supra.

Uma "infec¢do ativa de M. tuberculosis" refere-se a uma
infeccdo com M. tuberculosis com sintomas de doenga manifestados.

Uma "infecgdo inativa, dormente ou latente de M
tuberculosis" refere-se a uma infec¢do com M. tuberculosis sem sintomas de
doeng¢a manifestados.

Uma infecgdo de M. tuberculosis "resistente a droga" refere-se
a uma infecgdo com M. tuberculosis sendo que a cepa infectante nfo ¢
mantida estatica ou morta (& resistente a) um ou mais assim-chamados
agentes quimioterapicos eficazes "de primeira linha" para tratar uma infec¢do
com M. tuberculosis (p. ex., isoniazida, rifampina, etambutol, estreptomicina
e pirazinamida).

Uma infeccdo de M. tuberculosis "resistente a multiplas
drogas" refere-se a uma infecgdo com M. tuberculosis, sendo que a cepa
infectante é resistente a dois ou mais agentes quimioterapicos eficazes de

"linha de frente" para tratar uma infecgdo de M. tuberculosis.
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Um "agente quimioterapico eficaz para tratar uma infecgéo
com M. tuberculosis" refere-se a agentes farmacoldgicos conhecidos e usados
na arte para tratar infecgdes com M. tuberculosis. Agentes farmacolodgicos
exemplificados usados para tratar infec¢des com M. tuberculosis incluem,
embora sem limitagdo, amicacina, 4cido aminossacilico, capreomicina,
ciclosserina, etambutol, etionamida, isoniazida, canamicina, pirazinamida,
rifamicinas (i.e., rifampina, rifapentina e rifabutina), estreptomicina,
ofloxacina, ciprofloxacina, claritromicina, azitromicina e fluoroquinolonas.
Agentes quimioterapicos de "primeira linha" usados para tratar uma infec¢do
com M. tuberculosis que ndo é resistente a droga incluem isoniazida,
rifampina,  etambutol,  estreptomicina e  pirazinamida. Agentes.
quimioterapicos de "segunda linha" usados para tratar uma infecgéo com M.
tuberculosis que demonstrou resisténcia-a-droga a uma ou mais drogas de
"primeira linha" incluem ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida, acido
aminossacilico, ciclosserina, amicacina, canamicina e capreomicina.
Referidos agentes farmacoldgicos sdo revistos no capitulo 48 de Goodman e
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, Hardman e Limbird
eds., 2001.

"FL" refere-se a full-length [comprimento total], i.e., um
polipeptideo que tem o mesmo comprimento do polipeptideo de tipo
selvagem.

"Marcador His [His tag]" refere-se a um seqiiéncia de radicais
His, tipicamente 6 radicais que sdo inseridos na extremidade N, usualmente e
imediatamente ap0s o inicio do radical Met ou, entéo, na extremidade C. Eles
sdo usualmente heterdlogos com relagdo a seqliéncia nativa, mas sdo
incorporados porque facilitam o isolamento por meio de aperfeicoamento da
ligagdo da proteina sobre resinas de cromatografia de afinidade de metal
imobilizadas (IMAC). De uma forma geral, a presenga ou auséncia de um

marcador His nfo ¢ significativa do ponto de vista de causar uma resposta
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imunolégica util contra a proteina antigénica a ser elicitada. No caso de uma

reagdo imune adversa contra o proprio marcador His ser elicitada, ¢
considerado a melhor op¢do minimizar o comprimento do marcador His, p.
ex., a 4 ou menos radicais, em particular dois radicais.

O termo "fragmento imunogénico do mesmo” refere-se a um
polipeptideo compreendendo um epitopo que € reconhecido por linfécitos T
citotéxicos, linfécitos T auxiliares ou células B. Tipicamente um fragmento
imunogénico de Mtb72f serd um polipeptideo contendo 500 ou mais
aminoacidos, p. ex. 600 ou mais aminodcidos, p. ex. 700 ou mais
aminodcidos. A invengio também abrange uma pluralidade de fragmentos, p.
ex. superpondo fragmentos que, em conjunto, cobrem toda ou
substancialmente toda a seqiiéncia (p. ex. 500 ou mais aminodcidos, p. ex.
600 ou mais aminoacidos, p. ex. 700 ou mais aminoacidos) de uma proteina
de fusdo Mtb72F.

