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DESCRIPCIÓN

Vacunas antimicobacterianas

1. Introducción

La descripción se refiere a arenavirus modificados genéticamente adecuados como vacunas contra infecciones por 
micobacterias. La invención se refiere a composiciones farmacéuticas para uso en métodos para el tratamiento de 5
infecciones por micobacterias. Específicamente, se describen en la presente memoria composiciones farmacéuticas, 
vacunas y métodos para tratar infecciones en Mycobacterium tuberculosis.

2. Antecedentes

La tuberculosis (TB) está provocada por la Mycobacterium tuberculosis. La TB se contagia y se propaga a través del 
aire. Se estima que alrededor de dos mil millones de personas, o un tercio de la población mundial, están infectadas 10
con la bacteria y corren el riesgo de desarrollar la enfermedad. Alrededor del 5% de las personas infectadas se 
siente mal de tuberculosis en los primeros dos años después de la infección. El otro 95% desarrolla una infección 
latente o 'dormida', que no es contagiosa, pero que aún puede convertirse en TB más adelante en la vida. El riesgo 
general de por vida para desarrollar TB después de la infección se estima en el 10% aproximadamente.

La tuberculosis pulmonar (pulmón) es la forma más común y más infecciosa de TB en todo el mundo. Sin embargo, 15
la TB puede atacar cualquier parte del cuerpo. Según los últimos datos de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), hubo 8,8 millones de nuevos casos de TB en 2010 (informe de la OMS, 2011). En 2010, alrededor de 1,4 
millones de personas murieron de tuberculosis, lo que equivale a aproximadamente 3800 muertes por día y una 
muerte cada 22 segundos. En 2009 hubo casi 10 millones de niños huérfanos debido a muertes por TB. El aumento 
de la movilidad de la población mundial, con más personas viajando a través de las fronteras, intensifica la 20
propagación de las enfermedades infecciosas transmitidas por el aire. Si no se trata, cada persona con TB activa 
infecta de media de 10 a 15 personas cada año.

La TB afecta principalmente a adultos jóvenes en sus años más productivos. Aunque está relacionada con la 
pobreza y afecta sobre todo a los países en desarrollo, la tuberculosis es dominante en todos los continentes. Los 
síntomas de tuberculosis incluyen una tos persistente, dolor en el pecho, tos con sangre o esputo, debilidad, pérdida 25
de peso, escalofríos, sudores nocturnos y fiebre.

Actualmente solo hay una vacuna contra la tuberculosis disponible en todo el mundo: Bacille Calmette-Guérin 
(BCG). Esta vacuna, utilizada desde 1921, se administra a más de 100 millones de bebés cada año y puede 
proteger a los niños de formas graves de tuberculosis. Sin embargo, la BCG tiene poca o ninguna eficacia en la 
prevención de la TB pulmonar en adultos (jóvenes), la forma más común y más infecciosa de tuberculosis. Además, 30
existen serias preocupaciones de seguridad con respecto al uso de BCG en recién nacidos infectados por VIH. La 
carga de la enfermedad, que afecta a las economías de todo el mundo, se estima en cientos de miles de millones de 
dólares anualmente.

Las vacunas, generalmente aceptadas y probadas por ser tanto una forma muy eficiente como rentable de prevenir 
enfermedades infecciosas, pueden marcar la diferencia. Se necesitan urgentemente vacunas más efectivas y 35
seguras para mejorar o reemplazar la BCG, ya que la tuberculosis sigue pasando factura. Los estudios de modelos 
muestran que sin nuevas vacunas, la TB nunca se puede eliminar. Nuevas vacunas, junto con diagnósticos más 
precisos y terapias farmacológicas más eficientes, salvarían decenas de millones de vidas. Las vacunas también 
serán especialmente cruciales en la lucha contra la tuberculosis multirresistente a los medicamentos (MDR-TB) y la 
tuberculosis extremadamente resistente a los medicamentos (XDR-TB), formas de TB que son caras y 40
extremadamente difíciles o prácticamente imposibles de tratar.

