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formulagdes de lipossomas compreendendo fragmentos de uma cepa do complexo Mycobacterium tuberculosis, também se
refere a uma cepa do complexo Mycobacterium tuberculosis, cujos fragmentos podem ser incorporados em configuragdes
selecionadas da formulacéo de lipossomas. A invencéo se refere ainda a suspensdes e composi¢cbes farmacéuticas
compreendendo as formulagbes de lipossomas. Além disso, descreve o uso das formulacdes de lipossomas para uso em um
método de tratamento do corpo humano ou animal por terapia, em particular para uso em um método para tratar ou evitar a
tuberculose, tal como na prevencgéo da tuberculose latente ou na profilaxia da tuberculose, opcionalmente em uma terapia de
combinacgédo. A formulag&o da presente invencéo contém sacarose e/ou tem um tamanho médio de particula menor do que os
agentes convencionais com base em lipossomas para a terapia da tuberculose, resultando em uma maior biodisponibilidade e
eficiéncia.
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FORMULACAO DE LIPOSSOMAS, SUSPENSAO E COMPOSICAO
FARMACEUTICA

INTRODUGCAO E ANTECEDENTES

CAMPO DA INVENGCAO

A presente invencdo se refere a formulacdes de
lipossomas compreendendo fragmentos de uma cepa do complexo
Mycobacterium tuberculosis, bem como a suspensdes e a
composigdes farmacéuticas compreendendo tais formulacdes e a
sua respectiva wutilizagdo em um método de tratamento,
particularmente para o] tratamento ou prevengdo da
tuberculose. A formulagao da ©presente invencdoc contém
sacarose e/ou tem um tamanho médio de particula menor do que
0os agentes convencionais com base em lipossomas para a
terapia da tuberculose, resultando em uma maior
biodisponibilidade e eficiéncia.

ANTECEDENTES

A tuberculose ¢é uma doenca infecciosa crobnica
causada pelo bacilo do complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTB-C) , gque inclui as espécies de Mycobacterium M.
tuberculosis, M. bovis, M. microtie M. africanum. A principal
caracteristica singular do envelope celular das micobactérias
é a sua parede celular espessa e cerosa. As propriedades da
barreira da parede celular também contribuem para a
sobrevivéncia intracelular do organismo, agindo como
modulador direto nas reac¢des imunoldgicas entre o hospedeiro
e 0s bacilos do MTB-C. O envelope é composto por duas partes
distintas, a membrana plasmatica e, em torno desta, a parede.
A parede celular é um esqueleto formado por uma estrutura de
peptidoglicano ligada covalentemente com um polissacarideo de
cadeia ramificada, a arabinogalactana, ligados por ligacdes
fosfodiéster. As extremidades distais das arabinogalactanas
sdo esterificadas com &acidos graxos de alto peso molecular,

os &acidos micdlicos, com dimensdes e estruturas uUnicas para
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micobactérias.

Segundo a Organizag¢do Mundial de Satde, 9.000.000
de novos casos de pessoas que manifestam a doenca s&o
registrados no mundo a cada ano e cerca de 2 milhdes de
pessocas morrem. Considera-se que existem mais de 2.700
milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo e que a cada
ano surgem mals 90 a 100 milhdes de novas infeccdes.

Varias vacinas contra a tuberculose com base em
fragmentos da parede celular de cepas virulentas ou nédo
virulentas de Mycobacterium estdo descritas no estado da
técnica. A vacina que ¢é utilizada atualmente para o
tratamento preventivo contra a tuberculose ¢é Dbaseada emnm
bactérias da cepa chamada de BCG (Bacilo de Calmette—-Guerin),
uma variante atenuada doM. bovis. Sabe-se também que o
adjuvante utilizado na composigdo da vacina pode influenciar
grandemente a sua eficacia.

Micolatos de trealose, particularmente dimicolato
de trealose, sdo os lipidios mais biocativos em extratos de M.
tuberculosis, induzindo uma cascata pré-inflamatdéria que
influencia a formacdo de granulomas. Deve-se notar gque né&o
existem dados bibliogrdficos sobre a quantidade destes
compostos presentes na parede celular de M. tuberculosis.

Qualquer amostra derivada desta espécie tem uma complexidade

bioldédgica elevada. Portanto, para realizar uma andlise
quantitativa, séo necessarias etapas de purificacgéo
agressivas, complexas e longas, gue resultariam em

quantidades do composto purificado muito pequenas para
realizar andlises estruturais adicionais. Esta & a razdo pela
qual ndo existem dados publicados sobre a percentagem exata
de cada composto na parede celular de M. tuberculosis. Varios
glicolipidios s&o constituintes tipicos de células do MTB-C,
tal como a lipoarabinomanana. A lipoarabinomanana esté

associada com a viruléncia do MTB-C.
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E. Ribi et al., Nature 1963, 198, péaginas 1214-
1215, descrevem os ensaios de imunizacdo realizados com uma
composigdo compreendendo fragmentos da parede celular da cepa
ndo virulenta do Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) e &leo
mineral. Tails fragmentos s&o obtidos por homogeneizacdo de
uma cultura da referida cepa em 6leo mineral. A composicdo é
mais eficaz do que a vacina convencional (BCG). No entanto, é
descrito no mesmo artigo, que os fragmentos da parede celular
ndo induzem qualquer resposta imunoldégica quando estes sdo
obtidos por homogeneizacdo em Aagua e na auséncia do 6éleo
mineral.

D.P. Pal et al., Indian J. Med. Res., 1977, 65,
pédginas 340 a 345, descrevem uma vacina preparada com
fragmentos da parede celular da cepa virulenta H37Rv e 6leo
mineral. Neste caso, os fragmentos da parede celular sio
obtidos por meio de homogeneizagdo das células mortas em fase
aquosa, e o O6leo mineral ¢é subsequentemente adicionado a
composicdo. Também ¢é descrito que os fragmentos da parede
celular homogeneizados em fase agquosa ndo sdo imunogénicos e
que a presenca de 6leo mineral é necessédria para que a vacina
seja eficaz.

G.K. Khuller et al., Folia Microbiol., 1992, 37,
pédginas 407 a 412, descrevem a eficacia protetora de
diferentes fracdes da parede celular da cepa H37Ra néo
virulenta de M. tuberculosis formulado com adjuvante
incompleto de Freund, que também inclui éleo mineral.

E.M. Agger et al., Scand. J. Immunol., 2002, 56,
péginas 443 a 447, descrevem vacinas compreendendo fragmentos
da parede celular da cepa H37Rv virulenta, que sdo eficazes
quando incluem o) surfactante catidnico brometo de
dimetildioctadecil amdnio com adjuvante. Também é descrito
que os ensaios realizados com bacilos deM. Tuberculosis

homogeneizados que ndo contém o adjuvante mencionado nédo
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geram niveis de resisténcia contra a tuberculose no modelo de
rato.

I.M. Orme Vaccine, 2006, 24, péginas 2-19, que é um
artigo de revisdo sobre vacinas contra a tuberculose,
descreve gque a vacina convencional com base no Bacilo
Calmette-Guerin (BCG) é essencialmente ineficaz na protecdo
das pessoas adultas contra a tuberculose.

Individuos que podem se beneficiar de um tratamento
ou profilaxia relacionada a tuberculose podem ser agrupados
nos quatro subgrupos seguintes:

I. Individuos que né&o estdo expostos & doenca. A
vacinagdo profiladtica pode prevenir a infeccdo de tal
individuo.

IT. Individuos gque estdo expostos a doenca, mas
ainda ndo estdo infectados. O teste tuberculinico de pele
(TST) ¢é negativo. A profilaxia primadria pode prevenir a
infeccdo de tais individuos.

III. Individuos com tuberculose latente que néao
estdo doentes. O risco do surto da doenga pode ser reduzido
através da aplicacdo de guimioterapia. A quimioterapia também
proporciona a vantagem de que estes individuos, basicamente,
deixam de ser fontes de alto risco de infeccgéo.

IV. Individuos que estdao doentes, ou seja, que
sofrem da doenca, geralmente com formas primdrias da doencga,
mas que sdo pouco ou ndo s&o contagiosos. A guimioterapia
evita que esses individuos se tornem contagiosos.

Uma vez que a infecglo tenha comecado, o estado da
técnica descreve varios tratamentos para evitar o)
desenvolvimento da tuberculose ativa em individuos
infectados, ou seja, individuos com tuberculose latente.

Por exemplo, no pedido de patente EP2196473 Al,

descreve que, para o tratamento da tuberculose em individuos

infectados, tanto aqueles que ainda ndo desenvolveram a
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doenca, bem como aqueles que j& desenvolveram a doenga, podem
ser administrados véarios farmacos, incluindo a isoniazida,
durante um periodo que se estende por varios meses.

No pedido de patente ES 2231037 Al é descrita a
utilizacdo de um agente imunoterdpico que compreende
fragmentos de células de uma cepa virulenta do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB-C) para a preparagdo de um
medicamento para o tratamento de tuberculose em individuos
infectados em combinacdo com outros farmacos, como a
isoniazida ou a rifampicina. Este pedido de patente também
descreve um método para a preparagdo de um agente
imunoterdpico compreendendo fragmentos de parede celular de
uma cepa de MTB-C.

Conforme descrito no documento WO 2010/031883 Al, a
transmissdo da infeccdo por tuberculose latente ocorre
principalmente através da respiracdo de aerossdéis infectados
com M. tuberculosis. Portanto, pessoas em contato direto com
pacientes que sofrem de tuberculose pulmonar e, portanto,
capazes de disseminar aerosséis contaminados, tal como
pessoas que vivem Jjuntas ou tém qualquer outro tipo de
contato intenso ou frequente, s&o considerados um grupo de
risco.

Atualmente, a profilaxia primdria da infeccdo que é
administrada normalmente a individuos do grupo I (conforme
descrito acima) é uma quimioprofilaxia primdria com base na
administracdo didria de isoniazida em uma dose de 5 mg/kg sem
exceder 300 mg/dia. Este tratamento é indicado para todos os
individuos de qualquer idade que sdo negativos para TST, que
vivem juntos e/ou tém qualquer outro tipo de contato préximo
com pessoas infectadas. Neste <caso, a quimioprofilaxia
precisa ser mantida durante trés meses apdés ter cessado o
contato com a fonte de infecg&o, ou apds a fonte ter cessado

de ser infecclosa. No entanto, a quimioprofilaxia pode, em
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alguns casos, causar efeitos secundarios indesejados, tal
como descrito por Martinez et al., Arch. Bronchoneumol.,
2005, 41(1), paginas 27-33.

Medicamentos compreendendo fragmentos de uma cepa
virulenta do complexo M. tuberculosis (MTB-C) foram
descritos, por exemplo, em EP1690549 B1l, EP2090318 Al e
PCT/ES2009/000436. EP2090318 Al e PCT/ES2009/000436 descrevem
composigdes farmacéuticas compreendendo fragmentos de uma
cepa virulenta do complexo M. tuberculosis (MTB-C) para uso
como um medicamento adequado para a prevencdo profildtica da
tuberculose, opcionalmente em combinacdo com outros farmacos.
Por outro lado, EP1690549 B1 descreve composicgdes
farmacéuticas apropriadas para o tratamento da tuberculose,
compreendendo fragmentos de MTB-C, opcionalmente em
combinacgdo com outros farmacos.

Foi relatado no pedido de patente EP 2090318 Al que
a administracdo de um firmaco compreendendo um agente baseado
em fragmentos de parede celular de uma cepa virulenta do MTB-
C é capaz de induzir a geracdo de uma resposta de interferon-
y do tipo Thl contra antigenos especificos da M.
tuberculosis. Tais antigenos incluem Ag85B e Ag85A, que sdo
parte do complexo AG85, constituido por wuma familia de
proteinas de baixo peso molecular que desempenham um papel
decisivo na Dbiossintese da parede celular e gue sao
produzidas em quantidades considerdveis gquando a cultura
bacteriana estd na fase de crescimento logaritmico (log).
Também foi relatado no documento EP 2090318 Al que a vacina
convencional a base do bacilo Calmette-Guerin (BCG) n&o gera
uma resposta imunoprotetora contra antigenos do complexo
AG85. A producdo de interferon-y pelos linfdécitos especificos
tem um papel fundamental: permite que os macrdéfagos
infectados interrompam o crescimento do bacilo (North &

Young, Ann. Rev. Immunol., 2004, 22:599-623).
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A Organizagao Mundial de Saude reconheceu que o
risco de desenvolver a tuberculose (TB) é estimado como sendo
de 20-37 vezes malior em pessoas que vivem com o HIV do que
entre aqueles sem infecgdo pelo HIV. Uma visdo geral é dada
em "Guidelines for intensified tuberculosis case-finding and
isoniazid preventive therapy for people living with HIV in
resource-constrained settings" Diretrizes da OMS 2011, ISBN:
978 92 4 150070 8). No entanto, a terapia preventiva com
isoniazida ndo é uma vacina que fornega protecgdo duradoura de
longo prazo para individuos HIV positivos. Pelo contrdrio, a
isoniazida ©precisa ser administrada regularmente, e a
resisténcia & isoniazida corrobora esta terapia. Desta forma,
continua a haver a necessidade de tratamentos preventivos e
terapéuticos mais potentes para seres humanos (soropositivos)
portadores do HIV.

OBJETO DA INVENCAO

O objeto da presente invengdo é o fornecimento de
um agente melhorado adequado para a prevengdo ou tratamento
da tuberculose, tal como na profilaxia da tuberculose
latente, profilaxia primdria e/ou tratamento da tuberculose
latente ou ativa, em seres humanos tanto HIV positivos como
HIV negativos. Outro objeto é o fornecimento de uma cepa do
MTB-C adequada para a preparac¢cdc do agente. O processoc de
preparacdo do agente também é um objeto da presente invencéo.

DEFINICOES

"FCMtb" significa fragmentos de uma cepa do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB-C).

"Tamanho de particula" se refere, salvo indicacédo
em contrario, ao didmetro das particulas. Quando o tamanho
das particulas néo pode ser determinado exatamente, significa
0 tamanho aproximado das particulas.

"Didmetro hidrodindmico™ ¢é o tamanho médio de

particula, determindvel conforme como descrito na secdo de



10

15

20

25

30

8/63

materiais e métodos.

ABREVIATURAS

AIDS

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

BCG Bacilo Calmette-Guerin

CFU Unidade formadora de colénia

DP Medicamento

DS Principio ativo

ELISA Ensaioc imunoenzimatico

ELISPOT Ensaio imunoenzimdtico ELISPOT

EMEA Agéncia de Medicina Europeia

FCMtb Fragmentos de células de M. tuberculosis
FIM Primeiro no homem

HIV Virus da imunodeficiéncia humana

IEN-vy Interferon gama

IGTIP Institut per a la Recerca en Ciénces de

la Salut Germans Trias i Pujol (Instituto de Investigacdo em

Ciénclas da Saude Germans Trias i Pujol)

IMP
IPC
L.CS
LTRI
LPS
Mtb
MTB-C
NZB
NZW
PPD
g.s.
TB
TST
OMS
p/v
p/p

Produto de investigacdo medicinal
Controles de processo
Suspensédo de concentrado de lipossomas
Infeccdo por tuberculose latente
Lipopolicsacarideo
Mycobacterium tuberculosis

Complexo Mycobacterium tuberculosis
Negros da Nova Zeléndia
Brancos da Nova Zeléandia
Derivado purificado de proteina
Quantidade suficiente
Tuberculose
Teste tuberculinico de pele
Organizagdo Mundial de Saude
peso/volume

peso/peso
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SUMARIO DA INVENGAO

A invencdo fornece formulagdes de lipossomas
compreendendo fragmentos de uma cepa do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB-C), (FCMtb), e um agente
formador de lipossoma.

Em uma configuracéo particular, o) didmetro
hidrodindmico das particulas, conforme determinado, por
exemplo, por dispersdo dindmica da luz, é de 120 nm ou menos,
de preferéncia de 110 nm ou menos, mais de preferéncia de 95
nm ou menos, e mais de preferéncia ainda de 80 nm ou menos.
Em uma configuracdo alternativa, a formulagdo de lipossomas
compreende de 1% a 20% (p/v) de sacarose, de preferéncia de
2% a 12% (p/v) de sacarose, mais de preferéncia de 3% a 8%
(p/v) de sacarose, e mals de preferéncia ainda de 4% a 6%
(p/v) de sacarose. E importante notar que, embora cada uma
destas duas configurag¢des possa ser realizada
individualmente, estas configuracdes néo devem ser
consideradas como mutuamente exclusivas e podem, assim,
ocorrer em combinagdo.