O termo "espécie de Mycobacterium do complexo de
tuberculose" inclui aquelas espécies consideradas tradicionalmente como
causando a doenga tuberculose, e também espécies ambientais e
oportunisticas de Mjycobacterium que causam tuberculose e doenca do
pulmio em pacientes imunocomprometidos, como pacientes com AIDS, p.
ex., M. tuberculosis, M. bovis, ou M. africanum, BCG, M. avium, M.
intracellular, M. celatum, M. genavense, M. haemophilum, M. kansasii, M.
simiae, M. vaccae, M. fortuitum, € M. scrofulaceum (ver, p. ex., Harrison 's
Principles of Internal Medicine, capitulo 150, pp. 953-966 (16* ed.,
Braunwald, et al, eds., 2005).

Um adjuvante refere-se aos componentes em uma vacina ou
composicio terapéutica que incrementa a resposta imunoldgica especifica ao
antigeno (ver, p. ex., Edelman, AIDS Res. Hum Retroviruses 8:1409-1411
(1992)). Adjuvantes induzem respostas imunologicas da resposta de tipo Thl

e de tipo Th-2. As citocinas de tipo Thl (p. ex., IFN-y, IL-2, e IL-12) tendem
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a favorecer a indugdo de resposta imunoldgica mediada com células a um
antigeno administrado, enquanto que citocinas de tipo Th-2 (p. ex., IL-4, IL-5,
11-6, IL-10 e TNF-B) tendem a favorecer a indugdo de respostas imunologicas
humorais. Adjuvantes capazes de estimulagdo preferencial de uma resposta
imunoldgica mediada com célula Th-1 encontram-se descritos no WO
94/00153 ¢ WO 95/17209.

"Acido nucleico" refere-se a desoxirribonucleotideos ou
ribonucleotideos e polimeros dos mesmos em forma de filamento simples ou
duplo. O termo compreende &cidos nucleicos contendo anéalogos de
nucleotideos conhecidos ou radicais de estrutura modificada ou ligagdes, que
sdo sintéticas, naturalmente ocorrentes, e ndo-naturalmente ocorrentes, que
apresentam propriedades de ligagdo similares ao 4cido nucleico de referéncia,
e que sio metabolizadas de maneira similar aos nucleotideos de referéncia.
Exemplos de referidos andlogos incluem, sem limitago, fosforotioatos,
fosforamidatos, fosfonatos de metila, fosfonatos de metila quirais,
ribonucleotideos de 2-O-metila, 4cidos nucleicos de peptideos (PNAs).

Exceto se indicado de outra forma, uma seqiiéncia de acido
nucleico particular também compreende implicitamente suas variantes
modificadas conservativamente (p. ex., substitui¢des de codons degenerados)
e Seqﬁéncias complementares, e também a seqiiéncia indicada explicitamente.
Especificamente, é possivel obter substitui¢des de codons degenerados por
meio de geracdo de seqiiéncias em que a terceira posi¢do de um ou mais
codons selecionados (ou de todos) é substituida por radicais de base mista
e/ou desoxinosina (Batzer et al, Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et
al, J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al, Mol. Cell. Probes
8:91-98 (1994)). O termo 4cido nucleico ¢ usado de forma intercambiavel
com gene, cDNA, mRNA, oligonucleotideo, e polinucleotideo.

Os termos "polipeptideo", "peptideo" e "proteina” sdo usados

intercambiavelmente aqui para referir a um polimero de radicais de
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aminoacidos. Os termos aplicam-se a polimeros de aminoacidos em que um
ou mais radicais de aminoacidos é um mimético artificial de um aminoéacido
naturalmente ocorrente correspondente, € também polimeros de aminoacidos
naturalmente ocorrentes e polimero de aminodcidos nio-naturalmente
ocorrentes.