El control de la infección de la tuberculosis micobacteriana (Mtb) depende principalmente de la respuesta de 
inmunidad mediada por celulas (CMI). Está ampliamente aceptado que las células T antibacterianas ejercen efectos 
protectores mediante la secreción de interferón-y (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral α (TNF-α) para estimular los 
macrófagos infectados por bacterias. La Mtb se oculta de forma intracelular en las vacuolas de estos fagocitos y 45
escapa de la degradación por la maquinaria lisosómica. Sin embargo tras la interacción afín con las células T 
antibacterianas, la estimulación resultante de los macrófagos infectados les permite matar y degradar sus patógenos
intracelulares. Las células T CD4+ restringidas por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase II se han 
identificado durante mucho tiempo como actores clave en este proceso. La evidencia más reciente indica que las 
células T CD8+ restringidas a MHC clase I también juegan un papel importante en la protección antibacteriana.50

Abel Brian et al estudiaron la vacuna contra la tuberculosis AERAS-402 para inducir células T CD4+ y CD8+ en 
adultos. (American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, vol 181. pp1407-1417, 2010).

Por lo tanto, las nuevas estrategias de vacunación deben apuntar a inducir respuestas plurifuncionales de células T 
CD4+ y CD8+ (que coproducen IFN-γ y TNF-α) de gran magnitud. Existen diferencias muy significativas entre las 
diferentes plataformas de vectores, y sigue siendo impredecible qué vectores virales pueden cumplir de manera 55
óptima estos requisitos.
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3. Compendio de la invención

La descripción se refiere a una partícula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano.

La invención proporciona una partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación 
para uso como una vacuna en un método para tratar o prevenir una infección con M. tuberculosis en un lactante, en 5
donde la partícula comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano, en donde el 
antígeno micobacteriano es una proteína de fusión entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteína de fusión 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antígeno micobacteriano se fusiona a un 
péptido señal de un activador de plasminógeno tisular.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular es un péptido 10
señal N-terminal.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular dirige el 
direccionamiento al retículo endoplásmico.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:7.15

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular y la proteína 
de fusión comprenden la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:3.

Según algunas realizaciones de la invención, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocítica se 
elimina o se inactiva funcionalmente.

Según algunas realizaciones de la invención, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del virus de la 20
coriomeningitis linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Según algunas realizaciones de la invención, la partícula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento 
genómico, en donde el segmento genómico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1.

La invención también proporciona una composición farmacéutica que comprende una partícula de virus infeccioso
de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación y un vehículo farmacéuticamente inactivo para uso como 25
una vacuna en un método para tratar o prevenir una infección con M. tuberculosis en un lactante, en donde la 
partícula comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano, en donde el antígeno 
micobacteriano es una proteína de fusión entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteína de fusión comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antígeno micobacteriano se fusiona a un péptido señal 
de un activador de plasminógeno tisular.30

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular es un péptido 
señal N-terminal.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular dirige el 
direccionamiento al retículo endoplásmico.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular comprende la 35
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:7.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular y la proteína 
de fusión comprenden la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:3.

Según algunas realizaciones de la invención, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocítica se 
elimina o se inactiva funcionalmente.40

Según algunas realizaciones de la invención, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del virus de la 
coriomeningitis linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Según algunas realizaciones de la invención, la partícula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento 
genómico, en donde el segmento genómico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1.

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno micobacteriano se selecciona del grupo de micobacterias que 45
consta de Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. canetti, M. caprae, M. microti, M. 
pinnipedii, M. avium, M. avium paratuberculosis, M. avium silvaticum, M. avium "hominissuis," M. colombiense, M. 
indicus pranii, M. asiaticum, M. gordonae, M. gastri, M. kansasii, M. hiberniae, M. nonchromogenicum, M. terrae, M. 
triviale, M. pseudoshottsii, M. shottsii, M. triplex, M. genavense, M. florentinum, M. lentiflavum, M. palustre, M. 
kubicae, M. parascrofulaceum, M. heidelbergense, M. interjectum, M. simiae, M. branderi, M. cookii, M. celatum, M. 50
bohemicum, M. haemophilum, M. malmoense, M. szulgai, M. leprae, M. lepraemurium, M. lepromatosis, M. 
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africanum, M. botniense, M. chimaera, M. conspicuum, M. doricum, M. farcinogenes, M. heckeshornense, M.
intracellulare, M. lacus, M. marinum, M. monacense, M. montefiorense, M. murale, M. nebraskense, M. 
saskatchewanense, M. scrofulaceum, M. shimoidei, M. tusciae, M. xenopi, M. intermedium, M. abscessus, M. 
chelonae, M. bolletii, M. fortuitum, M. fortuitum subsp. Acetamidolyticum, M. boenickei, M. peregrinum, M. porcinum, 
M. senegalense, M. septicum, M. neworleansense, M. houstonense, M. mucogenicum, M. mageritense, M. 5
brisbanense, M. cosmeticum, M. parafortuitum, M. austroafricanum, M. diernhoferi, M. hodleri, M. neoaurum, M. 
frederiksbergense, M. aurum, M. vaccae, M. fallax, M. confluentis, M. flavescens, M. madagascariense, M. phlei, M. 
smegmatis, M. goodii, M. wolinskyi, M. thermoresistibile, M. gadium, M. komossense, M. obuense, M. sphagni, M. 
agri, M. aichiense, M. alvei, M. arupense, M. brumae, M. canariasense, M. chubuense, M. conceptionense, M. 
duvalii, M. elephantis, M. gilvum, M. hassiacum, M. holsaticum, M. immunogenum, M. massiliense, M. moriokaense, 10
M. psychrotolerans, M. pyrenivorans, M. vanbaalenii, M. pulveris, M. arosiense, M. aubagnense, M. caprae, M. 
chlorophenolicum, M. fluoroanthenivorans, M. kumamotonense, M. novocastrense, M. parmense, M. phocaicum, M. 
poriferae, M. rhodesiae, M. seoulense, or M. tokaiense.