Fm uma configuragdo particular, a formulacdo de
lipossomas descrita acima tem um dié&metro hidrodindmico na
faixa de 40 a 120 nm, de preferéncia 50 a 110 nm, mais de
preferéncia de 55 e 95 nm, e mais de preferéncia ainda de 55
a 80 nm.

Em uma configuragdo particular alternativa, o
tamanho médio de particula da formulagdo de lipossomas
descrita acima pode ser menor, de modo que a formulacdo de
lipossoma ¢é uma emulsdao, isto &, nesta configuracao
particular o didmetro hidrodindmico das particulas ¢ de
preferéncia inferior a 40 nm.

Em uma configuracdo preferida de gualquer uma ou

mais das configuracdes descritas acima, a formulacdo de
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lipossomas é uma formulacdo de lipossomas em que o indice de
polidispersibilidade das particulas é de 0,4 ou menos, de
preferéncia de 0,3 ou menos.

Em uma configuracgdo mais preferida de qualquer das
configuracgdes descritas acima, a cepa do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB-C) é uma cepa virulenta do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB-C).

E ainda mais preferido que, em qualquer das
configuragdes descritas acima, a proporgdo de (a): fragmentos
de uma cepa do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB-C), e
(b) o agente formador de lipossoma esteja entre 0,01:1 e 1:1,
de preferéncia entre 0,06:1 e 0,1:1.

Em uma configuracgdo mais preferida de qualquer uma
das descritas acima, a formulacgdo de lipossomas compreende
adicionalmente: (d) um agente de tensocativo. Em uma
configuragdo ainda mais preferida, a formulacdo de lipossomas
compreendendo (d) o agente tensoativo, é uma formulacdo de
lipossomas em que a proporgdo entre (a) e (d) estd entre
0,1:1 e 10:1 (p/p), de preferéncia 0,5:1 e 2:1 (p/p), e mais
de preferéncia ainda entre 0,6:1 e 0,8:1 (p/p).

Fm uma configuracdo particular do descrito acima, o
agente de formagdo de lipossomas da formulacgdo de lipossomas
¢ um fosfolipidio, de preferéncia lecitina, mais de
preferéncia uma selecionada do grupo que consiste em lecitina
de ovo ou lecitina de soja, e mais de preferéncia ainda a
lecitina de soja, cada uma das quals pode ser hidrogenada,
parcialmente hidrogenada ou ndo hidrogenada.

Em uma configurag¢do preferida da formulacdo de
lipossomas contendo surfactante, o agente tensoativo ¢é
selecionado de colato, deoxicolato, colesterol e
hemisuccinato de colesterol.

Em uma configuracdo mais preferida, a formulacdo de

lipossomas descrita acima é uma formulagdo de lipossomas, em
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que os fragmentos de células do MTB-C sdo ou compreendem
fragmentos da parede celular.

Em outra configuracdo mais preferida, a formulacéo
de lipossomas descrita acima compreende fragmentos da cepa
NCTC 13536 do MTB-C, que foil depositada em 2010 na NCTC em
Londres. Esta cepa também é chamada de 511, de modo que os
nomes NCTC 13536 e 511 podem ser usados alternadamente.

Em uma configuragdo ainda mails preferida, a
formulacdo de lipossomas descrita acima compreende pelo menos
dois, de preferéncia trés, mais de preferéncia quatro, mais
de preferéncia ainda todas as seguintes caracteristicas:

I. um primeiro polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 70 kDa, semelhante & impressdo digital peptidica
da proteina HSP70 do M. tuberculosis (Rv0350),

IT. um segundo polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 38 kDa,semelhante a impressdo digital peptidica
da proteina 38kDa do M. tuberculosis (Rv0834),

ITI. um terceiro polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 30 kDa, semelhante a impressdo digital peptidica
da proteina Ag85B do M. tuberculosis (Rv1866c), e

IV. um quarto polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 10 kDa, semelhante & impressdo digital peptidica
da proteina CFP10 do M. tuberculosis (Rv3874), e

V. um quinto polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 6 kDa, semelhante a impressdo digital peptidica
da proteina ESAT-6 do M. tuberculosis (Rv3875).

Em uma configuracdoc ainda mais preferida, a
formulacdo de lipossomas compreende um lipopolipeptideo com
um peso molecular de cerca de 19 kDa, semelhante a impresséo
digital peptidica do precursor do antigeno da lipoproteina de
19 kDa LpgH doM. tuberculosis(Rv3763).

Ainda mais de preferéncia, a formulacgcdo de

lipossomas descrita acima é caracterizada ainda pelo fato de
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que pelo menos um dos seguintes antigenos de Mycobacterium
tuberculosis, ou fragmento deste, estd presente: HSP70,
proteina 38 kDa e Ag85B. Fragmento neste sentido é qualquer
parte, tal come, por exemplo, um produto de degradacédo, de
qualquer um desses polipeptidios.

Em uma configuracdo mais preferida, a formulacdo de
lipossomas descrita acima contém lipidios que sdo tipicamente
encontrados em Mycobacterium tuberculosis ou derivados deste,
tal como produtos de conjugacdo como lipidios conjugados com
aclicar. E ainda mais preferido que estejam compreendidos um
ou mals dos &cidos micdlicos, de preferéncia pertencentes a
gqualquer um ou mais dos tipos I, III ou IV. Alternativamente
ou adicionalmente, um micolato conjugado com acucar, de
preferéncia dimicolato de trealose pode estar compreendido na
formulacdo. Alternativamente ou adicionalmente, ¢ ainda
preferido que, pelo menos um glicolipidio derivado doMTB-C
esteja presente na formulagd&o de lipossomas de acordo com a
presente invencdo e um glicolipidio preferido ¢é uma
lipocarabinomanana.

A formulagdo de lipossomas descrita acima pode
compreender adicionalmente um ou mals surfactantes, que
é/sdo, de preferéncia, do grupo de surfactantes ndo idnicos.

Em outra configuracd&o preferida, a formulacgdo de
lipossomas de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
anteriores compreende adicionalmente um ou mais sails ou
solucdo deste, em que o sal preferido é o cloreto de sdédio.

Em uma configuracdo ainda mais preferida de
gqualgquer uma das acima, a formulagdo de lipossomas da
presente invencdo é liofilizada.

A invencdo também fornece uma suspensdo, em que a
formulacdo de lipossomas de qualquer uma das reivindicagdes
anteriores, é reconstituida em um solvente. Em uma

configuracdo preferida, o solvente desta suspensdo é aquoso,
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e de preferéncia, é ou compreende soro fisioldgico.

A invengéo também fornece uma composicdo
farmacéutica compreendendo a formulacdo de lipossomas, tal
como descrita em qualquer uma ou mais das configuracdes
acima, ou a suspensdo tal como descrita em qualquer uma ou
mais das configurag¢des descritas acima, e um veiculo ou
diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel, em gque
gualquer substédncia adequada como veiculo, diluente ou
excipiente pode ser wusada. Em uma configuracgdo preferida
desta, esta composicgdo farmacéutica compreende adicionalmente
um adjuvante farmaceuticamente aceitéavel.

A  invencéo fornece também um produto para
utilizagcdo em um método de tratamento do corpo humano ou
animal por terapia. Isto é, ela fornece a formulacdo de
lipossomas de acordo com qualquer uma ou mails das
configurag¢des descritas acima, a suspensdo de acordo com
gqualguer uma ou mais das configuracdes descritas acima, ou a
composigdo farmacéutica de acordo com qualquer uma ou mais
das configuragdes descritas acima, para utilizacdo em um
método de tratamento do corpo humano ou animal por terapia.
Em uma configuracdo particular, a invencdo fornece essa
formulacéo, suspensao ou composicdo farmacéutica de
lipossomas para injecgdc. Em outra configuragdo particular, a
presente invencédo fornece a formulacéo, suspensao ou
composicdo farmacéutica de lipossomas para utilizagdo em um
método de tratamento ou prevengdo da tuberculose. Estas
configuracdes particulares podem ser realizadas
individualmente ou em combinagéo.

Em uma configuracdo mais particular, a invencao
fornece a formulacgdo, suspensdo ou composicdo farmacéutica de
lipossomas de acordo com o que é descrito acima em relagdo a
sua utilizacdo em um método de tratamento do corpo humano por

terapia, caracterizada ainda pelo fato de ser para
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administracdc ao corpo humano em uma dose que compreende de 1
a 1000, de preferéncia 3 a 250, mais de preferéncia de 4 a 80
e mais de preferéncia ainda de cerca de 5, cerca de 25 ou
cerca de 50 pg/dose de FCMtb.

Em trés configurac¢des mais particulares (a) a (c),
a formulacéo, suspensdo ou composicdo farmacéutica de
lipossomas de acordo com o que é descrito acima em relacido a
sua utilizacdo em um método de tratamento do corpo humano ou
animal por terapia é (a) para utilizacdo em um método de
prevencdo de tuberculose ativa em individuos com uma infeccéo
latente por tuberculose, (b) para utilizacdo em um método de
profilaxia primadria da tuberculose, a fim de prevenir a
infeccdo de individuos que foram expostos a doenga, mas que
ainda ndo estdo infectados, ou (c¢) para utilizacdo em um
método de tratamento ou prevencdo da tuberculose latente.

Em uma configuracdo preferida da formulacéo,
suspensdo ou composicdo farmacéutica de lipossomas acima para
utilizacdo desta em um método de tratamento do corpo humano
ou animal por terapia é a sua utilizacdo em terapia de
combinagdo ou terapia adjuvante. Terapia adjuvante é uma
terapia adicional ou secundadria combinada com um tratamento
primdrio, que aumenta a eficadcia no tratamento de uma
condicédo. Uma configuracéo particular da terapia de
combinacdo é aquela em que a terapia de combinagdc compreende
um antibidético, de preferéncia um ou mais de isoniazida e uma
ansamicina, em gque a ansamicina é mais de preferéncia a
rifampicina. Em wuma configuragdo particular da presente
invencdo, a terapia adjuvante é administrada a um ser humano
HIV positivo, e é preferida uma dose unica de 25 pg de FCMtb.

A invencdo também fornece um processo para a
preparacdo de qualquer um dos agentes, isto é, a formulacdo,
suspensdo ou composicdo farmacé&utica de lipossomas.

A invencdo fornece ainda a cepa NCTC 13536 do MTB-
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C, depositada em 2010, na NCTC em Londres.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invengdo fornece formulagbes de lipossomas gque
compreendem fragmentos de uma cepa (FCMtb) do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB-C), e um agente formador de
lipossoma.

Salvo expressamente especificado em contrario, o
termo "compreendendo" é usado no contexto do presente pedido
para indicar que mais membros podem opcionalmente estar
presentes em adigdoc aos membros da lista introduzida por
"compreendendo". No entanto, é considerado como uma
configuracdo especifica da presente invencdo, gque o termo
"compreendendo" abranja a possibilidade de mais membros néao
estarem presentes, isto é, para o) propdésito desta
configuragdo, "compreendendo" deve ser entendido como tendo o
significado de "consistindo de".

A descricdo detalhada revela variantes especificas
e/ou preferidas das caracteristicas individuais da invencé&o.
A presente invencdo também contempla como configuragdes
particularmente preferidas aquelas configuragdes que sdo
geradas pela combinagcdo de duas ou mais das variantes
especificas e/ou preferidas descritas para duas ou mailis das
caracteristicas da presente invencéo.

E geralmente aceito que um processo de lipossomacdo
gera um ambiente 1lipidico, facilitando a solubilidade e
conduzindo a uma suspensdo de substéncias, tal como FCMtb.
Lipossomas, na acepgdo da presente invengdo podem ser
unilamelares, multilamelares ou combinag¢des destes.

FCMtb pode ser de qualquer tipo de substéncia
derivada da <cepa do MIB-C, em que sdo preferidos os
fragmentos derivados de proteinas e/ou lipidios. FCMtb dentro
do éambito deste pedido ¢é tipicamente uma mistura de

diferentes antigenos de proteina e lipidios de células do
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MTB-C.

Os fragmentos celulares podem ser obtidos por
qualquer método conhecido por especialistas na técnica
adequado para fragmentar células microbianas ou bacterianas,
tal como, especificamente, células do MTB-C, por exemplo,
homogeneizacdo. A homogeneizagdo pode ser realizada por meio
de sonicagdo com ultrassom, ou por meio da utilizacdo de
pequenas contas com cerca de 0,1 mm de didmetro, por exemplo,
contas de silica ou zircdnio/silica, em conjunto com um
homogeneizador mecanico. Um homogeneizador mecdnico que pode
ser usado, por exemplo, é o modelo BioSpec BeadBeater®. As
células do MTB-C s&o quebradas por este processo de
homogeneizacdo, de modo que sdo obtidos pequenos fragmentos
celulares, tipicamente incluindo peqguenos fragmentos de
parede celular. Uma caracteristica tipicamente relevante da
producgédo dos fragmentos de parede celular é a
"desintoxicacido" dos fragmentos celulares por delipidizacéio,
bem conhecido por especialistas na técnica, um processo que
permite a remogdo das moléculas semelhantes as sendotoxinas.
0 FCMtb &, portanto, de preferéncia desintoxicado e
pasteurizado e a formulacdo de lipossomas obtida é entéo
estéril e livre de endotoxinas. Opcionalmente, a dispersdo
dos fragmentos celulares em tampdo pode ser liofilizada para
facilitar o seu armazenamento. Para este £fim, a disperséo
pode ser distribuida em frascos e liofilizada a uma
temperatura entre -15° C e -120° C, tal como, por exemplo, -
45° C e com vacuo, tal como entre 0,1 e 0,5 mbar.

Os lipossomas de acordo com a presente invengdo
geralmente tém uma distribuigdo de tamanho em que pelo menos
99, 9% (em numero) sdo menores do que 1 um. Em uma
configuracédo particular, o dilmetro hidrodindmico das
particulas, tal como determindvel por dispersdo dindmica da

luz, é de 120 nm ou menos, de preferéncia de 110 nm ou menos,
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mais de preferéncia de 95 nm ou menos, e mals de preferéencia
ainda de 80 nm ou menos. Na dispersdoc diné&mica da luz o
parédmetro de dié&metro hidrodindmico é considerado um numero
estdvel e importante obtido pela técnica, e & o numero de
tamanho que é utilizado de preferéncia para fins de controle
de qualidade. De preferéncia, os lipossomas da formulacdo de
acordo com esta invencdo sd8o monomodais, isto &, eles
apresentam um Unico pico nas medig¢des de dispersdo dindmica
da luz. Mais de preferéncia, os lipossomas da formulacdo de
acordo com esta invencdo sdo esféricos, como pode ser testado
por microscopia eletrdénica de preparacgdes por crio-fratura da
formulacdo de lipossomas, como mostrado no Exemplo 9.
Esférica, significa que pelo menos para 90% das particulas de
lipossomas (por numero), todos os pontos da superficie da
particula individual tém uma distdncia similar ou idéntica ao
centro do lipossoma, 1isto é, o raio minimo de tal particula
se relaciona ao raio maximo da mesma particula em uma
proporcédo de 0,6 ou mais, 0,7 ou mais, 0,8 ou mais ou 0,9 ou
mais. A formulacdo de lipossomas de acordo com a presente
invencéao pode compreender lipossomas unilamelares ou
multilamelares, ou uma mistura destes. De acordo com o©
conhecimento padrdo de especialistas na técnica, as medicgdes
de dispersdo dindmica da luz devem ser realizadas em um
tampdo adequado, isto é, um tamp&do que por si sbé ndo cause
perturbacdes, desintegracdo ou fus&o dos lipossomas ou gue o0s
desestabilize significativamente fisicamente de qualquer
outra forma. Como regra geral, gqualquer tampdo pode ser
adequado, desde que tanto a forga idnica, como o valor de pH
sejam comparaveis ao tampdo no qual os lipossomas foram
formados. De preferéncia, € usado um tampdo de composigdo
semelhante ou idéntica ao tampdoc no qual os lipossomas foram
formados.