O termo "aminoacido" refere-se a aminoéacidos naturalmente
ocorrentes e sintéticos, e também analogos de aminoacidos e miméticos de
aminoacido que funcionam de maneira similar aos aminoacidos naturalmente
ocorrentes. Aminoacidos naturalmente ocorrentes sdo aqueles codificados
pelo codigo genético, e também aqueles aminodcidos que sdo modificados
posteriormente, p. ex., hidroxiprolina, y- carboxiglutamato, e O-fosfosserina.
Analogos de aminoacidos refere-se a compostos que apresentam a mesma
estrutura quimica basica que um aminoacido naturalmente ocorrente, i.e., um
o carbono que é ligado a um hidrogénio, um grupo carboxila, um grupo
amino, e um grupo R, p. ex., homosserina, norleucina, sulfoxido de
metionina, metil sulféonio de metionina. Referidos andlogos apresentam
grupos R modificados (p. ex., norleucina) ou espinhas dorsais de peptideos
modificadas, mas conservam a mesma estrutura quimica bdasica que o
aminoacido naturalmente ocorrente. Miméticos de aminodcidos referem-se a
compostos quimicos que apresentam a estrutura que € diferente da estrutura
quimica geral de um aminodacido, mas que funciona de maneira similar a um
aminodcido naturalmente ocorrente.

Aminoécidos podem ser referidos aqui por seus simbolos de
trés letras comumente conhecidos ou pelos simbolos de uma letra so6
recomendados pela Comissdo de Nomenclatura Bioquimica da TUPAC-IUB.
Nucleotideos, da mesma forma, podem ser referidos por seus cédigos de uma
letra s6 comumente aceitos.

"Variantes modificadas conservativamente" aplica-se a

seqiiéncias de aminoacidos e acido nucleico. Com relagdo a seqiiéncias de
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4cido nucleico particulares, variantes modificadas conservativamente
referem-se aqueles acidos nucleicos que codificam seqiiéncias de aminoacidos
idénticas ou substancialmente idénticas, ou em que o acido nucleico ndo
codifica uma seqiiéncia de aminoacidos, a seqiiéncias substancialmente
idénticas. Devido a degeneragdo do cédigo genético, um grande nimero de
4cidos nucleicos funcionalmente idénticos codifica qualquer dada proteina.
Por exemplo, todos os codons GCA, GCC, GCG e GCU codificar o
aminoacido alanina. Assim, em cada posigdo em que uma alanina €
especificada por um cédon, o cédon pode ser alterado para qualquer um dos
codons correspondentes descritos sem alterar o polipeptideo codificado.
Referidas variacdes de acido nucleico sdo "variagdes silentes", que sdo uma
espécie de variagdes modificadas conservativamente. Cada seqiiéncia de
acido nucleico aqui que codifica um polipeptideo também descreve cada
possivel variagdo silente do 4cido nucleico. Alguém com prética na arte sera
capaz de reconhecer que cada c6don em um acido nucleico (exceto AUG, que
é ordinariamente o tinico cédon para metionina, e TGG, que € ordinariamente
o unico cédon para triptofano) pode ser modificado para dar uma molécula
funcionalmente idéntica. Assim, cada variagdo silente de um acido nucleico
que codifica um polipeptideo esta implicita em cada seqiiéncia descrita.
Quanto as seqiiéncias de aminoacidos, alguém com pratica na
arte reconhecera que substitui¢des, delegdes ou adigdes individuais em um
4cido nucleico, peptideo, polipeptideo, ou seqiiéncia de proteina que alteram,
adicionam, ou deletam um tnico aminodcido ou um pequeno percentual de
aminoacidos na seqiiéncia codificada é uma ‘"variante modificada
conservativamente" sendo que a alteragio resulta na substituicdo de um
aminodcido por um aminodcido quimicamente similar. Tabelas de
substituicdes conservativas que proporcionam aminoacidos funcionalmente
similares sio bem conhecidos na arte. Referidas variantes modificadas

conservativamente sio adicionais e ndo excluem variantes polimorficas,
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homélogos inter-espécies, e alelos da inveng&o.

Cada um dos oito grupos a seguir contém aminodacidos que séo
substitui¢des conservativas mutuas:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), Acido glutdmico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M),

Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); e

8) Cisteina (C), Metionina (M)

(ver, p. ex., Creighton, Proteins (1984)).

O termo "heterdlogo" quando usado com referéncia a porgoes
de um 4cido nucleico, indica que o acido nucleico compreende duas ou mais
subseqiiéncias que ndo sdo encontradas na mesma relagéo entre si na natureza.
Por exemplo, tipicamente, o 4cido nucleico é produzido recombinantemente,
apresentando duas ou mais seqiiéncias de genes ndo-relacionados dispostas
para formar um &cido nucleico funcional novo, p. ex., um promotor de uma
fonte e uma regido codificante de outra fonte. De maneira analoga, uma
proteina heteréloga indica que a proteina compreende duas ou mais
subseqiiéncias que ndo sdo encontradas na mesma relago entre si na natureza
(p. ex., uma proteina de fusdo).