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno es una micolil transferasa o un fragmento de la misma. Por 
ejemplo, la micolil transferasa utilizada de acuerdo con la descripción descrita en la presente memoria puede constar 15
de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C. En ciertos aspectos de la descripción, 
el antígeno está codificado por la familia del gen esat-6. Más específicamente, el antígeno es TB10.3, TB12.9 o 
TB10.4 que pertenece a la familia del gen esat-6.

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno es TB10.4, Ag85B, un fragmento de TB10.4 o un fragmento de 
Ag85B. En una realización específica de la invención, el antígeno es una proteína de fusión entre TB10.4 y Ag85B. 20
En ciertas realizaciones de la invención, la proteína de fusión comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ
ID NO:5.

En las realizaciones de la invención, el antígeno se fusiona a un péptido señal N-terminal de un activador de 
plasminógeno tisular. En ciertas realizaciones de la invención, el antígeno comprende la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO:3.25

El arenavirus utilizado de acuerdo con la invención descrita en la presente memoria es un virus infeccioso de la 
coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación. En ciertas realizaciones de la invención, un marco de lectura 
abierto del virus de la coriomeningitis linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente. En una realización 
específica, el marco de lectura abierto que codifica el gen de la glucoproteína del virus de la coriomeningitis 
linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.30

La descripción se refiere además a un virus que puede amplificar y expresar su información genética en una célula 
que ha sido infectada por el virus pero que no puede producir más partículas de la progenie infecciosa en una célula 
no complementaria. En ciertas realizaciones, la invención se refiere a una partícula de virus infeccioso de la 
coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación que comprende un segmento genómico en donde el segmento 
genómico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1 para uso como una vacuna (el segmento 35
genómico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:1 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas 
las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:1 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN).

También se describe en la presente memoria una partícula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que 
comprende un segmento genómico, en donde el segmento genómico comprende una secuencia de nucleótidos que 
es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia de 40
nucleótidos 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11 (el segmento genómico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:11 se 
muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:11 por uridinas ("U")
proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento genómico comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica un antígeno micobacteriano (el antígeno micobacteriano se puede fusionar a un péptido señal que dirige el 
antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico). También se describe en la presente memoria una partícula de 45
arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que comprende un segmento genómico, en donde el segmento 
genómico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un producto de expresión cuya secuencia de 
aminoácidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94% , 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la 
secuencia de aminoácidos codificada por 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11 (el segmento genómico esARN, la 
secuencia en la SEQ ID NO:11 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en 50
la SEQ ID NO:11 por las uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento genómico 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano (el antígeno micobacteriano se 
puede fusionar a un péptido señal que dirige el antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico).