Em uma configuracdo alternativa, a formulacdo de
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lipossomas compreende adicionalmente 1% a 20% (p/v) de
sacarose, de preferéncia 2% a 12% (p/v) de sacarose, mais de
preferéncia 3% a 8% (p/v) de sacarose, e mais de preferéncia
ainda 4% a 6% (p/v) de sacarose. S&o particularmente
preferidos aproximadamente 5% de sacarose.

E importante notar que, enquanto cada uma destas
configuragdes relativas, tanto a relativa a um tamanho de
particula particular, como a outra relativa & presencga de
sacarose, podem ser realizadas individualmente, estas
configuracdes ndo devem ser consideradas mutuamente
exclusivas e podem muito bem ser executadas em combinacéao.

Em uma configuracdo particular, a formulacdo de
lipossomas descrita acima tem particulas com um dié&metro
hidrodindmico na faixa de 40 a 120 nm, de preferéncia de 50 a
100 nm, mais de preferéncia entre 55 e 95 nm, e mais de
preferéncia ainda de 55 a 80 nm. O didmetro hidrodindmico das
particulas é, assim, de preferéncia, medido por difusdo
dindmica da luz, conforme descrito de maneira geral acima e
em detalhes na secgdoc "Materiais e Métodos".

Em uma configuragdo particular alternativa, o
didmetro hidrodinédmico das particulas da formulacdo de
lipossomas descrita acima pode ser menor, de modo gque a
formulacdo de lipossomas €é uma emulsdo, isto €&, nesta
configuracdo particular o didmetro hidrodindmico das
particulas é de preferéncia inferior a 40 nm.

Em uma configuracgd&o preferida de qualguer uma ou
mais das configuracdes descritas acima, os lipossomas da
formulacdo de acordo com esta invengdo sdo, além disso,
monodispersos, © que significa que ndo é observada nenhuma
largura significativa na distribuig¢do de tamanho. Isto &
tecnicamente testado por um indice de polidispersibilidade
baixo (PDI), conforme determinado por dispersdo dindmica da

luz, tal como 0,4 ou menos, de preferéncia 0,3 ou menos.
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Consequentemente, a formulagdo de lipossomas é uma formulacdo
de lipossomas em que o indice de polidispersibilidade das
particulas conforme determinado por dispersido dindmica da luz
€ de 0,4 ou menos, de preferéncia 0,3 ou menos, e mais de
preferéncia 0,25 ou menos.

Os fragmentos da cepa do complexo Mycobacterium

tuberculosis (MIB-C) podem ser obtidos por um processo que

compreende um processo a montante (processo "upstream") e um
processo a Jjusante (processo "downstream"). Para fins
ilustrativos, as cinco etapas principais s&o brevemente

descritas aqui e configurag¢gdes particulares do processo sé&o
descritas nos Exemplos 2 e 3 abaixo.

Processo a montante (Exemplo 2):

Etapa 1: Cultura de Mycobacterium tuberculosis

Etapa 2: Colheita de Mycobacterium tuberculosis e
congelamento do extrato bruto

Processo a jusante (Exemplo 3):

Etapa 3: Fragmentagdo celular e delipidizacgédo

Etapa 4: Pasteurizagéo

Etapa 5: Liofilizagdo (opcional)

Em uma configuragdo mais preferida de qualquer das
configurac¢des descritas acima, a cepa do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB-C)é uma cepa virulenta do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB-C). Virulento se
refere & patogenicidade por caso e/ou a capacidade do bacilo
em invadir os tecidos do hospedeiro. A cepa virulenta pode
ser qualquer cepa virulenta de qualquer uma das espécies
pertencentes ao MTB-C, mas é preferida uma cepa gue pertence
ao M. tuberculosis. A cepa de MTB-C de acordo com a invengao
pode ser cultivada por inoculagdo em meios de cultura bem
conhecidos dos especialistas na técnica, por exemplo,
Middlebrook 7H10 ou agar 7H11, meio de Sauton ou meio de

Proskauer-Beck. A cultura da cepa virulenta é realizada, de
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preferéncia, durante um periodo de tempo prolongado, tal
como, por exXemplo, um periodo igual ou superior a trés
semanas, de preferéncia compreendido entre 3 e 4 semanas. A
temperatura da cultura de preferéncia é mantida entre 34° C e
38° C. Uma vez que termina a cultura, as células sdo colhidas
e 1soladas utilizando técnicas bem conhecidas no estado da
técnica, tal como as descritas no pedido de patente
ES2231037-Al.

O agente de lipossoma da formulagdo de lipossomas é
de preferéncia um fosfolipidio hidrogenado, parcialmente
hidrogenado ou ndo hidrogenado. O fosfolipidio utilizado pode
ser ou compreender, por exemplo: fosfatidilcolina,
fosfatidilserina e fosfatidil-inositol. O mais tipico é a
fosfatidilcolina, gque pode ser sintetizada ou isolada a
partir de uma variedade de fontes naturais. De preferéncia, o
agente de formagdo de lipossomas é ou compreende lecitina,
selecionada do grupo constituido por lecitina de ovo e
lecitina de soja. A lecitina de soja € uma mistura complexa
de fosfolipidios incluindo, entre outros, a fosfatidilcolina,
e é particularmente preferida. Lipidios tipicos que também
podem estar compreendidos na formulagdo quer como agente de
formacdo de lipossomas em si, ou como outro componente, sdo:

dicetil-fosfato (DCP), dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC),

dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG), dioleoil
fosfatidilcolina (DOPc), dioleoil fosfatidiletanolamina
(DOPE) , dioleoil fosfatidilserina (DOPS) , dipalmitoil
fosfatidilcolina (DPPC) , dipalmitoil fosfatidilglicerol

(DPPG), fosfatidilcolina (PC) e/ou fosfatidilserina (PS),
onde o respectivo lipideo pode ser hidrogenado, parcialmente
hidrogenado ou n&o hidrogenado. Os lipossomas podem ser
formados usando lipidios auxiliares convencionais econdmicos
e técnicas bem conhecidas por especialistas na técnica, tal

como as descritas no pedido de patente ES2231037-Al.
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E ainda preferido que, em qualqguer das
configuragdes descritas acima, a proporcdo de (a): fragmentos
de uma cepa do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB-C) e
(b) o agente formador de lipossoma esteja na faixa entre
0,01:1 e 1:1, de preferéncia entre 0,06:1 e 0,1:1. Em uma
configuragdo mails preferida de qualquer um das descritas
acima, a formulacdo de lipossomas compreende adicionalmente:
(d) um agente tensoativo. Geralmente, todos os tipos de
agentes capazes de alterar o valor da tensdo superficial
podem ser utilizados como agente tensoativo no escopo da
presente inven¢do, mas sdo excluidos os compostos que se
enquadram na definigdo de agente formador de lipossomas
descrita acima. VAarios tipos de agentes tensocativos sé&o
conhecidos por especialistas na técnica e podem ser
utilizados na formulac&o de lipossomas de acordo com a
presente invengdo. Como ¢é sabido por um especialista na
técnica, os agentes tensoativos s&o geralmente produtos
quimicos com uma estrutura polar-apolar. Sem Qquerer estar
limitado a qualquer teoria em particular, 0s agentes
tensocativos geralmente tém a tendéncia de se situar na
superficie das particulas, criando assim uma camada
monomolecular na interface, que reduz o© valor da tensao
superficial. Os agentes tensocativos também sdo referidos como
surfactantes ou agentes ativos de superficie. Em uma
configuragdo preferida da formulacdo de lipossomas contendo
surfactante, o agente tensocativo ¢ selecionado de esterdis e
derivadeos destes, tal como colesterol e/ou sais de bilis ou
derivados destes, tal como colato. Configuracdes
particularmente preferidas sdo aquelas em que o agente
tensoativo é selecionado dentre colato, deoxicolato,
colesterol e hemissuccinato de colesterol. Um bom modo, porém
ndo limitante de realizagdo da invencdo é aquele em que O0s

lipossomas da formulacido compreendem tanto lecitina derivada
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de soja como colato de sddio.

Em uma configuracdo ainda mais ©preferida, a
formulacéio de lipossomas compreendendo (d) o agente
tensoativo, ¢é uma formulagcdo de lipossomas, em que a
proporgdo entre (a) e (d) esta entre 0,05:1 e 3:05 (p/p).
Podem ser utilizados varios tipos de agentes formadores de
lipossomas, comc ¢é Dbem conhecido por especialistas na
técnica.

Opcionalmente, os lipossomas podem conter aditivos
para melhorar a sua estabilidade, por exemplo: vitamina E,
que se acredita atua como um antioxidante lipidico.

Em uma configuracdo mais preferida, a formulacdo de
lipossomas descrita acima é uma formulagdo de lipossomas em
que os fragmentos de células do MTB-C sdo ou compreendem
fragmentos de parede celular.

Pode ser utilizada qualquer cepa pertencente ao
MTB-C, e de preferéncia qualquer cepa pertencente ao
Mycobacterium tuberculosis. Em outra configurag¢do mais
preferida, a formulacdo de lipossomas descrita acima
compreende fragmentos da cepa NCTC 13536 do MTB-C, que foi
depositada em 2010 na NCTC, em Londres (Exemplo 1). Outra
cepa que pode ser utilizada e cujos fragmentos podem,
portanto, estar compreendidos na formulagdo de lipossomas, é
chamada de H37Rv, que pode ser obtida, por exemplo, na
National Collection of Type Cultures (NCTC), Londres, Reino
Unido (numero de depdsito NC007416) e & frequentemente usada
por pesquisadores neste campo. Também & possivel que seja
utilizada mais do que uma cepa, ou seja, que a formulagao de
lipossomas compreenda fragmentos de varias, tal como duas,
trés ou mais de trés cepas.

Considerando-se 0s cerca de 4000 antigenos
putativos do M. tuberculosis, é impossivel analisar o

composto ativo para todas estas proteinas. No entanto,
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algumas proteinas do MTB-C mostraram-se relevantes para a
resposta imunolégica desejada. Estas sdo cinco bandas de
proteinas que tém tamanhos aproximados de 6, 10, 30, 38 e 70
kDa (Renshaw, et al., 2005, EMBO Journal 24, 2491 -2498;
Singh, et al., 2005, Clin. Diagn. Lab. Immunol. 12(2), 354-
358). Portanto, em uma configuracdo ainda mais preferida, a
formulacdo de lipossomas descrita acima compreende pelo menos
dois, de preferéncia trés, mals de preferéncia gquatro, e
ainda mais de preferéncia todas as seguintes caracteristicas:

i. um primeiro polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 70 kDa conforme medido em seguida & eletroforese
em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em
que © primeiro polipeptideo tem uma impressdo digital
peptidica semelhante a impressdo digital ©peptidica da
proteina HSP70 do M. tuberculosis (Rv0350),

ii. um segundo polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 38 kDa conforme medido em seguida a eletroforese
em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em
gque o segundo polipeptideo tem uma impressdo digital
peptidica semelhante & impressdo digital peptidica da
proteina 38kDa do M. tuberculosis (Rv0934),

idii. um terceiro polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 30 kDa conforme medido em seguida a eletroforese
em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em
que o terceiro polipeptideo tem uma impressdo digital
peptidica semelhante & 1mpressdo digital peptidica da
proteina Ag85B do M. tuberculosis (Rvl866¢c ), e

iv. um quarto polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 10 kDa conforme medido em seguida a eletroforese
em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sédio (SDS), em
gue o quarto polipeptideo tem uma impressdo digital peptidica
semelhante & impressdo digital peptidica da proteina CFP10 do

M. tuberculosis (Rv3874), e
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v. um gquinto polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 6 kDa conforme medido em seguida & eletroforese
em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em
que © quinto polipeptideo tem uma impressdo digital peptidica
semelhante a impress&oc digital peptidica da proteina ESAT-6
do M. tuberculosis (Rv3875).

Em uma configuragdo ainda mais preferida, a
formulacdo de lipossomas compreende ainda um lipopolipeptideo
com um peso molecular de aproximadamente 19 kDa, conforme
medido em seguida & eletroforese em gel de poliacrilamida de
dodecilsulfato de sdédio (SDS), em que o lipopolipeptideoc tem
uma 1mpressdo digital peptidica semelhante & impressao
digital peptidica do precursor do antigeno da lipoproteina de
19 kDa LpgH do M. tuberculosis (Rv3763). A respectiva banda
pode ser visualizada por meio de métodos conhecidos na
técnica, tal como a coloragdo com prata. Os pesquisadores da
presente invenc¢do descobriram, surpreendentemente, que este
polipeptideo induz uma resposta humoral IgG total elevada,
que pode ser a resposta humoral mais alta entre todos os
antigenos na formulacio.

Exemplos de como 0s polipeptidios ou
lipopolipeptidios podem ser identificados sdo apresentados no
Exemplo 4.

Ainda mais de preferéncia, a formulacdo de
lipossomas descrita acima é caracterizada ainda pelo fato de
que pelo menos um dos seguintes antigenos de Mycobacterium
tuberculosis, ou fragmentos destes, eété presente: HSPT/O0,
proteina 38 kDa e Ag85B, e mails de preferéncia, pelo menos um
de HSP70, proteina de 38 kDa e Ag85B. Fragmento, neste
sentido, ¢é qualquer parte, tal como, por exemplo, um produto
de degradacdo, de qualquer um desses polipeptidios. Existem
varias maneiras de obtencdo de tails fragmentos, por exemplo,

hidrélise quimica ou enzimdtica, em que ndo é relevante se a
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fragmentagdo ocorreu propositadamente ou ndo, antes ou depois
da formacdo do lipossoma. E preferido que o respectivo
fragmento possa ser atribuido a sua respectiva origem, tal
como, por exemplo, por sobreposicdoc substancial na sequéncia
de aminoacidos, tal como pelo menos 5, pelo menos 10, pelo
menos 20 aminoacidos consecutivos.

Os fragmentos de acordo com a presente invencdo sédo
obtidos de preferéncia a partir de bacilos cultivados em
condigdes de stress de fome, baixo teor de oxigénio e baixo
pH. O baixo teor de oxigénio ¢é devido ao crescimento das
bactérias em placas que sd3o fechadas em sacos herméticos
durante o periodo de crescimento, que é de, por exemplo, 21
dias, o que leva a um ambiente microaerobidético. O pH baixo é
explicado a seguir: no inicio da cultura o valor do pH é de
7,0 - 6,8 e no final, tipicamente depois de 21 dias de
cultura, o valor do pH é de 6,4 - 6,5. Nestas condicgdes, o
metabolismo das bactérias é mais lento, o que leva a um
crescimento estaciondrio. Entende-se que isto torna os
bacilos mails resistentes ao stress. Nestas condigdes, os
bacilos cultivados desenvolvem caracteristicas semelhantes as
do bacilo latente in vivo na LTBI (infeccdo por tuberculose
latente). Desta forma, espera-se gque os antigenos presentes
nos FCMtb desencadeiem uma nova resposta imunoldgica contra
os antigenos dos Dbacilos latentes, isto ¢é, os chamados
antigenos "estruturais", bem como os associados as respostas
ao stress.

Glicolipidios micobacterianos s&o conhecidos héa
muito tempo por terem atividade imunomoduladora, em
particular a inducdo de respostas granulomatosas e por
exercerem potentes efeitos semelhantes a adjuvante. Portanto,
em uma configuracdo mais preferida, a formulacdo de
lipossomas descrita acima contém lipidios que sdo tipicamente

encontrados em Mycobacterium tuberculosis, ou derivados
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destes, tal como produtos de conjugagdo como lipidios
conjugados com agucares. Varios  componentes lipidicos
imunogénicos foram identificados nas amostras de M.
tuberculosis (Brennan, Tuberculosis (Edimburgo), 2003, 83(1-
3), 91-97) e foram desenvolvidos métodos analiticos para a
sua determinacgdo (eletroforese, SDS-PAGE, cromatografia de
camada fina (ou delgada)). Embora o isolamento de cada
componente lipidico fosse exigir um tratamento agressivo de
tal forma que dados quantitativos ou as percentagens de cada
componente detectdvel no extrato do MTB-C, ou na formulagéo
de lipossomas seriam dificeis de obter, a caracterizagéo
qualitativa deve servir para caracterizar outra configuragdo
preferida da presente invengdo. De acordo com esta outra
configuracdo preferida, é compreendido um ou mais dos acidos
micdéticos, de preferéncia pertencente a gqualquer um ou mais
dos tipos I, III ou IV. Alternativamente ou adicionalmente,
um micolato conjugado com acgucar, de preferéncia um
dimicolato de trealose pode estar incluido na formulacdo.
Alternativamente ou adicionalmente, um glicolipidio
lipoarabinomanana (LAM) pode estar incluido na formulacgdao.
Além disso, acredita-se ser uma vantagem a natureza
multiantigénica dos fragmentos (mistura de proteinas
multiantigénicas mais lipidios, em vez de antigenos
purificados apenas) e, portanto, o processo de fragmentagado
celular pode ser adaptado por especialistas na técnica de
modo a permitir uma mistura de antigeno celular ideal.