"Polipeptideo de fusdo" ou "proteina de fusdo" refere-se a uma
proteina apresentando pelo menos dois polipeptideos heterologos de
Mycobacterium sp. ligados covalentemente, seja diretamente ou via um
ligante de amino4cido. Os polipeptideos que formam a proteina de fusdo séo
ligados tipicamente extremidade C a extremidade N, embora também possam

ser ligados extremidade C & extremidade C, extremidade N a extremidade N,
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ou extremidade N & extremidade C. Os polipeptideos da proteina de fusdo
podem ser em qualquer ordem. Este termo também se refere a variantes
modificadas conservativamente, variantes polimorficas, alelos, mutantes,
subseqiiéncias, e homoélogos inter-espécies dos antigenos que formam a
proteina de fusdo. Antigenos de Mycobacterium tuberculosis s&o descritos em
Cole et al, Nature 393:537 (1998), que divulga todo o genoma de
Mycobacterium tuberculosis. A seqiiéncia completa de Mycobacterium
tuberculosis também pode ser encontrada em http://www.sanger.ac.uk e at
http://www.pasteur.fr/mycdb/ (MycDB). Antigenos de outras espécies de
Mycobacterium que correspondem a antigenos de M. tuberculosis podem ser
modificados, p. ex., usando-se algoritmos de comparagdo de seqiiéncias,
como descrito aqui, ou outros métodos conhecidos por aqueles com pratica na
arte, p. ex., ensaios de hibridizag¢go e ensaios de ligagdo de anticorpo.

Proteinas de fusdo Mitb72f exemplares de uso na presente
invengdo incluem:

Proteinas compreendendo radicais de 8 a 729.da seqiiéncia da
SEQ ID No: 2;

Proteinas compreendendo ou consistindo da seqiiéncia da SEQ
ID No: 2 (=Mtb72f) opcionalmente sem os radicais de 2 a 7 formadores do
marcador His de referida seqiiéncia ou com um marcador His de comprimento
diferente;

Proteinas de fusdo compreendendo a seqiiéncia SEQ ID No: 2
opcionalmente sem os radicais de 2 a 7 formadores de marcador His de
referidas seqiiéncias ou com um marcador His de comprimento diferente (p.
ex., uma proteina compreendendo radicais de 8 a 729 da seqii€éncia da SEQ ID
No: 2) em conjunto com um ou mais antigenos de M. fuberculosis, por
exemplo uma ou mais das proteinas listadas nos paragrafos de [0045] a [0052]
acima, ou um fragmento imunogénico das mesmas;

Proteinas compreendendo radicais de 4 a 725 da seqiiéncia da
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SEQ ID No: 4 (=M72);

Proteinas compreendendo ou consistindo da seqiiéncia da SEQ
ID No: 4 (=M72) opcionalmente sem os radicais de 2 a 3 formadores do
marcador His de referida seqiiéncia ou com um marcador His de comprimento
diferente; e

Proteinas de fusdo compreendendo a seqiiéncia SEQ ID No: 4
opcionalmente sem os radicais de 2 a 3 formadores de marcador His de
referida seqiiéncia ou com um marcador His de comprimento diferente (p. ex.
uma proteina compreendendo radicais de 4 a 725 da seqiiéncia da SEQ ID
No: 4) em conjunto com um ou mais antigenos de M. tuberculosis, por
exemplo um ou mais das proteinas listadas nos paragrafos de [0045] a [0052]
acima, ou um fragmento imunogénico de qualquer uma das mesmas;

Fragmentos imunogénicos exemplares de uma proteinas de
fusdo Mtb72f de uso na presente invengdo incluem:

Proteinas compreendendo ou consistindo da seqiiéncia de
TbH9-Ra35 (Mtb59F); ou TbH9; ou Ra35; ou Ral2; e

Proteinas de fusdo compreendendo referidas seqiiéncias em
conjunto com um ou ﬁlais antigenos de M. tuberculosis, por exemplo uma ou
mais das proteinas listadas nos paragrafos [0045] a [0052] acima, ou um
fragmento imunogénico de qualquer um dos mesmos.