También se describe en la presente memoria una partícula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que 
comprende un segmento genómico, en donde el segmento genómico comprende una secuencia de nucleótidos que 55
es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia de 
nucleótidos 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12 (el segmento genómico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:12 se 
muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:12 por uridinas ("U")
proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento genómico comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica un antígeno micobacteriano (el antígeno micobacteriano se puede fusionar a un péptido señal que dirige el 60
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antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico). También se describe en la presente memoria una partícula de 
arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que comprende un segmento genómico, en donde el segmento 
genómico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un producto de expresión cuya secuencia de 
aminoácidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94% , 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la 
secuencia de aminoácidos codificada por 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12 (el segmento genómico esARN, la 5
secuencia en la SEQ ID NO:12 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en 
la SEQ ID NO:12 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN), y en donde el segmento genómico comprende 
una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano (el antígeno micobacteriano se puede 
fusionar a un péptido señal que dirige el antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico).

En la presente memoria se describen composiciones, p. ej., composiciones farmacéuticas, inmunogénicas o de 10
vacunas, que comprenden un virus descrito en la presente memoria y un vehículo farmacéuticamente inactivo.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar o prevenir una infección por micobacterias en un 
paciente, que comprende administrar al paciente un virus, una composición farmacéutica, una composición 
inmunogénica o una vacuna descrita en la presente memoria. Además se describe en la presente memoria el uso de 
un virus, una composición farmacéutica, una composición inmunogénica o una vacuna descrita en la presente 15
memoria para el tratamiento o prevención de una infección por micobacterias en un paciente. Por ejemplo, la 
infección por micobacterias es una infección con M. tuberculosis.

3.1 Convenciones y abreviaturas

tPA Activador de plasminógeno tisular

Mtb Mycobacterium tuberculosis20

TB Tuberculosis

LCMV Virus de la coriomeningitis linfocítica

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad

ORF Marco de lectura abierto

GP Glucoproteína25

Z Proteína matriz

NP Nucleoproteína

UTR Región no traducida

CD8 Grupo de diferenciación 8

CD4 Grupo de diferenciación 430

IFN-γ Interferón-γ

TNF-α Factor de necrosis tumoral-α

CMI Inmunidad mediada por células

MDR-TBTuberculosis multirresistente a los medicamentos

XDR-TB Tuberculosis extremadamente resistente a los medicamentos35

4. Descripción del listado de secuencias

SEQ ID NO:1 es la secuencia de nucleótidos del segmento genómico rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4. El segmento 
genómico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:1 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas 
las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:1 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN.

SEQ ID NO:2 es la secuencia de nucleótidos para tPA-Ag85B-TB10.4 del ADNc.40

SEQ ID NO:3 es la secuencia de aminoácidos para tPA-Ag85B-TB10.4.

SEQ ID NO:4 es la secuencia de nucleótidos para Ag85B-TB10.4 del ADNc.

SEQ ID NO:5 es la secuencia de aminoácidos para Ag85B-TB10.4.
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SEQ ID NO:6 es la secuencia de nucleótidos para el ADNc del tPA que incluye un grupo enlazador de seis 
nucleótidos.

SEQ ID NO:7 es la secuencia de aminoácidos para el péptido señal de tPA.

SEQ ID NO:8 es la secuencia de aminoácidos de un péptido antigénico para algunas células T CD4+ restringidas a
H2-IAb.5

SEQ ID NO:9 es la secuencia de aminoácidos de un péptido antigénico para algunas células T CD8+ restringidas a
H-2Kb utilizadas para la síntesis de MHC clase I dextramers.

SEQ ID NO:10 es la secuencia de aminoácidos de un péptido antigénico para algunas células T CD8+ restringidas a
H-2Kb utilizadas para la reestimulación antes de la tinción intracelular de las citocinas por citometría de flujo.

SEQ ID NO:11 es la secuencia completa del segmento S del virus de la coriomeningitis linfocítica. El segmento 10
genómico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:11 se muestra para el ADN; sin embargo, el intercambio de todas 
las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:11 por uridinas ("U") proporciona la secuencia deARN.

SEQ ID NO:12 es la secuencia completa del segmento S del clon 13 del virus de la coriomeningitis linfocítica
(GenBank: DQ361065.2). El segmento genómico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:12 se muestra para el ADN; 
sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:12 por uridinas ("U") proporciona la 15
secuencia deARN.