A homogeneizacdo das células do MTB-C, é realizada
na presenca de um ou mais agentes tensoativos, de preferéncia
um surfactante ndo idénico. Consequentemente, a formulagdo de
lipossomas descrita acima pode compreender adicionalmente um
ou mais de tais surfactantes. Um especialista na técnica com
conhecimento normal conhece um grande numero de tais

surfactantes. De preferéncia, o tensoativo ndo 1idnico
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utilizado é selecionado do grupo gque consiste em etoxilatos
de alquilfenol, etoxilatos de ésteres de sorbitano. Mais de
preferéncia, o surfactante n&o idnico é selecionado do grupo
de etoxilatos de octilfenol. Ainda mais de preferéncia, sdo
usados os etoxilatos de octilfenol com um teor de 6éxido de
etileno compreendido entre 7 e 8 mols, cujos surfactantes
podem ser encontrados no mercado com o nome de Triton X-
114®.A massa homogeneizada contendo os fragmentos da parede
celular é submetida a um tratamento convencional para separar
e rejeitar as células nado fragmentadas e os componentes
solubilizados. Pode ser utilizada a centrifugacéo a
diferentes velocidades e a lavagem com uma solucgdo tampao,
tal como descrito no pedido de patente ES2231 037-Al, por
exemplo. O sedimento contendo os fragmentos da parede celular
€& obtido apdés a realizacdo dos processos de purificacgdo
mencionados. Tal sedimento é disperso em tampdo salino
tamponado com fosfato (PBS) e é submetido a um tratamento
convencional para assegurar a inativag¢do completa das células
do MTB-C que possam ter permanecido viaveis apds o processo
de fragmentacdo e purificagdo. O tratamento mencionado pode
ser um processo quimico, por exemplo, por meio de tratamento
com formaldeido, ou um processo fisico, por exemplo, por meio
de autoclave ou tratamento de pasteurizagdo. Exemplos de
caracterizacdo de lipidios sdo apresentados no Exemplo 5
abaixo.

Em outra configuragdo preferida, a formulagdo de
lipossomas descrita acima compreende adicionalmente um ou
mais sails ou solucdo(des) destes, em que o sal preferido é o
cloreto de sédio.

Em outra configuracdo ainda mais preferida de
qualquer uma das acima, a formulagdo de lipossomas ¢
liofilizada. Os lipossomas poden ser submetidos a

liofilizacgdo para obter assim o agente imunoterapico na forma
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de lipossomas liofilizados. Para esse fim, a dispersdo pode
ser distribuida em frascos e liofilizada a uma temperatura
baixa, tal como entre -15° C e -120° C, tal como, por
exemplo, -45° C e com vacuo tal como entre 0,1 e 0,5 mbar. Os
frascos obtidos apds 1liofilizacdo contém a formulacdo de
lipossomas adequada como agente imunoterapéutico e séo
armazenados, de preferéncia, a temperaturas muito baixas, por
exemplo, a =-70° C.

A invengdo também fornece uma suspensdo, em que a
formulagdo de lipossomas de qualquer uma das reivindicacdes
anteriores é reconstituida em um solvente, em uma
configuracdo preferida o solvente desta suspensdc é aquoso,
mais de preferéncia é ou compreende soro fisioldgico. Métodos
para a suspensdo de formulacdes de lipossomas em um solvente
sdo bem conhecidos por especialistas na técnica. E uma
propriedade particularmente vantajosa da formulagdo de acordo
com a presente invencdo o fato desta poder ser suspensa mais
rapido do que formulacgdes convencionais de lipossomas que
compreendem fragmentos do MTB-C (ver Exemplo 9).

Um objeto da invengdo é o fornecimento de um agente
compreendendo fragmentos da parede celular de uma cepa do
MTB-C para a preparacdo de uma composigdo farmacéutica, em
que o agente ¢é ou compreende a formulacdo de lipossomas

descrita acima em qualquer uma das configurag¢des descritas ou

suas combinacdes. 0 escopo principal da formulacéo
farmacéutica/formulacgédo galénica da substéncia ativa
(principio ativo) é a obtencao de uma suspensao

suficientemente eficaz e estdvel para ser bem reconhecida
pelas células e que tem o potencial de provocar uma resposta
imunolégica celular relevante em um corpo humano ou animal.
Para esse fim, a invencdo também fornece uma composigdo
farmacéutica compreendendo a formulagdo de lipossomas, ou a

suspensdo conforme descrita em qualgquer uma ou mais das
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configuracdes descritas acima, e um veiculo, excipiente ou
diluente farmaceuticamente aceitdvel. VArios destes veiculos,
excipientes e diluentes sdo conhecidos por especialistas na
técnica e eles ndo s&o, de modo algum limitados, por esta
descrigdo. Ao contrdrio, qualgquer substéncia adequada como
veiculo, excipiente ou diluente pode ser utilizada. Em uma
configuracdo preferida, esta composig¢do farmacéutica
compreende adicionalmente um adjuvante farmaceuticamente
aceitdvel. Adjuvante deve ser entendido aqui como uma
substéncia compreendida nesta configuracdo da invencdo, em
que o adjuvante é uma substéncia capaz de estimular o sistema
imunoldégico quando aplicada a um corpo humano ou animal, em
resposta ao antigeno alvo, em que o adjuvante propriamente
dito ndo confere imunidade. Sem querer estar limitado a
qualquer substdncia adjuvante em particular, configuracgdes
preferidas sdo aquelas em gue o adjuvante ¢é um sal de
aluminio, tal como cloreto de aluminio, ou um éleo mineral ou
uma composicdo compreendendo &éleo mineral, tal como ©
adjuvante de Freund incompleto (IFA) ou adjuvante de Freund
completo (CFA) ou um halogeneto de ambénio, tal como um
brometo de aménio alquilado, tal como brometo de dimetil
octadecil-aménio.

A invencao também fornece um  produto para
utilizacdo em um método de tratamento do corpo humano ou
animal por terapia. Isto é, ela fornece a formulacdo de
lipossomas de acordo com qualgquer uma ou mais das
configuracdes descritas acima, a suspensdo de acordo com
gualguer uma ou mais das configuragdes descritas acima, ou a
composicdo farmacéutica de acordo com gqualgquer uma ou mais
das configuragdes descritas acima para utilizagdo em um
método de tratamento do corpo humano ou animal por terapia.

O farmaco pode ser administrado em uma mucosa, por

exemplo, ocular, intranasal, oral, géstrica, intestinal,
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vaginal ou mucosa do trato urindrio, ou por via parenteral,
por exemplo, por via subcuténea, intradérmica, intramuscular,
intravenosa ou intraperitoneal. E preferida a administrac&o
parenteral, em uma configuracdo particular, a invencéo
fornece essa formulacdo, suspensdo ou composicdo farmacéutica
de lipossomas para injecédo.

Em outra configuragdo particular, a invencéao
fornece a formulacdo, suspensdo ou composicdoc farmacéutica de
lipossomas para utilizacdo em um método de tratamento ou
prevengdo da tuberculose. Estas configurag¢des particulares
podem ser executadas individualmente ou em combinacdo. Os
inventores do presente estudo constataram que a formulacdo de
acordo com a presente invengdo conduz a um aumento da
resposta imunoldgica celular e também controla o processo de
reinfecgdo constante que, de outro modo, pode ocorrer na
infecgdo por tuberculose latente, ao aumentar a imunidade
contra bacilos em crescimento e induzir a imunidade contra o
bacilo n&o replicante.

A dose apropriada da formulacdo, suspensdo ou
composicdo farmacéutica de lipossomas de acordo com o que é
descrito acima em relacdo & sua utilizacdo em um método de
tratamento do corpo humano por terapia depende de varios
pardmetros, incluindo o modo de administragcdo e com o
individuo a ser tratado. Em uma confiquracdo preferida, esta
é para administrac¢do ao organismo humano. Em uma configuracao
preferida da mesma, isto ocorre em uma dose que compreende 1
a 1000, de preferéncia 3 a 250, mais de preferéncia de 4 a 80
e ainda mais de preferéncia cerca de 5, cerca de 25 ou cerca
de 50 mng/dose FCMtb. Uma dose de 25 pg é particularmente
preferida.

Em trés configuracdes mais particulares (a) a (c),
a formulacéo, suspensdo ou composicdo farmacéutica de

lipossomas de acordo com o que é descrito acima em relacdo a
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sua utilizagdo em um método de tratamento do corpo humano ou
animal por terapia ¢é (a) para utilizacdc em um método de
prevencgdo da tuberculose ativa em individuos com uma infeccéo
por tuberculose latente. Em uma configuracgdo alternativa mais
particular, (b) para utilizac&o em um método de profilaxia
primdria da tuberculose para prevenir a infecg¢do de
individuos que foram expostos a doenga, mas gue ainda ndo
estdo infectados ou (c) para utilizacdo em um método de
Lratamento ou prevencdo da tuberculose latente.

A formulagdo, suspensdo ou composicdo farmacéutica
de lipossomas para a utilizacdo em um método de tratamento do
corpo humano ou animal por terapia pode ser administrada na
forma de uma dose Unica ou de varias doses, tal como duas,
trés, quatro, cinco ou mais do que cinco doses, por meio da
repeticéao em intervalos de tempo determinados. De
preferéncia, sdo administradas duas doses separadas por um
periodo compreendido entre 2 e 5 semanas, de preferéncia
entre 3 e 4 semanas.

Os Exemplos 8, 10 e 12 sdo exemplos de como a
formulacdo de lipossomas de acordo com a presente invencgéo
pode ser aplicada a seres humanos ou animais.

Uma configuracdo preferida da substéncia acima é a
formulacéo, suspensao ou composicgédo farmacéutica de
lipossomas para utilizagdo em terapia de combinagdo ou
adjuvante. Os médicos usam a terapia adjuvante com frequéncia
para obter melhores taxas de cura ou uma resposta mails réapida
ao tratamento primdrio. Uma terapia de combinacdo ou terapia
adjuvante envolve a utilizacgdo de mais de um medicamento para
o tratamento do corpo humano ou animal por terapia. Uma
primeira configuracdo particular de uma terapia de combinacgé&o
é aquela em que a terapia de combinacdo compreende um
antibiético, de preferéncia um ou mais de isoniazida e uma

ansamicina, em que a ansamicina é mais de preferéncia a
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rifampicina. Uma segunda configuracdo particular desta é tal
que a terapia de combinacdo compreende outras vacinas
profildticas contra a tuberculose, tal como as mencionadas na
S.H.E. Kaufmann, Nature Rev. Immunol., 2006, 6, péginas 699-
704, tal como por exemplo, a vacina do bacilo de Catmette-
Guerin (BCG), vacinas de subunidades ou vacinas de BCG
recombinante. A primeira e a seqgunda configuracéao
particulares podem ser combinadas.

Na terapia de combinacdo ou terapia adjuvante, a
administragdo destas duas (ou mais) substéncias pode ser
simulténea ou pode ser feita em duas (ou mais) inoculacdes
separadas ao longo de um periodo de tempo. O periodo entre a
inoculacdo pode ser de varios anos. No caso de uma terapia de
combinacdo, as 1noculagdes separadas ao longo do tempo, €
administrada em primeiro lugar,de preferéncia, uma vacina
profildtica contra a tuberculose, e o farmaco compreendendo
fragmentos da parede celular de uma cepa virulenta do MTB-C,
gque atua como um agente reestimulante (ampliador) da vacina
inoculada inicialmente, é administrada subsequentemente. Em
uma configuragdo, ¢é administrada apenas uma unica dose ao
sujeito humano, e esta dose é de preferéncia de 25 upg de
FCMtb.

Alternativamente, varias estratégias diferentes de
tratamento ou tipos ou cuidados sdo empregados
simultaneamente em terapia adjuvante. Em uma configuragdo
particular da presente invengdo, a terapia adjuvante ¢é
administrada a um sujeito humano com o sistema imunolédgico
deficiente, tal como um individuo que sofre de HIV, ou
gualquer individuo de outra forma propenso a infecg¢do por
tuberculose e/ou com necessidade de tal terapia. Também pode
ser administrada a isoniazida na terapia adjuvante. Além
disso, a terapia adjuvante pode compreender a administracgdo

de qualquer farmaco ou combinagdo de farmacos para o
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tratamento do sistema imunoldégico deficiente, tal como para o
tratamento da infecc¢do por HIV. Farmacos tipicos para tratar
infeccdes por HIV sdo farmacos antiretrovirais, e uma viséo
geral ndo limitante pode ser encontrada em: "Antiretroviral
therapy for HIV infection in adults and adolescents;
recommendations for a public health approach: 2010 revision",
autores: OMS - organizacéo Mundial de Saude, ISBN:
9789241599764.

Assim, o0s presentes inventores forneceram uma
solugdo para a necessidade de fornecer protecgdo eficaz contra
a tuberculose, tal como a vacinacdo de seres humanos HIV
positivos.

A possibilidade de um individuo ser considerado HIV
positivo ou ndo (isto é, HIV negativo) pode ser testada por
qualquer teste que permita a detecgdo da presenga do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), o virus que provoca a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), em um fluido corporal
do individuo a ser testado, em que o fluido corporal é
tipicamente qualquer um selecionado de soro, saliva ou urina.
Tais ensaios podem detectar anticorpos, antigenos, ou RNA.
Uma visdo geral dos testes de avaliacdo adequados é dada em
Chou et al., Ann. Intern. Med. Chem., 05 de julho de 2005,
143(1):55-73.

Os inventores da presente inveng¢do descobriram,
surpreendentemente, que uma uUnica dose de 25 pg de FCMtb
administrada a um sujeito humano HIV positivo proporciona uma
resposta mais forte.

Uma unica dose de 25 pg de FCMtb também foi potente
guando administrada a um sujeito humano soronegativo. Os
presentes inventores mostraram que isto é particularmente
util em pacientes que sofrem de tuberculose latente (Exemplo
12). Assim, uma dose tUnica de 25 pg de FCMtb a ser

administrada a um individuo HIV positivo ou HIV negativo é
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uma configuracdo preferida da invencéo.

A invengdo também fornece um método de fabricacédo,
caracterizado pelo fato deste ser adequado para a obtencdo de
uma formulacdo de lipossomas de acordo com gualquer uma ou
mais das configuracdes descritas acima, bem como de uma
suspensao ou uma composig¢do farmacéutica compreendendo a
mesma. Um exemplo ndc limitativo desta é dado no Exemplo 11
abaixo.

A invencdo fornece ainda a cepa NCTC 13536 do MTB-
C, depositada em 2010, na NCTC em Londres. A cepa tem um
polimorfismo genético baixo. Portanto, as formulacdes
compreendendo os fragmentos da NCTC 13536 tém a vantagem de
reprodutibilidade muito alta devido ao polimorfismo genético
baixo.

Modo preferido de realizar a invencéo

E preferido que sejam utilizadas doses especificas
de 50 pg de FCMtb/dose ou 25ug FCMtb/dose ou 5 pg FCMtb/dose.
Por exemplo, quande a dose ¢é de 50 ng FCMtb, as
quantidades/substédncias indicadas na Tabele 1 estdo presentes

em um frasco da formulacdo:

COMPONENTES UNIDADE POR FUNGAO
FRASCO

PRINCIPIO ATIVO

FCMtb 66,7 nug Imunogénica

OUTROS COMPONENTES

Sacarose 20.000,0 ng Carga (liofilizacéo)
e protetor
criogénico

Lecitina de soja* 845,8 ng Agente formador de
lipossomas

Colato de sédio 92,0 ug Tensoativo

Cloreto de sodio? 20,8 ng Solvente

CARACTERIZACAO DA PARTICULA

Diédmetro 75+/- 20 nm

hidrodinémico

Iindice de < 0,350

polidispersibilidade
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! Contendo fosfatidilcolina (94,0% (p/p)).