Fragmentos imunogénicos exemplares adicionais de uma
proteinas de fusdo Mtb72f de uso na presente invengo incluem:

Proteinas compreendendo ou consistindo da seqiiéncia de
TbH9-Ra35 (Mtb59F) ou Ra35 em que a posigdo correspondente a Ser710 na
SEQ ID No: 2 foi substituida por Ala; e

Proteinas de fusdo compreendendo referidas seqii€ncias em
conjunto com um ou mais antigenos de M. tuberculosis, por exemplo uma ou
mais das proteinas listadas nos paragrafos de [0045] a [0052] acima, ou um

fragmento imunogénico de qualquer um dos mesmos.
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Mais especificamente a Mtb72f é:

um polipeptideo compreendendo radicais de 8 a 729 da SEQ
ID NO:2; ou

um polipeptideo que consiste de radicais 1 ¢ de 8 a 729 da
SEQ ID NO:2 opcionalmente com um marcador His inserido apés o radical
Met inicial; ou

um polipeptideo da SEQ ID NO:2; ou

um polipeptideo compreendendo radicais de 4 a 725 da SEQ
ID NO:4; ou

um polipeptideo que consiste de radicais 1 e de 4 a 725 da

- SEQ ID NO:4 opcionalmente com um marcador His inserido ap6s o radical

Met inicial; ou

um polipeptideo da SEQ ID NO:4; ou

um polipeptideo da SEQ ID NO:6.

Proteinas de fusdo Mtb72f exemplares adicionais e fragmentos
imunogénicos das mesmas incluem as proteinas indicadas acima em que as
extremidades N e/ou C foram encurtadas em, por exemplo, 5 ou 4 ou 3 ou 2
ou 1 radicais de aminoacidos.

Proteinas de fusdo Mtb72f exemplares adicionais e fragmentos
imunogénicos das mesmas incluem as proteinas mencionadas acima em que
até 10% dos aminoacidos, p. ex. até 5% dos aminodcidos (p. ex. até 10, p. ex.
até 5) aminoacidos foram substituidos por substitui¢des conservativas como
definido aqui. |

Acidos nucleicos de Mtb72f exemplares de uso na presente
invencéo incluem 4cidos nucleicos (p. ex., moléculas de DNA) codificando as
proteinas de fusio Mitb72f exemplares previamente mencionadas e
fragmentos imunogénicos das mesmas. Um conjunto de moléculas de DNA
especificas que pode ser mencionado compreende nucleotideos de 63 a 2228

da SEQ ID No: 1. Outro conjunto de moléculas de DNA especificas que pode
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ser mencionado compreende nucleotideos de 10 a 2175 da SEQ ID No: 3.
Moléculas de DNA especificas que podem ser mencionadas compreendem ou
consistem da SEQ ID No: 1 ou SEQ ID No: 3 ou SEQ ID No: 5.

O termo "fundido" refere-se a ligagdo covalente entre dois
polipeptideos em uma proteina de fusdo. Os polipeptideos séo conjugados
tipicamente via uma ligagdo peptidica, seja diretamente entre si ou via uma
ligante de aminoacido. Opcionalmente, os peptideos podem ser conjugados
via ligagbes covalentes ndo-peptidicas conhecidas por aqueles com pratica na
arte.

A expressdo "hibridiza seletivamente (ou especificamente) )
com" refere-se a ligacdo, duplexagdo, ou hibridizagdo de uma molécula
apenas com uma seqiiéncia de nucleotideo particular em condigbes de
hibridizagdo estringentes quando a seqiiéncia estd presente em uma mistura
complexa (p. ex., RNA ou DNA celular total ou de biblioteca).

A expressdo "condigdes de hibridizagdo estringentes" refere-se
a condicbes em que uma sonda hibridard com sua subseqii€éncia-alvo,
tipicamente em uma mistura complexa de acido nucleico, mas ndo com outras
seqiiéncias. Condigdes estringentes sdo dependentes da seqiiéncia e serdo
diferentes em circunstancias diferentes. Seqiiéncias mais longas hibridam
especificamente a temperaturas mais elevadas. Um guia extensivo para a
hibridizagdo de 4cidos nucleicos é encontrado em Tijssen, Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology—Hybridization with Nucleic Probes,
"Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
assays" (1993). De uma forma geral, condigdes estringentes s3o selecionadas
cerca de 5 a 10°C mais baixas do que o ponto de fusdo térmica (T,) para a
seqiiéncia especifica a um pH definido de intensidade ionica. A T, € a
temperatura (sob intensidade i0nica definida, pH, e concentragdo nucleica) a
qual 50% das sondas complementares ao alvo hibridam com a seqiiéncia-alvo