SEQ ID NO:13 es la secuencia completa del segmento L del clon 13 del virus de la coriomeningitis linfocítica, 
(GenBank: DQ361066.1). El segmento genómico esARN, la secuencia en la SEQ ID NO:13 se muestra para el ADN; 
sin embargo, el intercambio de todas las timidinas ("T") en la SEQ ID NO:13 por uridinas ("U") proporciona la 
secuencia deARN.20

5. Breve descripción de las figuras

Figura 1: Representación esquemática del genoma de arenavirus tipo salvaje. El genoma de arenavirus tipo salvaje
consiste en un segmento deARN corto (1; ∼3,4 kb) y uno grande (2; ∼7,2 kb). El segmento corto lleva los marcos de 
lectura abiertos que codifican los genes de la nucleoproteína NP (3) y la glucoproteína GP (4). El segmento grande 
codifica laARN polimerasa L dependiente deARN (5) y los genes de la proteína matriz Z (6). Los arenavirus tipo 25
salvaje se pueden volver deficientes en la replicación para generar vectores de vacunas sustituyendo el gen de la 
glucoproteína por antígenos de elección (7), contra los cuales se inducen respuestas inmunes.

Figura 2: Comparación de la inmunogenicidad de los vectores de vacuna en ratones rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 y
rLCMV/Ag85B-TB10.4. El día 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 2x105 UFP o de rLCMV/tPA-
Ag85B-TB10.4 (grupo 1) o de rLCMV/Ag85B-TB10.4 (grupo 2) por vía intravenosa. Los ratones control no se 30
inmunizaron (grupo 3). La misma inmunización se repitió el día 28. El día 27 (panel A) y el día 38 (panel B) se 
midieron las células T CD8+ específicas de TB10.4 (IMYNYPAM) en sangre periférica mediante citometría de flujo 
utilizando MHC clase I dextramer. Las celulas que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la 
población total de CD8+ (X en los paneles A y B). El día 56 del experimento, se sacrificaron los animales y se 
prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de los animales. S estimularon estas células con el 35
péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el péptido 
THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar interferón-y 
específico de antígeno (IFN-γ) y factor necrosis tumoral α (TNF-α) que coproducen las CD8+ (panel C), así como 
IFN-γ y TNF-α que coproducen las células T CD4+ (panel D), respectivamente. Para esto, se utilizaron técnicas de 
citometría de flujo y tinción de citocinas intracelulares estándar. Se expresan como un porcentaje las células que 40
coproducen IFN-γ y TNF-α entre las células T CD8+ totales (Y en el panel C) o entre las células T CD4+ totales (Z 
en el panel D). Los símbolos representan ratones individuales. Los ratones del grupo 1 y del grupo 2 eran
significativamente diferentes en todas las medidas, como se determinó utilizando el ensayo t de Student de dos 
colas no pareado (p=0,0226, p=0,0108, p=0,0044, p=0,0001 en los paneles A-D, respectivamente).

Figura 3: Comparación de la inmunogenicidad del vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 administrado por vía 45
intravenosa o subcutánea. El día 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 105 UFP de rLCMV/tPA-
Ag85B-TB10.4 o a través de la vía intravenosa (grupo 1) o por vía subcutánea (grupo 2). Los ratones control no se 
inmunizaron (grupo 3). El día 11, los animales se sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a 
partir del bazo de estos animales. Se midieron las células T CD8+ específicas de TB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID 
NO:9)) por citometría de flujo utilizando MHC clase I dextramers. Las celulas que se unen a Dextramer se expresan50
como porcentaje de la población total de CD8+ (X en los paneles A). Se estimularon también las células del bazo 
con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el péptido 
THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar IFN-γ 
específico de antígeno que producen las CD8+ (panel B), así como IFN-γ y TNF-α que coproducen las células T 
CD4+ (panel C), respectivamente. Para esto, se utilizaron técnicas de citometría de flujo y tinción de citocinas 55
intracelulares estándar. Se expresan como un porcentaje las células T CD8+ que producen IFN-γ específicas de 
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epítopo dentro de las células T CD8+ totales (Y en el panel B), así como las células que coproducen IFN-γ y TNF-α 
entre las células T CD4+ totales (Z en el panel C). Los símbolos representan ratones individuales.