? Adicionado como Solugdo de NaCl a 0,9%.

Tabela 1

Para aplicacdes de 25 pg/dose ou 5 ug/dose, foram
preparados outros frascos, onde todos os valores numéricos
apresentados na Tabela 1, exceto a sacarose - devem ser
divididos pelo fator de 2 ou 10, respectivamente. O conteudo
de sacarose nas formulagdes (50 pg, 25 pg e 5 pg) é sempre de
20.000 pg unidade/frasco.

Uma formulacdo de lipossomas feita de lecitina de
soja (agente formador de lipossomas) altamente enriquecida
com fosfatidilcolina (94.0% (p/p)) e colato de sdédio (agente
tensoativo) mostrou ser adequada para garantir uma maior
solubilidade do principio ativo durante a fabricacdo, assim
como na suspensdo reconstituida. Um parédmetro importante para
a estabilidade do FCMtb na formulacdo de 1lipossomas ¢é a
proporgdo dos componentes que constituem o lipossoma. Depois
de testar diferentes proporgdes de FCMtb/componente lipidico,
foi estabelecido que uma boa proporcdo é de aproximadamente
0,03:0.2:0.7 (FCMtb:colato de sdédio:lecitina de soja, p/p/p).
Foi constatado ainda que a formacdo de lipossomas foi
amplificada pela presenga de sais na fase aquosa. Assim, o©

cloreto de sédio estd incluido nesta formulagdo particular.

PARAMETRO CRITERIO DE METODOS DE ENSAIO
ACEITAGAO

N , Pé branco a quase - ,

Aparéncia Inspecdo visual
branco

Morfologia do Plano a quase ~ .

. N Inspecdo visual
sedimento plano e homogéneo
Uniform | Uniformidade Pesagem, método
idade de massa 21,02 + 15% préério
da (mg/frasco)
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dosagem L o
Média méassica o Pesagem, método
Massa + 5% ) )
(mg/frasco) préprio
Ensaio
colorimétrico de
Teor de &agua < 3% Karl-Fischer,
Ph.Eur.2.5.12
(USP <921>)
Teor de proteina total | 90 -140 pg/mg de Ensailo BCA,
do FCMtb FCM-tb Ph.Eur. 2.5.33
(USP <1057>)
Tempo de Bem reconstituido I ~ . 1
reconstituicdo (s) em £ 10s nspecac visua
Potenciometria,
PH 7-8 Ph.Eur. 2.2.3
75 + 20 Difusdo dinémica
Tamanho da particula " da luz Ph.Eur.
(£0,310)
2.9.31
Poténci | Unidades
2 cde 3 - 12
imunogé | formacédo
nica em | de Razdo SFU/10°
modelos | manchas/ células com
murinos | coldénias | PPD N ELISpot
. relacdo ao valor
infecta | IEN-v
dos com | antigeno basal
M g (Valor basal em
. - 6 .
tubercu | especifi SFU/10” células)
losis cas
Perfil Positivo para
roteic | SDS-PAGE bandas: Eletroforese por
P 70, 38, 30, 10, 6 SDS-PAGE
o
kDa
Positivo para
HSP70
Western-blot (Rv0350), 38kDa Western-blot
(Rv0934), Ag85B
(Rv1886c)
oy .. Ph.Eur.2.6.1 (USP
Esterilidade Estéril <71>)
Fndotoxinas Ph.Eur.2.6.14
. < 10IU/frasco método D (USP
bacterianas (IU/dose)
<85>)
Tabela 2: Principio ativo (FCMtb), medido apds a

reconstituicdo da composicgdo de lipossomas liofilizada
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Uma configuracdo preferida da invencdoc é realizada
de modo que a formulagdo de lipossomas de acordo com a
presente invencldo tem as propriedades de acordo com a Tabela
2.

Para administrag&o a sujeitos vivos, o frasco pode
ser reconstituido com 0,4 ml de &gua para injecdes, para
fornecer uma suspensdo contendo 166,7 pg/ml de FCMtb.

A Tabela 3 mostra a concentracdo de cada componente
por frasco apds reconstituig¢do a 50ug/dose. Para 25 ng/dose
ou 5 pg/dose de aplicacdo, foram usados outros frascos, de
modo que, em consondncia com o que foil dito acima sobre a
Tabela 1, todos os valores numéricos apresentados na Tabela 3
- exceto sacarose - devem ser divididos pelo fator 2 ou 10,
respectivamente. O conteudo de sacarose nas formulagdes (50

ug, 25 ug e 5 pg) é sempre de 50.000 pg/ml.

COMPONENTES CONCENTRAQAO POR
ML
PRINCIPIO ATIVO
FCMtb 166,7 pg/ml
EXCIPIENTES
Sacarose 50.000,0 ug/ml
Lecitina de soja 2.114,4 pg/ml
Colato de sédio 203,0 pg/ml
Cloreto de sbédio 52,1 pg/ml
Tabela 3: Concentracdo dos componentes apds

reconstituicdo em 0,4 ml de &gua para injegdo

MATERIAIS E METODOS

Materiais de Referéncia

a) Anticorpos monoclonais: Sao utilizados
anticorpos monoclonais especificos (anti-HSP70, anti-38kDa,
anti-Ag85B, (da Lionex Diagnostic  GmbH, Braunschweig,

Alemanha)) para a identificacdo do perfil proteico dos lotes
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de FCMtb.

b) Albumina Padr&o: este padrdo, utilizado para a
determinagdo do teor de proteinas, é composto de albumina
bovina em solugdo salina a 0,9% (2 mg/ml), conservada em
azida de sd6dio (fabricante: Pierce).

c) 6,6'-dimicolato de trealose de padr3do de
Mycobacterium tuberculosis (TDM) : TDM comercialmente
disponivel (Sigma) é utilizado para a identificacdo de TDM
emlotes de FCMtb.

d) Acidos micélicos de padrado de Mycobacterium
tuberculosis.

Um &cido micélico comercialmente disponivel (Sigma)
é utilizado para a identificacdo de acidos micélicos de lotes
de FCMtb.

e) Marcador de peso molecular: é usado um
marcador de peso molecular comercialmente disponivel chamado
"SeeBlue® Plus pre-Stained Standard" (Invitrogen).

Determinagdo de parémetros

a) pH

O pH da suspensdo reconstituida de FCMtb (20mg/ml)
é determinado por potencicmetria de acordo com a Ph. Eur.
2.2.3 (Farmacopéia Européia) e USP <791>.

b) Teor de &gua

O teste para a determinacdc da &gua residual do
FCMtb liofilizado é realizado utilizando equipamento
colorimétrico Karl Fisher e segue as indicac¢des gerais da Ph.
Eur. método 2.5.12 e USP <921>determina¢do de dgua.

c) Determinacdo do teor de proteina total

O teste para a determinagdo do teor total de
proteinas do FCMtb é realizado utilizando um kit comercial
(kit BCA, Pierce) e seguindo a Ph. Eur. método 2.5.33, método
4 (&cido bicinconinico ou ensaio BCA) e USP <1057>.

d) Identificacdo do perfil de ©proteinas por
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eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de
sédio (SDS-PAGE)

O teste é& realizado de acordo com a Ph. Eur.,
método 2.2.31 e USP <726>; a detecc¢do de proteinas no gel é
realizada por uma coloracdo com Coomassie adaptada ou por
coloracdo com prata. Amostras de teste: reconstituir o FCMtb
em agua purificada a 40 ou 20mg/ml de concentragdo. Solugdes
de referéncia: marcador de peso molecular, antigenos

purificados, padrdo de referéncia de FCMtb.

Antigenos purificados

Proteina HSP70 de M. tuberculosis (Rv0350)
Proteina 38 kDa de M. tuberculosis (Rv0934)
Proteina Ag85B de M. tuberculosis (Rv1886c)
Proteina 19 kDa de M. tuberculosis (Rv3763)
Proteina CFP10 de M. tuberculosis (Rv3874)
Proteina ESAT6 de M. tuberculosis (Rv3875)

Tabela 4:Antigenos de referéncia

Para a colorac¢do por Coomassie, ¢é utilizada uma
solucdo do reagente Gel-Code Blue Stain (Pierce) de acordo
com as instrug¢des do fabricante. Para a colora¢do com prata,
¢ utilizado o PROTSIL1 Kit da Invitrogen de acordo com as
instrugdes do fabricante., Para a analise Western Blot, as
proteinas s&o separadas por SDS-PAGE de acordo com métodos
convencionais conhecidos na técnica e, em seguida,
transferidas eletroforeticamente para uma membrana de PVDF
para a imunodetecgdo utilizando anticorpos monoclonais
especificos. A interacdo antigeno-anticorpo é visualizada por
incubacdo com um antianticorpo que desencadeia uma reacgdo de
guimioluminescéncia. Sdo utilizados antigenos fornecidos pela
Lionex  (Braunschweig, Alemanha) (proteina HSP70 de M.
tuberculosis (70 kDa), proteina 38 kDa de M. tuberculosis,

proteina Ag85B de M. tuberculosis (30 kDa), e anticorpos



10

15

20

25

30

40/63

monoclonais especificos anti-HSP70, anti-38kDa e anti-Ag85B
da Lionex.

e) Identificacgdo de 4cidos micdlicos

Os &cidos micélicos no FCMtb sdo examinados por TLC
unidimensional, seguindo a Ph. Eur., método 2.2.27. Amostras
de teste: FCMtb liofilizado, 40 mg. Solucdes de referéncia:
padrdo de &cido micdlico (Sigma). Procedimento:

a) Processo de Extracdo: A amostra é extraida com
cloroférmio:metanol (1:1) e, em seguida, incubada durante a
noite. A fracdo sobrenadante é eliminada.

b) Esterificacdo dos &cidos micdlicos: 2 ml de
metanol:tolueno:éacido sulfurico (30:15:1, v/v) sao
adicionados a cada tubo e a esterificacdo é obtida durante a
noite. Em seguida, s&o adicionados 4 ml de n-hexano. A
amostra é seca sob um fluxo de nitrogénio e é ressuspensa com
500 ul hexano.

c) TLC: 10 pl de cada amostra sdo aplicados a uma
linha paralela a borda da placa (silica gel 60 (20x20 cm)
(Merck). A separac¢do cromatografica é realizada em um tangue
saturado com uma fase mével (éter etilico: n-hexano (15:85,
v/v)) por trés vezes. Em seguida, o placa ¢ deixada secar ao
ar.

d) Os acidos micdélicos sédo revelados por
pulverizacéo das placas com uma solugdo de acido
fosfomolibdico em etanol a 96° e aquecimento a 120° C durante
10 min.

Os A&cidos micdlicos das amostras de FCMtb sé&ao
determinados por comparagdo com padrdo comercial de &cido
micédlico. Os resultados s&o expressos como dados gqualitativos
de presenca (positivo)/auséncia (negativo) do &cido micdlico
avaliado.

£) Tdentificacdo de 6,6'-dimicolato de trealose

(TDM) : Amostras de teste: FCMtb liofilizado, 40 mg. Solucgdes
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de referéncia: padr&o TDM (Sigma). Procedimentos:

i. Processo de extracdo: a amostra é extraida com
clorofdérmio: metanol (1l:1, v/v) e em seguida ¢é incubada
durante a noite. A fracdo sobrenadante é seca sob um fluxo de
nitrogénio e ¢é pesada. Finalmente, as amostras secas sé&o
ressuspensas em cloroférmio a 40 mg/ml de concentracido final.

ii. TLC: 10 pl de cada amostra sdo aplicados sobre
uma linha paralela a borda da placa (gel de silica 60 (20x20
cm) (Merck). A separacgdo cromatografica ¢ realizada em um
tanque saturado com uma fase mdvel (clorofdédrmio:metanol:agua
(60:12:1, v/v)).Em seguida, a placa é deixada secar ao ar.

idi. Detecgdo: O TDM é revelado por pulverizacgédo
das placas com uma solug¢do de antrona a 1% em Aacido sulfurico
e aquecimento a 120° C durante 5 minutos.

iv. Identificacdo: o TDM nas amostras de FCMtb é
determinado por comparagcdo com o TDM comercial gque ¢&
utilizado para gerar um padr&o de mancha. Os resultados sé&o
expressos como dados qualitativos, isto §é&, a presencga
(positivo) /auséncia (negativo) do TDM avaliado.

g) Identificacdo de lipoarabinomanana (LAM): para
0 teste de Western-blot de LAM, os compostos s&o separados
por SDS-PAGE de acordo com métodos padrdao, e entdo
transferidos eletroforeticamente para uma membrana de
nitrocelulose para a imunodetecgdo wusando o anticorpo
especifico C835. A interacgdo antigeno-anticorpo & visualizada
pela incubacdo com um antianticorpo(anticorpo secundario
IRDye B800CW IgG de cabra anti-rato) que desencadeia uma
reacdo fluorescente.

h) Esterilidade

Todos 0s processos que requerem a esterilidade, de
acordo com o conhecimento do especialista na técnica, séao
realizados em condicgdes estéreis; isto também se aplica se a

esterilidade ndo ¢é mencionada explicitamente para qualquer
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dada etapa que requeira a mesma. O teste de esterilidade é
avaliado conforme previsto na Ph. Eur. 2.6.1 (USP <71>).

i) Inativacdo da Micobactéria

A inativacdo das micobactérias é avaliada de acordo
com a Ph. Eur. 2.6.2.

) Endotoxinas bacterianas

O teste para endotoxinas bacterianas (teste LAL,
Limuius Amoebocyte Lysate) ¢é realizado de acordo com as
indicag¢des gerais da Ph. Eur., método 2.6.14, seguindo o
método D (método cinético cromogénico), bem como o USP<85>.

Fragmentacdo dos bacilos

A escolha da fragmentacdo dos bacilos ¢é feita de
modo a permitir uma apresentacdo ideal de antigenos
celulares, particularmente antigenos da parede celular. A
fragmentacdo do FCMtb é determinada tanto por disperséo
dindmica da luz (como descrito abaixo) como por metodologias
de difracdo de laser.

A difracéo de laser permite a medicgéio da
fragmentacdo em uma faixa entre 0,04 pum e 2000 pm. O ensaio é
realizado pelos Servicios Cientifico~-Técnicos de la
Unversitat de Barcelcna, Espanha. Instrumento: Coulter LS
13320 equipado com um Universal Ligquid Module (ULM) .
Solvente: agua purificada/éleo mineral. Resultados:
representados como um histograma expressando a frequéncia
relativa do numero de particulas (%) em relacdo ao didmetro
da particula (0,04 pm - 2000 um).

Determinag¢do do did&metro hidrodiné&mico da particula
e do indice de polidispersibilidade

0 tamanho médio da particula, tal como descrito no
presente documento, é determinado pela dispersdo dindmica da
luz (DLS), que se baseia no conceito fisico do movimento
browniano das particulas, definido na equagdo de Stokes-

Einstein:
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kT
alHd) =
(#) 3and
Onde:
d(H) = didmetro hidrodindmico

D = coeficiente de difusdo transicional

k

It

constante de Boltzmann
T = temperatura absoluta

viscosidade

il

n

Sem querer estar limitado a qualguer teoria em
particular, a equagdo de Stokes-Einstein estabelece que as
particulas em suspensdo em um meio liquido estdo em movimento
constante e aleatdério, com uma velocidade que depende do seu
tamanho: quanto maior for a particula, mais lento serd o
movimento Browniano.

Em medicdes de dispersdo dindmica da luz, a amostra
contendo as particulas a serem medidas ¢é iluminada com uma
fonte de luz monocromatica, de preferéncia um laser, e
analisada em uma funcdo de correlacdo de como a intensidade
da luz dispersa varia com o tempo. Se, por exemplo, estiverem
sendo medidas particulas de grandes dimensdes, que se movem
lentamente, a intensidade da luz dispersa varia lentamente, e
a correlacdo demora muito tempo para decalr; por outro lado,
se estiverem sendo medidas particulas pequenas, visto que
estas se movem rapidamente, a intensidade da luz dispersa
varia rapidamente, e a correlagdo de sinal decai mais
rapidamente.