em equilibrio (como as seqiiéncias-alvos estdo presentes em excesso, a Tp,
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50% das sondas s3o ocupadas em equilibrio). CondigGes estringentes serdo
aquelas em que a concentragio de sal é inferior a cerca de 1,0 M de ion sodio,
tipicamente, uma concentragdo de cerca de 0,01 a 1,0 M de fon sédio (ou
outros sais) a pH de 7,0 a 8,3 e a temperatura é de pelo menos cerca de 30°C
para sondas curtas (p. ex., de 10 a 50 nucleotideos) e de pelo menos cerca de
60°C para sondas longas (p. ex., acima de 50 nucleotideos). Condig¢des
estringentes também podem ser obtidas com a adigdo de agentes
desestabilizantes, como formamida.

Para hibridizagdo seletiva ou especifica, um sinal positivo € de
pelo menos duas vezes o fundo, opcionalmente 10 vezes a hibridizag¢do de
fundo. Condicdes de hibridizagdo estringentes exemplares podem ser as
seguintes: 50% de formamida, 5x de SSC, e 1% de SDS, incubando a 42°C,
ou, 5x SSC, 1% de SDS, incubando a 65°C, com lavagem em 0,2x de SSC, e
0,1% de SDS a 65°C.

Acidos nucleicos que nfo hibridam entre si em condigdes
estringentes ainda s3o substancialmente idénticas se os polipeptideos que elas
codificam forem substancialmente idénticos. Isto ocorre, por exemplo,
quando uma cépia de um 4cido nucleico € criada usando-se a maxima
degeneragdo de cdédon permitida pelo coédigo genético. Nesses casos, 0s
acidos nucleicos hibridam tipicameﬂte em condigdes de hibridiza¢do
moderadamente estringentes. "Condigdes de hibridizagdo moderadamente
estringentes" exemplares incluem uma hibridizagdo em um tampao de 40% de
formamida, 1 M de NaCl, 1% de SDS a 37°C, e uma lavagem em 1X SSC a
45°C. Uma hibridizacio positiva é pelo menos duas vezes o fundo. Aqueles
com prética ordindria reconhecerdo facilmente que condigbes de lavagem e
hibridizagdo alternativas podem ser usadas para proporcionar condiges de
estringéncia similar.

"Anticorpd" refere-se a um polipeptideo compreendendo uma

regido de matriz de um gene de imunoglobulina ou fragmentos do mesmo que
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se ligam especificamente e reconhecem um antigeno. Os genes de
imunoglublina reconhecidos incluem os genes de regiéo constante mu, capa,
lambda, alfa, gama, delta e epsilon, e também os muitos genes de regido
variavel de imunoglublina. Cadeias leves sdo classificadas como capa ou
lambda. Cadeias pesadas sdo classificadas como gama, mu, alfa, delta, ou
epsilon, que, por sua vez, definem as classes de imunoglublina, IgG, IgM,
IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Uma unidade estrutural de imunoglublina exemplar
(anticorpo) compreende um tetramero. Cada tetrdmero € constituida de dois
pares idénticos de cadeias de polipeptideos, cada par apresentando uma cadeia
"leve" (cerca de 25 kDa) e uma "pesada" (cerca de 50 a 70 kDa). A
extremidade N de cada cadeia define uma regido variavel de cerca de 100 a
110 ou mais aminoéacidos primariamente responsaveis para reconhecimento
de antigeno. Os termos cadeia leve variavel (V) e cadeia pesada variavel
(Vy) referem-se a estas cadeias leve e pesada, respectivamente.

Anticorpos existem, p. ex., como imunoglobulinas intactas ou
como uma variedade de fragmentos bem caracterizados produzidos por meio
de digestdo com vérias peptidases. Assim, por exemplo, pepsina digere um
anticorpo abaixo das ligagdes dissulfeto na regido de dobradica para produzir
F(ab)',, um dimero de Fab que, por si s6, é uma cadeia leve conjugada a Vy-
Cyl por uma ligagdo dissulfeto. O F(ab)’, pode ser reduzido em condigbes
brandas para quebrar a ligagdo dissulfeto na regido de dobradica, convertendo
com isso o dimero