Figura 4: Estudios de inmunización con el vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 en ratones adultos y de 1 
semana de edad. El día 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 adultos (grupo 1) y de 1 semana de 
edad (grupo 2) con 105 UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 a través de la via subcutánea. El día 10, los animales se 5
sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de estos animales. Se midieron 
las células T CD8+ especificas de TB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID NO:9)) por citometría de flujo utilizando MHC clase I
dextramer. Las celulas que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la población total de CD8+ (X en 
los paneles A) o como número total de células CD8+ que se unen a Dextramer en el bazo (Y en el panel B). Se 
estimularon también estas células con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID 10
NO:10 y el péptido THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para 
determinar interferón-γ específico de antígeno (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) que coproducen las
CD8+ (panel C), así como IFN-γ y TNF-α que coproducen las células T CD4+ (panel D), respectivamente. Para esto, 
se utilizaron técnicas de citometría de flujo y tinción de citocinas intracelulares estándar. Se expresan como un 
porcentaje las células que coproducen IFN-γ y TNF-α entre las células T CD8+ totales (Z en el panel C) o entre las 15
células T CD4+ totales (XY en el panel D). Los símbolos representan ratones individuales. 

6. Descripción detallada de la invención

En la presente memoria se describen métodos y composiciones para el tratamiento o prevención de infecciones de 
un sujeto con una micobacteria. Más específicamente, en la presente memoria se describen arenavirus infecciosos 
deficientes en la replicación que comprenden una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno 20
micobacteriano. Estos virus se pueden administrar a un sujeto para el tratamiento o prevención de una infección por 
micobacterias. La generación de vectores de arenavirus infecciosos y deficientes en la replicación para uso con la 
presente invención se describe con más detalle en la Sección 6.3.

La invención proporciona una partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación 
para uso como una vacuna en un método para tratar o prevenir una infección con M. tuberculosis en un lactante, en 25
donde la partícula comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano, en donde el 
antígeno micobacteriano es una proteína de fusión entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteína de fusión 
comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antígeno micobacteriano se fusiona a un 
péptido señal de un activador de plasminógeno tisular.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular es un péptido 30
señal N-terminal.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular dirige el 
direccionamiento al retículo endoplásmico.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:7.35

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular y la proteína 
de fusión comprenden la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:3.

Según algunas realizaciones de la invención, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocítica se 
elimina o se inactiva funcionalmente.

Según algunas realizaciones de la invención, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del virus de la 40
coriomeningitis linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Según algunas realizaciones de la invención, la partícula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento 
genómico, en donde el segmento genómico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1.

La invención también proporciona una composición farmacéutica que comprende una partícula de virus infeccioso
de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación y un vehículo farmacéuticamente inactivo para uso como 45
una vacuna en un método para tratar o prevenir una infección con M. tuberculosis en un lactante, en donde la 
partícula comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano, en donde el antígeno 
micobacteriano es una proteína de fusión entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteína de fusión comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antígeno micobacteriano se fusiona a un péptido señal 
de un activador de plasminógeno tisular.50

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular es un péptido 
señal N-terminal.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular dirige el 
direccionamiento al retículo endoplásmico.
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Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular comprende la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:7.

Según algunas realizaciones de la invención, el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular y la proteína 
de fusión comprenden la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:3.

Según algunas realizaciones de la invención, un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocítica se 5
elimina o se inactiva funcionalmente.

Según algunas realizaciones de la invención, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del virus de la 
coriomeningitis linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

Según algunas realizaciones de la invención, la partícula de virus de la coriomeningitis comprende un segmento 
genómico, en donde el segmento genómico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1.10

En la presente memoria se describe un arenavirus modificado genéticamente, donde el arenavirus:

i) es infeccioso;

ii) no puede formar el virus de la progenie infecciosa en una célula no complementaria (es decir, una célula que no 
expresa la funcionalidad que falta del arenavirus deficiente en la replicación y provoca que sea deficiente en la 
replicación);15

iii) es capaz de replicar su genoma y expresar su información genética; y

iv) codifica un antígeno micobacteriano o un fragmento del mismo.