De acordo com esta invencdo, as particulas séo
medidas de preferéncia com o seguinte aparelho: LZetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments), utilizando agua
purificada/éleo mineral, como solventes.

Salvo indicacdo em contrario, o instrumento é usado
de acordec com as instrucdes do fabricante, e o0s ajustes e

calibracdo, se aplicavel, também sdo de acordo <com as
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instrucdes do fabricante.

O tamanho ¢é calculado a partir da funcdo de
correlacdo utilizando varios algoritmos. No presente caso, é
aplicada a "andlise de cumulantes", conforme definida na
norma ISO 13321, Parte 8. A funcdo de correlacdo encaixa os
resultados em uma unica curva exponencial que permite o

calculo dos seguintes parémetros:

] O tamanho médio, ou o didmetro hidrodindmico
da distribuicgdo de particulas. Este o tamanho médio é a média
da intensidade.

. O indice de polidispersibilidade (PDI), isto
é, correspondente a largura da distribuicdc do tamanho das
particulas.

Os resultados sdo tipicamente representados como um
histograma, expressando a frequéncia relativa do numero de
particulas (%) em relagdoc ao didmetro das particulas que pode
ser qualquer didmetro compreendido no intervalo de 1 nm a 3
pm.

Testes de poténcia

Camundongos C57BU6 fémeas com 6-7 semanas de idade,
isentos de patdgenos especificos s&o fornecidos por Harlan
Iberica (Espanha). Amostra de teste: a formulacdo da tabela 3
e placebo (formulacdo da vacina sem o componente/substéncia
ativa).

a) Modelos murinos infectados com M. tuberculosis
in vivo, vacinados com uma Unica dose: O esquema experimental
consiste em: Dia 0: infecc¢do subcuténea no abdémen inferior
de camundongos com a cepa H37Rv Pasteur de Mtb (4x104 CFUs).
Dia 14: tratamento quimioprofildtico dos animais com uma
tnica dose oral de rifapentina (25mg/kg) e isoniazida
(10mg/kg), levando assim a um efeito antibidético de 1 semana.

Dia 21; vacinacdo com uma Unica dose de vacina/placebo e/ou
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H,O subcutaneamente no pescoco. Todas as amostras sdo obtidas
e analisadas para camundongos individuais. Cada experimento
inclui: um grupo basal de camundongos infectados e placebo eo
grupo experimental de camundongos infectados mais vacinacéo.
Os grupos consistem em 6-7 animais, e as experiéncias séo
realizadas em duplicata. Dia 28: Os animais s&o anestesiados
com isofluorano.

b) Modelos murinos infectados com M. tuberculosis
in vivo, vacinados com duas doses: O esquema experimental
consiste em: Dia 0: infecc¢do subcutdnea no abddémen inferior
de camundongos com a cepa H37Rv Pasteur de Mtb (4x104 CFUs).
Dia 14 tratamento quimioprofildtico dos animais com uma Unica
dose oral de rifapentina (25mg/kg) e isoniazida (10mg/kg),
levando assim a um efeito antibidtico de 1 semana. Dia 21:
vacinacdo com a primeira dose de vacina/placebo e/ou H0
subcutaneamente no pescogo. Dia 36: vacinacgdo com uma segunda
dose de vacina/placebo e/ou H;O subcutaneamente no pescocgo.
Todas as amostras s&o obtidas e analisadas para camundongos
individuais. Cada experimento i1nclui: um grupo basal de
camundongos infectados mais placebo eo grupo experimental de
camundongos infectados mais vacinacdo. Os grupos consistem em
6-7 animais, e as experiéncias sdo realizadas em duplicata.
Dia 42: os animais s&o anestesiados com isofluorano.

Para ambos a) e b) acima, apdés o sacrificio, a
analise ex vivo do parédmetro de unidades formadoras de
manchas (SFU - spot forming units) de interferon-y por
ELISPOT é realizada utilizando suspensdes de células do baco
para a resposta imunoldgica celular.

Determinacdo da poténcia imunogénica em modelos
murinos sauddveis de M. tuberculosis. Camundongos fémeas
C57BL/6 com 6-7 semanas de idade, isentos de patdgenos
especificos, foram fornecidos por Harlan Iberica (Espanha).

Modelos murino saudaveis de M. tuberculosis in vivo vacinados
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com duas doses. O esquema experimental consiste em: Dia O0:
vacinagcdo com uma primeira dose de vacina de acordo com o
modo preferido de realizagdo desta invencdo, ou placebo e/ou
H,O subcutaneamente no pescogo. Dia 21: vacinacdo com uma
segunda dose de vacina/placebo e/ou H,O subcutaneamente no
pescogo. Todas as amostras sdo obtidas e analisadas para
camundongos individuais. Cada experimento inclui: um grupo
basal de camundongos saudaveis mais placebo e o grupo
experimental de camundongos sauddveis mais vacinac¢do. Dia 28:
os animais sd3o anestesiados com isofluorano. Apds o©
sacrificio, a andlise dos anticorpos IgG por ELISA &
realizada wutilizando soro de camundongo ©para resposta
imunoldgica humoral.

Diagnéstico de tuberculose

Os métodos para diagndstico da tuberculose sdo bem
conhecidos por especialistas na técnica. O teste Quantiferon
e o teste TST =sdo conhecidos por fornecer resultados
confidveis e ©podem ser utilizados isoladamente ou em
combinagdoc para categorizar pacientes com relacdo a sua
adequacdo para serem submetidos a terapia com o produto da
presente invengdo. QuantiFERON, também conhecidoc como QFT, &
um teste disponivel comercialmente para a infeccdo por
tuberculose ou tuberculose latente, fabricado pela Cellestis
Limited, Chadstone, Melbourne, Victoria, Australia. O QFT &
um ensaio de liberac&o de interferon-y (IGRA) utilizado no
diagnéstico da tuberculose. E usado de acordo com as
instrugcdes do fabricante. O teste de Mantoux (também
conhecido como o teste de triagem de Mantoux, Teste de
Sensibilidade Tuberculinica, (teste TST), teste de Pirquet,
ou teste PPD para Derivados de Proteina Purificada) ¢é uma
ferramenta para diagndstico da tuberculose. Uma visdao geral
de ambos os testes pode ser encontrada em Franken et al.,

Clin. Vaccine Immunol. de abril de 2007; 14(4): 477-480.
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Exemplos

Os Exemplos a seguir sdo dados para fornecer ao
especialista na técnica um modo pratico e uma explicacdo de
algumas configuragdes especificas da presente invencdo. Estes
exemplos tém finalidade 1lustrativa e, de forma alguma,
pretendem limitar o &mbito da inveng¢do de qualquer maneira.

Exemplo 1: TIsolamento da cepa NCTC 13536 de
Mycobacterium tuberculosis

A matéria-prima para a produgdo de FCMtb €& um
indéculo da «cepa NCTC 13536, também chamada de 511 ou
Mycobacterium tuberculosis NCTC 13536, uma cepa de
Mycobacterium tuberculosis isolada de um paciente
imunocompetente diagnosticado com tuberculose pulmonar em
Barcelona, Espanha. Fol depositada em 2010 na NCTC, em
Londres, que é uma organizacdo depositdria oficial de acordo
com o Tratado de Budapeste. A cepa foi adicionalmente
depositada pela colecdo de cepas do Servigo de Microbiologia
do Hospital de Sant Pau, em Barcelona, na Espanha.

Duas passagens da cepa/linhagem original foram
realizadas nos anos de 1995 e 1996, respectivamente. MSL PB#1
corresponde a segunda passagem da cepa original de M.
tuberculosis NCTC 13536, que fol realizada em outubro de
1996, resultando em 100 frascos (frascos de vidro de 3 ml
estéreis), armazenados a -70° * 5° C. A cepa tem um baixo
polimorfismo genético, conforme como identificado por métodos
padrdo do estado da técnica.

Exemplo 2: Processo a montante para a produgdo de
células de MTB-C

Um fluxograma do processo é apresentado na Figura
1. A matéria-prima para a produgdo do FCMtb é um indculo da
cepa NCTC 13536 de Mycobacterium tuberculosis (Exemplo 1).
Para assegurar a continuidade do fornecimento desta matéria-

prima, é usado de preferéncia um sistema de lote de sementes.
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Assim, um lote de sementes de trabalho (WSL) derivado de um
lote de sementes mestre (MSL) é utilizado para a producgdo de
FCMtb. O Mycobacterium tuberculosis NCTC 13536 (Exemplo 1) é
cultivado durante 3-5 semanas em meio de Lowenstein-Jensen. O
crescimento bacteriano é entdo subcultivado em meio Proskauer
Beck a 37 + 2° C com agitagdo a 100 £ 5 rpm. Uma vez que a
concentragdo bacteriana méxima (por inspec¢do visual) &
alcangada, é iniciada uma subcultura em meio Proskauer Beck e
incubada. Quando uma concentracdo bacteriana semelhante &
alcancada, sdo tomadas pequenas aliguotas. A contagem de
bactérias viaveis ¢é determinada pelo numero de unidades
formadoras de <coldénias (UFC), obtidas em meio de Agar
Middlebrook apdés a incubacdo a 37° C £ 2° C durante 3 a 4
semanas. A contagem de bactérias deve ser 2-5 x 10’ CFUs/ml.

(1) Cultura de Mycobacterium tuberculosis

A producdo de FCMtb comega com a semeadura de 0,2
ml de uma WSL em uma placa de Agar 7H1l1 e incubagdo a 37° C *
1° C durante 15 + 2 dias. Em seguida, as coldnias séao
transferidas para um tubo contendo algumas contas de vidro.
Depois da mistura, sdo adicionados cerca de 5 ml de agua para
injecdo (WFI) para se obter uma suspensdo bacteriana. Neste
ponto, sdo realizados um teste de contagem de placas viaveils
e um teste de esterilidade. Cerca de 100 placas de Agar
Middlebrook 7H11 s&o inoculadas com M. tuberculosis usando
hastes com algoddo embebidas com a suspensdo bacteriana para
obter culturas confluentes. As placas sdo incubadas a 37° ¢
1° C durante 21 * 2 dias.

O teste de esterilidade para controle do processo &
realizado conforme a seguir:

O teste de esterilidade é destinado a assegurar a
auséncia de fungos e bactérias que ndo sejam Mycobacteria. Os
testes sdo realizados por inoculacdo direta, seguindo as

condicdes descritas na Ph. Eur. 2.6.1 para o teste de
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esterilidade. As amostras testadas devem ser estéreis. E
utilizado o meio 7H11 em vez do 7H10 (como é mencionado na
Ph. Eur. 2.6.2.). O meio 7H11 se baseia no meio 7H10 com a
adigdo de um grama de digesto pancredtico de caseina, a fim
de aumentar o crescimento de cepas de M. tuberculosis.

(2) Colheita de Mycobacterium tuberculosis e
congelamento do extrato bruto

Apdés o periodo de incubagdo, a pureza da cultura
bacteriana é controlada por uma inspecgdo visual das placas de
agar e o desempenho em um teste de esterilidade. Em seguida,
O crescimento bacteriano é recolhido das placas de agar e
transferido para um tubo estéril. O extrato bruto obtido é
pesado (20-22 g). A mistura é mantida a -80° C * 5° C.

Exemplo 3: Processo a jusante para a producdo de
lipossomas obtido do extrato bruto

Um fluxograma do processo é apresentado na Figura

(3) Fragmentagdo celular e delipidizacgdo

) extrato bruto congelado (Exemplo 2) é
descongelado a 37 = 1° C e, em seguida, é adicionado tampéo
de PBS estéril com 4% (p/p) de Triton X114 (pH 7,0 - 7,5) a
4° C. Apds a mistura, este ¢é subsequentemente transferido
para um recipiente estéril de policarbonato contendo silica
estéril/contas de zircdnia. Em seqguida, €& realizada a
fragmentagdo celular em um Beadbeater pela aplicacdo do
seguinte método de  fragmentacgdo: 3 ciclos, cada um
consistindo em 5 periodos de ON/OFF, mais 10 minutos de
intervalo. Uma vez que o processo tenha terminado, a fracgao
celular fragmentada ¢é separada das contas por lavagens
subsequentes (agitacdo e sedimentagdo repetidas) em tampdo de
PBS estéril com 4% de triton-X114, (pH 7-7,5). Uma aliquota
da suspensdo lavada da fracdo celular fragmentada é entéo

coletada para o controle do pH e tem seguimento uma
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centrifugacédo final a 845 g a 4° C durante 30 minutos.

Para remover a fracdo citosdlica e para obter uma
suspensdo rica em fragmentos celulares, ¢é realizada uma
centrifugacdo a alta velocidade por duas vezes a aprox. 20000
g durante 60 minutos, a 4° C. Apds a primeira centrifugacao,
o sobrenadante amarelado (rico em proteinas sollveis e
lipidios) é descartado e o sedimento (grdnulos) é ressuspenso
em PBS e novamente centrifugado nas mesmas condicgdes
descritas acima. Depois disso, a aparéncia do sobrenadante
deve ser clara e incolor. Finalmente, o sedimento obtido é
ressuspenso em um volume final de 50 - 60 ml de PBS
(suspensdo de FCMtb).

(4) Pasteurizacdo

A suspensdo de FCMtb &, entdo, pasteurizada a 65° =
2° C durante 60 min. Uma vez que a pasteurizacgdo é encerrada
o pH do FCMtb pasteurizado ¢é determinado por papel de
tornassol. Um pH na faixa de 6,5 - 7,5 ¢é considerado
aceitdvel. Frascos estéreis e despirogenados sdo cheios com
0,5 ml da suspensdo de produto e sdc realizados IPCs sobre
esterilidade e 1nativacdo de Mycobacteria. Por fim, os
frascos cheilos sdo congelados a -80 = 5° C. Uma vez que o
material ¢é submetido & pasteurizacdo, ele ¢é separado
fisicamente dos materiais nao tratados, isto é, oS
espagos/locais utilizados antes da pasteurizagdo sédo
claramente separados daqueles usados durante o processo de
enchimento subsequente.

(5)Liofilizacéo

Todos os frascos contendo o produto congelado séo
entdo liofilizados a cerca -45° C até 30° C de temperatura e
0,310 mbar de pressdo durante cerca de 18 horas (0,5 ml de
volume por frasco). Utilizando técnicas assépticas e em
atmosfera de N,, os frascos sdo tapados e etiquetados. A

substéancia ativa (f&rmaco) embalada é entdo armazenada a —-20°
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C + 5° C por até 2 meses.

Exemplo 4: Caracterizacdo da proteina

A Figura 3 apresenta uma visdo geral da estratégia
de caracterizacdo em termos do perfil proteico.

Com base na literatura (Andersen, P., 1997, Scand.
J. Immunol., 45(2): 15-31; Geisel et al., 2005, J. Immunol.;
174(8):5007~15; Stewart et al., 2005, Infect. Immun., 73(10):
6.831 -7, Wang et al., 2007, J. Mol. Biol., 366(2):375-81),
foram escolhidas 6 bandas proteicas como sendo
representativas para avaliacdo do perfil proteico: proteina
HSP70 (Rv0350), proteina 38 kDa (Rv 0934), (Rv 1866c) ,
proteina 19 kDa (Rv 3763), proteina CFP1l0 (Rv3874) e proteina
ESAT-6 (Rv3875).

A. Determinacdo do teor de proteina total: os
niveis de proteina total no FCMtb sdo quantificados pelo
método do acido bicinconinico (BCA). A proteina total
representa cerca de 10% (p/p) do teor de FCMtb. Os padrdes de
referénciaFCMtb-0429-16e FCMtb-52.1 contém 167 1g de
proteina/mg de FCMtb e 115 upug de proteina mg de FCMtb,
respectivamente.

B. Identificacdo de perfil de proteinas por
eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de
sédio (SDS-PAGE): O perfil proteico do principio ativo FCMtb
determinado por comparagdo com os antigenos de referéncia do
Mycobacterium tuberculosis, correspondendo ao ESAT6 (6 kDa)
(7):; CFP10 (10 kDa) (6), Ag85B (30 kDa) (1); 38kDa (2); HSP70
(70 kDa) (4), bem como o marcador de peso molecular MW (5},
sdo apresentados (ver Figura 4). A determinag¢do do perfil
proteico do principio ativo (substéncia medicamentosa) FCMtb
e a identificacdo das bandas (de aproximadamente 70 kDa, 38
kDa, 30 kDa, 10 kDa e 6 kDa) é feita por coloragdo por
Coomassie. A identificacgéo da banda de 19 kDa

(lipopolipeptidec) é realizada por coloragdo por prata.
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C. Identificacdo do perfil de proteina pelo
ensaio de Western-blot com anticorpos monoclonais
especificos: O perfil proteico do principio ativo FCMtb é
determinado pelos padrdes obtidos utilizando andlises de
Western-blot com anticorpos monoclonais (mAb): Anti-HSP70 (70
kDa, Fig. 5c), anti-38kDa (Fig. 5d), anti-Ag85B (30 kDa, Fig.
5e).

FCMtb-52.1 é& o lote de referéncia para FCMtb de
acordo com o modo preferido de realizacdo da presente
invencéo.

Exemplo 6: Caracterizac&o Lipidica

A caracterizagdo do perfil lipidico do FCMtb
consiste em um processo de fracionamento com base em extracdo
por clorofdédrmio:metancl (1:1). O processo de fracionamento
realizado nestes estudos foi baseado no procedimento descrito
por Delmas et al., 1997, Glycobiology 7(6), 811-7.
Cromatografia em camada fina (TLC) tem sido o método
utilizado para analisar o teor de lipidios e glicolipidios
presentes no FCMtb. Especificamente, poliaciltrealose (PT),
dimicolato de trealose (TDM) , dialciltrealose (DAT) ,
fosfatidilinositol-manosideo (PIMS) e outros fosfolipidios,
bem como ftiocerol dimicocerosatos (PDIM) e &cidos micédlicos
foram identificados por cromatografia em camada fina (TLC),
tanto nas cepas de referéncia H37Rv e NCTC 13536, como em
diferentes lotes de FCMtb. Ver Figura 7a. O teor de 6,6'-
dimicolato de trealose (TDM) ¢ analisado por TLC no
sobrenadante. A determinacdo dos acidos micdlicos é realizada
nos sedimentos, seguindo um método de TLC. Embora ndo sejam
conhecidos dados gquantitativos para o perfil lipidico do MTB-
C, o perfil lipidico qualitativo estabelecido nos estudos
estd de acordo com o conhecimento cientifico atual e permite
uma caracterizacgéo padréo dos lipidios imunogénicos

conhecidos até agora. FCMtb foram comparados com a fragdo
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lipidica da célula inteira das cepas NCTC 13536 e H37Rv de M.
tuberculosis e TDM de padrd@o comercial (ver Figura 7a e 7b).
Em geral, o teor de lipidios se mostrou consistente em
diferentes lotes de lipossomas compreendendo FCMtb de acordo
com a presente invencgéo. A  Figura 1d  apresenta a
identificacdo de LAM.

Exemplo 6: Caracterizagcdo do material <celular
fragmentado

Os resultados preliminares utilizando ambas as
metodologias mostram que o tamanho de fragmentos do FCMtb é
principalmente inferior a 1 pm (99% < 1 um), o que &
confirmado por microscopia eletrdnica do FCMtb: o tamanho do
fragmento varia, principalmente, de 100 a 300 nm.

Os niveis de DNA residual apds extracdoc com uma
mistura de fenol/cloroférmio foram investigados por
absorbdncia a 260 nm (limite de deteccdo: 0,2 ug de DNA/mg de
FCMtb). Os resultados tipicos obtidos até agora estédo abaixo
de 15 pg DNA/mg FCMtb.

A consisténcia do processo de producdo do composto
ativo é mostrada por um perfil lipidico e proteico que é
reproduzivel para diferentes lotes do FCMtb.

Exemplo 7: Imunizacgdo de camundongos e visualizacdo
da atividade bioldgica

Interagdo de bandas de proteina de FCMtb com soro
imunizante de camundongo: Utilizando a metodologia Western-
blot fol possivel visualizar as bandas de proteinas do FCMtb
que interagem com os anticorpos IgG presentes no soro obtido
de camundongos infectados inoculados duas vezes com a vacina
a base da formulacdo de lipossomas de acordo com a presente
invencdo. Este ¢é considerado como um indicador para a
atividade bioldégica (Figura 6).

Exemplo 8: Atividade in vivo de uma formulagdc de

lipossomas compreendendo FCMtb
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A atividade bioldégica da vacina é estudada em um
modelo in vivo, avaliando a poténcia imunogénica do FCMtb sem
lipossomas (reconstituido com &gua para injecdo, WFI) e com
FCMtb na formulagdo de lipossomas de acordo com a melhor
maneira de realizagdo da presente invencdo (5% de sacarose,
ver acima) (Figura 8). Estes resultados demonstram as
vantagens da formulacdo de lipossomas com sacarose.

Os estados de agregagdo ou fusdo dos lipossomas sdo
pardmetros gque demonstraram ter um impacto significativo
sobre a atividade bioldgica da vacina. Por conseguinte, os
investigadores da presente invencdo realizaram um controle
exaustivo do tamanho de particula e do indice de
polidispersibilidade durante a fabricag¢do e na liberacdo dos
lotes de vacinas.

Exemplo 9: Efeito da sacarose

Em um teste 1inicial, um dos seguintes excipientes
{a) 1,5% de glicina e (b) de 5% de sacarose, respectivamente,
foram opcionalmente 1incorporados em uma formulacdo de
lipossomas compreendendo fragmentos da cepa NCTC 13536 do
MTB-C. Subsequentemente, foi realizada uma avaliacao
comparativa das propriedades fisico-quimicas e da atividade
bioldgica associada a ambas as formulacgdes.

Os resultados obtidos pela medicgdo apds a
reconstituigcdo da composigdo de liposscomas liofilizada e
depois do teste de acordo com os pardmetros de especificacéo

de lotes atuais sdo apresentados na Tabela 5.

Parametro Critério de |FCMtb formulado em uma
aceitagao suspensédo de lipossomas
Sem Sacaro | Glici

excipien se a na
te 5% 1,5%
. Estéa Esta

. P6 branco a de

Aparéncia ND de

quase branco acord

acordo °
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. Plano a Esta Esta
Morfologla do de
. quase plano ND de
sedimento R acord
e homogéneo acordo o
Teor de agua (%) < 3% ND 1,4 3
Bem
ziiggsgitui Z0 (s) reconstituid ND 5 12
¢ o em £ 10s
PH 7 - 8 8,1 7,4 7
Didmetro (1)
Tamanho hidrodinam 75 + 20 370 66 504
da , (0,215 (0,56
articula ico (nm) (£ 0,250) (0,492) ) 9)
P 1C Pdl(a)
3 - 12
Razao
SFU/10°
célula
s com
relaca 3,6 5,1 2,8
o ao
PPD valor
basal (183) (183) | (183)
(valor
Poténcia . pasal
I ani Unidade em
munog formadoras SFU/10°
ca em ,
de célula
modelo .
urino coldnias s)
infectado I?N—Y 5_29
om M antigeno- Razao
c ’ especifica SFU/10°®
tuberculo ,
, s célula
sis
s com
Agss | Tetacd 5,5 9,6 5,4
5 o ao
valor
(30 basal
7
kDa) (valor (73) (73) (73)
basal
em
SFU/10°
célula
s)

(a)

(1)

indice de polidispersibilidade

Presenca de agregados lipossdémicos

= nédo determinado
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Tabela 5: Resultados das especificagdes para 3
formulac¢des diferentes, medidos apds a reconstituicdo da
composigdo de lipossoma liofilizada.

Os investigadores deste estudo descobriram,
surpreendentemente, que uma formulacdo com 5% de sacarose
proporciona a vantagem de melhores resultados fisico-
quimicos, tal como teor de &gua ou tempo de reconstituicao,
respectivamente. Mas o fato mais importante é a reduciao
significativa da agregagdo de lipossomas (tamanho das
particulas, didmetro hidrodiné&mico) apresentada na formulacdo
contendo sacarose em comparacdo com as outras duas
formulacdes. A andlise por dispersdo dindmica da 1luz
apresentou um didmetro hidrodindmico de 75 + 20 nm (indice de
polidispersdo <0,350) para os lipossomas contendo sacarcse. A
microscopia eletrdnica de preparacdes crico-fraturadas de
lipossomas contendo sacarose mostra uma mistura de lipossomas
multilamelares e unilamelares com tamanhos entre 40 e 100 nm
(Figura 9).

Devido a este pardmetro melhorado em conjunto com
0os menores teores de agua observados (£ 2%) para a formulacdo
de sacarose a %, sdo esperados melhores resultados de
estabilidade para esta formulagdo. Este é realmente o caso.
Dados dos 1investigadores do presente estudo de lotes
experimentais formulados com um 1,5% de glicina armazenado em
temperatura ambiente por 3 meses indicaram uma perda dréastica
da atividade biocldégica para PPD (poténcia imunogénica). Em
contraste, a atividade bioldgica de PPD permanece basicamente
inalterada quando a formulacdo compreendendo sacarose a 5% é
estudada apdés 3 meses de armazenamento a temperatura
ambiente. Assim, a sacarose também proporciona a vantagem de
uma melhor manutengdo da atividade bioldgica.

Exemplo 10: Propriedades bioldgicas da formulacgéo
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A formulacgdo de acordo com a Tabela 3 foi utilizada

para estudos

desencadeada pela

configuracdo preferida de

(inoculacdo unica) em

bioldégicos. A

inoculacdo da

realizagdo da presente

modelo

resposta

imunolégica celular
vacina de acordo com a
invencéo

murino infectado por

Mycobacterium tuberculosis pode ser medido por ELISPOT e os

resultados sdo apresentados na Tabela 6.

LOTE (50 pg/dose, 166,7 pg/ml)

PARAMETRO a09 c09 do9 e09
PPD
Razao SFU/106 5,1 6,3 7,2 6,5
células com
relacao ao
valor basal (Basal: (Basal: (Basal: (Basal:
Unidades 183 ] 98 ] 164 ] 164 ]
formadoras (Valor baial: SFU/10 SFU/10 SEFU/10 SFU/10
d h SFU/10 células) | células) | células) | células)
e manchas B
células)
IFN-y
antigeno- Ag8SB
. o Razdo SFU/106 9,6 9,9 11,9 12,3
especifico )
(SFU) celul§§ com
relacao ao
valor basal (Basal: (Basal: (Basal: (Basal:
72 44 90 88
(Valor basal: SFU/10% | SFU/10° SFU/10°% | sFu/10°
SFU/10° células) | células) | células) | células)
células)
ND: n&o determinado.
Tabela 6: Resposta celular apds a inoculacgdo em
camundongos
A 1inoculacdo da vacina baseada na formulacdo de
lipossomas leva a um aumento significativo da resposta

imunolébégica celular in vivo,

basais de animais

ELISPOT para a

infectados

determinacdo

dos

niveis

guando ¢é utilizado o

de

resposta.

em comparagdo com 0s valores

ensaio

A

proporcido em relagdo a resposta basal é de 4 a 8 vezes maior

para PPD e 8 a 14 vezes maior para Ag85B. A vacina baseada na

formulacdo de

lipossomas também

é

capaz de

induzir

uma
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resposta humoral poliantigénica, que tem um efeito protetor,
especialmente quando existe uma elevada difusido da infeccdo
(Guirado et al., 2006, Microbes Infect. 8, 1252-1259).

Foi feita uma comparacdo especifica entre os dados
da poténcia imunogénica obtida com a formulacdo sem sacarose
versus a formulagdo gue contém sacarose como excipiente
principal. Os resultados obtidos indicam claramente que a
resposta imunoldgica celular induzida por uma dose de 50 ng
de FCMtb da formulacédo de sacarose é cerca de 1,5 vezes maior
do que a obtida com uma dose idéntica da formulacdo sem
sacarose em um modelo de vacinacd&o Unica. Estes niveils mais
elevados de resposta imunoldgica celular sdo obtidos em ambos
0s testes de poténcia: o realizado para as especificagdes de
liberacdo de lotes (modelo de vacinacdo unica) eo teste
adicional incluido para exercicio de comparabilidade (modelo
vacinado duas vezes). Além disso, em ambos o0s testes de
poténcia, a resposta imunolégica celular induzida por uma
dose de 50 pg de FCMtb da formulagdc com sacarose apresenta
niveis semelhantes aos obtidos com 200 npg de FCMtb da
formulacdo sem sacarose. Os resultados, medidos apds a
reconstituicdo da composicdo de liposscomas liofilizada, sé&o
apresentados na Figura 10a e 10b. A formulacgdo compreendendo
sacarose apresenta uma reducdo significativa da agregag¢do de
lipossomas. Acredita-se que esta seja a razidc para o aumento
da imunogenicidade. A resposta imunoldgica celular conseguida
com uma dose de 50 pg da nova formulacdo é quase comparavel a
observada com uma dose de 200 pg obtida com a formulac&o sem
sacarose. E sabido neste campo, que a resposta celular é
considerada como sendo a resposta relevante (North RJ, Jung
YJ (2004), Annu. Rev. Immunol. 22:599-623).

Exemplo 11: Processo de fabricagdo da formulacgdo de
lipossomas liofilizada

Uma configuracdo do processo de fabricagdo de uma
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composicdao farmacéutica compreendendo a formulacdao de
lipossomas de acordo com a presente invencido é& apresentada na
Figura lla e 1lb. Resumidamente, esta compreende as seguintes
etapas 1 a 5.

(1) Preparag¢do dos componentes brutos da LCS

Lecitina de soja bruta da ILCS ¢é dissolvida em
etanol (1:1; p/p) e colato de sédio é dissolvido em &gua
(1:5; p/p). As solugdes s&o esterilizadas por filtracdo. Apds
mistura das solugdes de lecitina de sédio e de colato de
sbdio, é adicionado FCMtb liofilizado (Exemplo 1) com
agitagdo. As proporgdes dos componentes sdo 0,03:0,2:0,7
(FCMtb: colato de sédio:lecitina de soja; p/p/p).

2) Preparacdo da LCS bruta

A fase aquosa é transferida para um misturador de
ago inoxidavel esterilizado. A fase lipidica de (1), contendo
lecitina de soja, colato de sdédio e FCMtb, ¢ adicionada em
uma proporcgdo de 0,7:0,3 (fase aquosa:fase lipidica, p/p). As
fases sdo misturadas a 2200 rad/s durante 3 minutos para a
homogeneizacéo e a formacgéo de lipossomas. Apbds a
homogeneizacéo, a LCS bruta ¢é transferida para outro
recipiente e deixada repousar durante pelo menos 5 minutos. E
realizado um IPC dos tamanhos das particulas na LCS bruta.

(3) Diluicdo da LCS Dbruta, formulacdo final da
suspensdo de lipossomas

Uma solucdo a 10% (p/p) de sacarose é preparada e
esterilizada. A solugdo de sacarose ¢é misturada com &agua e
LCS bruta nas propor¢des adeguadas para obter a suspensdo de
lipossomas final (LS) constituida por 21 mg de LCS/ml em
solucdoc de sacarose a 5%. O pH, a esterilidade e o tamanho
das particulas sdo testados como controles de processo.

(4) Enchimento

Os frascos sdo cheics com 0,4 ml de LS (com

agitacdo continua) e parcialmente fechados para congelamento
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e liofilizacéo.

(5) Liofilizagdo, embalagem e rotulagem

Os frascos saoc congelados a -80° C £ 5° C até
ocorrer a liofilizag¢do. O processo de 1liofilizacdo &
realizado na faixa de =-45° C a 25° C de temperatura e 0,150
mbar. O processo dura 24 horas. No final da liofilizacdo os
frascos sdo totalmente tapados em atmosfera de N»,
encapsulados, rotulados e armazenados a 5° C = 3° C,

Exemplo 12: Terapia adjuvante contra a LTBI
necessita de apenas uma Unica dose de 25 pg de FCMtb

Um estudo clinico duplo cego randomizado de fase II
fol estabelecido para avaliar 3 doses de FCMtb (5, 25, 50 ug,
cada uma preparada conforme descrito na configuracéo
preferida de realizagdo desta invencdo) e placebo em 96
individuos positivos para HIV (HIV +) e negativos para HIV
(HIV-) com infeccdo por tuberculose latente (LTBI) (TST+ e
Quantiferon+) que foram distribuidos aleatoriamente em grupos
de n = 12 por braco de tratamento, apds receberem um
tratamento de isoniazida durante 1 més. Os individuos foram
inoculados duas vezes com FCMtb (5, 25, 50 ug, cada um
preparado conforme descrito na configurag¢do preferida de
realizacdo desta invencdo), imediatamente em seguida a
quimioterapia com isoniazida e com 4 semanas de intervalo.