Un arenavirus modificado genéticamente descrito en la presente memoria es infeccioso, es decir, se puede unir a 
una célula huésped y liberar su material genético en la célula huésped. Un arenavirus modificado genéticamente 
descrito en la presente memoria es deficiente en la replicación, es decir, el arenavirus no puede producir más 20
partículas de la progenie infecciosa en una célula no complementaria. En particular, se modifica el genoma del 
arenavirus (p. ej., por deleción o inactivación funcional de un marco de lectura abierto) de manera que un virus que 
lleva el genoma modificado ya no pueda producir virus de la progenie infecciosa. Una célula no complementaria es 
una célula que no proporciona la funcionalidad que se ha eliminado del arenavirus deficiente en la replicación 
mediante la modificación de su genoma (p. ej., si el marco de lectura abierto que codifica la proteína GP se elimina o 25
se inactiva funcionalmente, una célula no complementaria no proporciona la proteína GP). Sin embargo, un 
arenavirus modificado genéticamente descrito en la presente memoria es capaz de producir virus de la progenie
infecciosa en células complementarias. Las células complementarias son células que proporcionan la funcionalidad 
que se ha eliminado del arenavirus deficiente en la replicación mediante la modificación de su genoma (p. ej., si el 
marco de lectura abierto que codifica la proteína GP se elimina o se inactiva funcionalmente, una célula 30
complementaria proporciona la proteína GP). Un arenavirus modificado genéticamente descrito en la presente 
momoria amplifica y expresa su información genética en una célula que ha sido infectada por el virus. Un arenavirus 
modificado genéticamente descrito en la presente memoria comprende una secuencia de nucleótidos que codifica 
un antígeno micobacteriano tal como los antígenos micobacterianos descritos en la Sección 6.2.

También se describe en la presente memoria un arenavirus modificado genéticamente en el cual un marco de 35
lectura abierto (ORF) del genoma de arenavirus se elimina o se inactiva funcionalmente de manera que el virus 
resultante no pueda producir más partículas de virus de la progenie infecciosa. Una partícula de arenavirus que 
comprende un genoma modificado genéticamente en el cual se puede producir un marco de lectura abierto (ORF) 
eliminado o inactivado funcionalmente en células complementarias (es decir, en células que expresan el marco de 
lectura abierto arenaviral que se ha eliminado o inactivado funcionalmente) (véase Sección 6.3) El material genético 40
de las partículas de arenavirus resultantes se puede transferir tras la infección de una célula huésped en la célula 
huésped, en donde se puede expresar y amplificar el material genético. Además, el genoma de las partículas de 
arenavirus modificado genéticamente codifica un antígeno micobacteriano que se puede expresar en la célula 
huésped.

En ciertos aspectos de la descripción, el ORF que codifica el gen de la glucoproteína (GP) del arenavirus se elimina 45
para generar un arenavirus deficiente en la replicación para uso con la presente invención. En un aspecto específico 
de la descripción, el arenavirus deficiente en la replicación comprende un segmento genómico que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano. En ciertos aspectos de la descripción, el 
antígeno se fusiona a un péptido señal N-terminal que dirige el antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico 
(RE) de la célula que está infectada con el arenavirus. Por lo tanto, en ciertos aspectos de la descripción, una 50
partícula de arenavirus modificado genéticamente comprende un segmento genómico que a) tiene una deleción o 
inactivación funcional de un marco de lectura abierto que está presente en la forma de tipo salvaje del segmento 
genómico; y b) codifica (o en paralelo o en antiparalelo) un antígeno micobacteriano (véase Sección 6.3).

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno codificado por el ácido nucleico que se inserta en el genoma del 
arenavirus deficiente en la replicación puede codificar, por ejemplo, un antígeno micobacteriano que incluye, pero no 55
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se limita a TB10.4, Ag85B, un fragmento de TB10.4, o un fragmento de Ag85B. Según la invención, el péptido señal 
N-terminal fusionado con los antígenos descritos en la presente memoria es el péptido señal del activador de 
plasminógeno tisular. Se proporciona una descripción más detallada de los antígenos y los péptidos señal descritos 
en la presente memoria en la Sección 6.2.

En ciertos aspectos de la descripción, los arenavirus utilizados en la presente memoria pueden ser virus del Viejo 5
Mundo, por ejemplo, virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV). Una descripción más detallada de los arenavirus 
descritos en la presente memoria se proporciona en la Sección 6.1.

En la presente memoria se describen ácidos nucleicos que codifican el genoma de tales arenavirus deficientes en la 
replicación. En ciertos aspectos, una partícula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicación comprende un 
segmento genómico que comprende una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1. En la presente memoria se 10
proporcionan sistemas de vectores basados en LCMV que comprenden uno o dos de los plásmidos de vectores 
descritos en la presente memoria. También se describen en la presente memoria líneas celulares, cultivos y 
métodos de cultivo de células infectadas con ácidos nucleicos, vectores y composiciones. La descripción más 
detallada de los ácidos nucleicos, sistemas de vectores y líneas celulares descritas en la presente memoria se 
describe en la Sección 6.4.15

La descripción se refiere a dichos arenavirus modificados genéticamente deficientes en la replicación adecuados 
como vacunas y a métodos para utilizar dichos arenavirus en la vacunación y tratamiento o prevención de 
infecciones por micobacterias. La descripción más detallada de los métodos de uso de dichos arenavirus descritos 
en la presente memoria se proporciona en la Sección 6.5.