Perfil imunolégico: FCMtb (5, 25, 50 pg, cada uma
preparada conforme descrito na configuragdo preferida de
realizacgao desta invencgéao) produziu uma resposta
poliantigénica em forma de sino contra antigenos secretados
(ESAT-6, Ag85B) e estruturais (16 kDa 38 kbDa) que foi
estimulada em todas as doses (Figuras 12 e 13). FCMtb (5, 25
e 50 pg, cada uma preparada conforme descrito na configuragéo
preferida de realizacdo desta invencdo) também induziu uma
resposta de memdéria de longo prazo (teste da OMS) nas doses

mais elevadas, compativel com um efeito profilatico.
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Surpreendentemente, embora as respostas imunoldgicas globais
tenham sido mais intensas em individuos HIV- do em individuos
HIV+, a inocula¢&o unica de 25 pg de FCMtb (5, 25, 50 npg cada
uma preparada conforme descrito na configuracdo preferida de
realizagdo desta invencgdo) produziu a melhor resposta
imunolégica em ambas as populacdes (Figuras 12 e 13).

Conclusdo: Uma inoculagdo Unica de 25 pg é a melhor

escolha para terapia adjuvante contra a LTBI em individuos
HIV negativos e HIV positivos.

Breve descrigdo das figuras

Figura 1: Fluxograma apresentando o processo a
montante do composto ativo FCMtb, incluindo os materiais e
reagentes envolvidos no processo e controles de processo
adequados.

Figura 2: Fluxograma apresentando processo a
jusante do composto ativo FCMtb, incluindo os materiais e
reagentes envolvidos no processo e controles de processo
adequados.

Figura 3: Fluxograma de caracterizacdo de
proteinas.

Figura 4: Identificag¢do de antigenos por SDS-PAGE e
pelo método de coloragdo por Azul de Coomassie. Sao
apresentados os antigenos de referéncia ESAT6 (6 kDa) (7);
CFP10 (10 kDa) (6); Ag85B (30 kDa) (1); 38kDa (2), HSP70 (70
kDa) (4), bem como o marcador de peso molecular MW (5).

Figura 5: Caracterizacdo de proteinas. Figura ba:
perfil de proteinas; perfil de protéinas do padrdo de
referéncia FCMtb-52.1 (1 a 6) em concentracdes finais de 15,6
pg FCMtb/ml (1, 2), 6,25 npg FCMtb/ml (3, 4) e 1,56 ng
FCMtb/ml (5, 6), SDS-PAGE seguido por coloragdo com
Coomassie. MW em kDa. Figura 5b: identificacdo da banda de 19
kDa, SDS-PAGE seguida de coloracdo por prata.

Figura 5c: Perfil de proteina: identificagdo das



10

15

20

25

30

62/63

bandas (10 kDa e 6 kDa) nos lotes de FCMtb indicados pela
metodologia de SDS-PAGE e coloracgdo por prata realizadas em
paralelo com o padr&o ESAT-6 da Lionex. Diferentes lotes de
FCMtb (1, 2, 3, 9, 10, 11, (lote FCMtb-52.1 na banda 9)),
padrdo ESAT-6 da Lionex em diferentes concentracdes (4 a 8);
Figura 5d: identificagdo por Western-Blot do antigenoHSP70 de
M. tuberculosis (Rv 0350) em lotes de FCMtb por Western-blot
utilizando anticorpos especificos paralelos ao padrdo HSP70
de M. tuberculosis. Diferentes lotes de FCMtb (1, 2, 3,4, 7,
8, 9), padrdo de HSP70 (5,6); Figura b5e: Identificacdo
doantigeno 38 kDa de M. tuberculosis (Rv 0934) em lotes de
FCMtb pelo método de Western-blot wusando um anticorpo
especifico e realizado em paralelo com padrdo 38 kDa de M.
tuberculosisda Lionex. A deteccdo da fluorescéncia foi
utilizando o Sistema Odyssey. Diferentes lotes de FCMtb (1,
2, 3, 6, &), padrdo 38 kDa (4, 5). Figura 5f: Identificacéao
do antigeno Ag85B (Rv 1886¢c) em lotes de FCMtb pelo método de
Western-blot utilizando um anticorpo especifico e realizado
em paralelo com o padrdo Ag85B de M. tuberculosis da Lionex.
A deteccdo da fluorescéncia foi feita utilizando o Sistema
Odyssey. Lotes de FCMtb (1, 2, 3, 5, 6, 7), padrdo Ag85B (4).

Figura 6: interagcdo de bandas de ©proteinas
indicadas de diferentes lotes de FCMtb (50 ug/faixa) com
1/8000 de soro diluido obtido de camundongos infectados
depois de serem inoculados duas vezes com a composicido de
vacina farmacéutica baseada na formulacdo de lipossomas de
acordo com a presente invencdo, utilizando a metodologia

Western-blot.

Figura 7 andlise lipidica. Figura Ta:
Identificacdo de ©poliaciltrealose (PT), trealose 6,6'-
dimicolato (TDM) e diaciltrealose (DAT) em cepas de

referéncia (H37Rv (2) e NCTC 13536 (1) e diferentes lotes de
FCMtb (3-9), e padrdo de TDM (10) pelo método de TLC. Figura
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Tb: Identificacido de trealose 6,6'-dimicolato (TDM) em lotes
de FCMtb pela metodologia de TLC. Os painéis (A) e (B)
representam dols ensaios independentes. (A) padrdo TDM (11) e
(12), outras faixas diferentes lotes FCMtb B:. (1) padrdao TDM
(1), outras pistas diferentes lotes de FCMtb. Figura 7c:
padrdo de acidos micdlicos I, II w IV em lotes de FCMtb por
metodologia de TLC.Os painéis (A), (B) e (C) representam trés
ensaios independentes. (A) lotes de FCMtb (1-6 (padrdo FCMtb-
51.2 6)). (B) para ilustracdo/referéncia. (C) lote de FCMtb-
47b (1) comparado com padrdoc de acido micdlico (2). Figura
7d: identificagdo de LAM (referéncia na faixa esquerda, as
amostras derivadas de lipossomas de acordo com a invencdo nas
faixas restantes).

Figura 8: Comparagdo da poténcia imunoldgica
celular de FCMtb ressuspensos com A&gua para injecdo (WFI)
versus FCMtb formulado com lipossomas (rotuladas vacina RUTI,
lote 10a), n mesma dose (50 pg/dose).

Figura 9: preparacdo por crio-fratura de
concentrado de lipossomas (LCS) (microscopia eletrdnica).

Figura 10: a: resposta imunoldégica celular por lote
testado com as duas formulacgdes da vacina em um teste de
poténcia (uma vacinacédo), b: como na figura a, porém com duas
vacinacgdes. "Formuiagéo II": compreendendo 5% (p/p) de
sacarose, de acordo <com a Tabela 1 deste documento.
"Formulacdo I": tal como a formulagdo II, com a excegdo gue
niao ha sacarose presente. pg se refere a pg FCMtb/dose. 85B:
Ag85B.

Figura 11: Fluxograma do processo de acordo com a
configuracdo preferida de realizagdo da presente invencgéo.

Figura 12: Perfil imunoldégico de 1 inoculacgdo de
RUTI 25 pg tal como descrita no Exemplo 12.

Figura 13: Imunogenicidade (HIV- e HIV+) tal como

descrito no Exemplo 12.
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REIVINDICACOES

1. FORMULACAO DE LIPOSSOMAS, caracterizada por
compreender:

(a) fragmentos de uma cepa do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTB-C),

(b) um agente de formacdo de lipossoma,

(c) 1% a 20% (p/v) de sacarose, de preferéncia 2% a
12% (p/v) de sacarose, mais de preferéncia de 3% a 8% (p/v) de
sacarose, e mais de preferéncia de 4% a 6% (p/v) de sacarose,

em que o didmetro hidrodinédmico das particulas é de
120 nm ou menos, em que o tamanho hidrodiné&mico é determinado
pelo espalhamento de luz.

2. FORMULACAO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo didmetro hidrodiné&mico das particulas estar
na faixa de 40 a 110 nm, de preferéncia, de 55 a 95 nm.

3. FORMULACAO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbes 1 ou 2, caracterizada pela formulacdo de
lipossomas ser uma emulsdo, em que o didmetro hidrodinémico
das particulas é, de preferéncia, inferior a 40 nm.

4. FORMULACAO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicacgdes 1 a 3, caracterizada pelo indice de
polidispersibilidade das particulas ser de 0,4 ou menos, de
preferéncia 0, 3.

5. FORMULACAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 4, caracterizada pela cepa do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB-C) ser uma cepa virulenta do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB-C) e, de preferéncia,
a cepa NCTC 13536 do MTB-C, depositada em 2010 na NCTC
(National Collection of Type Cultures), em Londres; e/ou

em que os fragmentos de células MTB-C sdo ou
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compreendem fragmentos de parede celular; e

em que a formulacdo compreende preferencialmente
fragmentos da cepa MTB-C NCTC 13536, depositada em 2010 no
NCTC em Londres.

6. FORMULACAO, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada por compreender ainda:

(d) um agente tensoativo; e/ou
(e) um ou mais surfactantes ndo i6nicos; e
em que a razdo entre (a) e (d) estd opcionalmente entre 0,05:1
e 1:5 (p/p); e
em que opcionalmente o agente tensoativo é selecionado a partir
de colato, desoxicolato, colesterol e hemisuccinato de
colesterol.

7. FORMULACAO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagcdes 1 a 6, caracterizada pelo agente de formacédo de
lipossomas ser um fosfolipidio hidrogenado ou parcialmente
hidrogenado ou nédo hidrogenado, de preferéncia, lecitina, e
mais preferencialmente, lecitina de soja; e/ou

em que a dita formulacdo de lipossomas compreende
ainda um ou mais surfactantes n&o idénicos; e/ou

em gue a dita formulacdo de lipossomas contem
adicionalmente um ou mais sais ou uma solucdo destes, em que
o sal é, de preferéncia, cloreto de sbé6dio; e/ou

em que a formulacdo de lipossomas é liofilizada.

8. FORMULACAO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizada por compreender pelo menos
dois, de preferéncia trés, mais preferencialmente quatro e
ainda preferivelmente todas as seguintes caracteristicas:

(i) um primeiro polipeptideo com um peso molecular

de cerca de 70 kDa conforme medido em seguida a eletroforese
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em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em
que o primeiro polipeptideo tem uma impressdo digital peptidica
semelhante a uma impressdo digital peptidica da proteina HSP70
do M. tuberculosis (Rv0350),

(ii) um segundo polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 38 kDa conforme medido em seguida a eletroforese
em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em
que o segundo polipeptideo tem uma impressdo digital peptidica
semelhante a uma impressido digital peptidica da proteina 38kDa
do M. tuberculosis (Rv0934),

(iii) um terceiro polipeptideo com um peso molecular
de cerca de 30 kDa conforme medido em seguida a eletroforese
em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sédio (SDS), em
que o terceiro polipeptideo tem uma impressdo digital peptidica
semelhante a uma impressédo digital peptidica da proteina Ag85B
do M. tuberculosis (Rv1l866c), e

(iv) um quarto polipeptideo com um peso molecular de
cerca de 10 kDa conforme medido em seguida a eletroforese em
gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em que
o0 quarto polipeptideo tem uma impressdo digital peptidica
semelhante a uma impressdo digital peptidica da proteina CFP10
do M. tuberculosis (Rv3874), e

(v) um quinto polipeptideo com um peso molecular de
cerca de 6 kDa conforme medido em seguida a eletroforese em
gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS), em que
o0 quinto polipeptideo tem uma impressdo digital peptidica
semelhante a uma impressdo digital peptidica da proteina ESAT-
6 do M. tuberculosis (Rv3875).

9. FORMULACAO, de acordo com gqualquer uma das

reivindicagdes 1 a 8, caracterizada por pelo menos um dos
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seguintes antigenos de  Mycobacterium tuberculosis, ou
fragmento deste, estarem presentes: HSP70, proteina 38 kDa e
Ag85B.

10. FORMULACAO, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, caracterizada por compreender um ou mais
dcidos micdlicos e/ou um micolato conjugado com acucar, de
preferéncia dimicolato de trealose e/ou um glicolipidio, de
preferéncia lipoarabinomanana.

11. SUSPENSAO, caracterizada pela formulacdo de
lipossoma, conforme definido em qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 10, ser reconstituida em um solvente, onde
o solvente é de preferéncia aquoso e mais preferencialmente é
ou compreende soro fisioldgico.

12. COMPOSICAO FARMACEUTICA, caracterizada por
compreender a formulacdo, conforme definida em qualgquer das
reivindicagcbes 1 a 8 ou a suspensdo, conforme definida na
reivindicacdo 11, e um veiculo ou diluente farmaceuticamente
aceitavel e/ou um adjuvante farmaceuticamente aceitével.

13. FORMULACAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 10, a suspensédo, conforme definida na
reivindicagcdo 11 ou a composicdo farmacéutica, conforme
definida na reivindicacdo 12, caracterizada por ser para uso
em um método de tratamento do corpo humano ou animal por
terapia.

14. FORMULACAO, de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10, a suspensdo, conforme definida na
reivindicagcdo 11 ou a composicdo farmacéutica, conforme
definida na reivindicacdo 12, caracterizada por ser para uso
em um método de tratamento ou prevencdo da tuberculose.

15. FORMULACAO DE LIPOSSOMAS, SUSPENSAO ouU
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COMPOSICAO FARMACEUTICA de acordo com a reivindicacdo 14,
caracterizada por ser selecionada dentre o seguinte:

a) para uso em um método de prevencédo de tuberculose
ativa em individuos com uma infeccdo latente por tuberculose;

b) para uso em um método de profilaxia primaria da
tuberculose, a fim de evitar a infecg¢do de individuos que foram
expostos a doenca, mas que ainda ndo estdo infectados, ou

c) para uso em um método de tratamento ou prevencdo
da tuberculose latente.

16. FORMULACAO DE LIPOSSOMAS, SUSPENSAO ou
COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 14 ou 15, caracterizada por ser para
administracdo ao corpo humano em uma dose que compreende 1 a
1000, de preferéncia 3 a 250, mais de preferéncia de 4 a 80 e
ainda mais de preferéncia de cerca de 5, cerca de 25 ou cerca
de 50 pg/dose de frCMT.

17. FORMULACAO DE LIPOSSOMAS, SUSPENSAO ou
COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 14 ou 15, caracterizada por ser para
administracdo ao corpo humano em uma dose Unica de inoculacéo
de 25 pg de frCMT.

18. FORMULACAO DE LIPOSSOMAS, SUSPENSAO ouU
COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 14 a 17, caracterizada por ser para uso em
terapia de combinacdo que compreende, de preferéncia, um
antibidético, mais de preferéncia um ou mais de isoniazida e
uma ansamicina, em que a ansamicina é mais de preferéncia a
rifampicina.

19. FORMULACAO DE LIPOSSOMAS, SUSPENSAO ouU

COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com a reivindicacdo 17,
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caracterizada por ser para uso em terapia adjuvante.

20. FORMULACAO DE LTPOSSOMAS, SUSPENSAO ou
COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com a reivindicacdo 19,
caracterizada por ser para administracdo em terapia adjuvante

5 a um ser humano positivo para HIV.

21. FORMULACAO DE  LIPOSSOMAS, SUSPENSAO  OU
COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com a reivindicacdo 17,
caracterizada por ser para administracdo a um ser humano

(soronegativo) negativo para HIV.
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SUMARIO VIH - PACIENTES QUE RESPONDEM AO TRATAMIENTO
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SUMARIO VIH - PACIENTES QUE RESPONDEM AO TRATAMIENTO
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