6.1 Vectores de arenavirus infecciosos deficientes en la replicación que expresan un antígeno micobacteriano20

Los arenavirus para uso con los métodos y composiciones descritos en la presente memoria pueden ser virus del 
Viejo Mundo, por ejemplo, virus Lassa, virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV), virus Mobala, virus Mopeia o 
virus Ippy, o virus del Nuevo Mundo, por ejemplo, virus Amapari, virus Flexal, virus Guanarito, virus Junin, virus 
latino, virus Machupo, virus Oliveros, virus Paraná, virus Pichinde, virus Pirital, virus Sabiá, virus Tacaribe, virus 
Tamiami, virus Bear Canyon o virus Whitewater Arroyo. El arenavirus modificado genéticamente se puede generar25
como se describe en la Sección 6.3.

El genoma de arenavirus de tipo salvaje consiste en un segmento deARN corto (1; ∼3,4kb) y uno grande (2; 
∼7,2kb). El segmento corto lleva los marcos de lectura abiertos que codifican los genes de nucleoproteína NP (3) y 
glucoproteína GP (4). El segmento grande codifica laARN polimerasa L dependiente deARN (5) y los genes de la 
proteína matriz Z (6). Los arenavirus de tipo salvaje se pueden volver deficientes en la replicación para generar 30
vectores de vacunas sustituyendo el gen de la glucoproteína por antígenos micobacterianos (7), contra los cuales se 
inducen respuestas inmunes.

Los vectores de arenavirus infecciosos deficientes en la replicación que expresan un antígeno micobacteriano se 
pueden utilizar para inmunizar (de manera preventiva) o tratar (de manera inmunoterapéutica) sujetos contra 
infecciones por micobacterias. Un vector arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno 35
micobacteriano que se puede utilizar para inmunizar (de manera preventiva) o tratar (de manera inmunoterapéutica)
sujetos contra una infección con Mycobaterium tuberculosis.

Se sabe que la enfermedad por arenavirus y la inmunosupresión en la infección por arenavirus de tipo salvaje son el 
resultado de la replicación viral no controlada. Suprimiendo la replicación, es decir, la capacidad de producir 
partículas de virus de la progenie infecciosa de vectores de arenavirus eliminando de su genoma, p. ej. el gen de Z 40
que se requiere para la liberación de partículas, o el gen de la GP el cual se requiere para la infección de las células 
diana, el número total de células infectadas puede estar limitado por el inóculo administrado, p. ej., a un vacunado, o 
transmitido accidentalmente al personal involucrado en aplicaciones médicas o biotecnológicas, o a animales. Por lo 
tanto, suprimir la replicación de los vectores de arenavirus evita la patogénesis como resultado de la transmisión 
intencionada o accidental de las partículas de vector. En esta invención, un aspecto importante consiste en explotar 45
la necesidad anterior de suprimir la replicación de un modo beneficioso con el propósito de expresar un antígeno 
micobacteriano.

Una partícula de arenavirus se puede volver deficiente en la replicación por modificación genética de su genoma. 
Dichas modificaciones del genoma pueden incluir:

 deleción de un marco de lectura abierto (p. ej., el marco de lectura abierto que codifica la proteína GP, NP, L o 50
Z);

 inactivación funcional de un marco de lectura abierto (p. ej., el marco de lectura abierto que codifica la proteína 
GP, NP, L o Z). Por ejemplo, esto se puede lograr introduciendo una mutación de sentido erróneo o sin sentido.

 mutagénesis de uno de los terminales 5 'o 3' de uno de los segmentos genómicos;

 mutagénesis de una región intergénica (es decir, del segmento genómico L o el S).55
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Un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente 
memoria es un virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV) en donde el segmento S del virus se modifica 
sustituyendo el marco de lectura abierto que codifica la proteína GP, se reemplaza con un marco de lectura abierto 
que codifica un antígeno de la Mycobacterium tuberculosis. En ciertos aspectos específicos de la descripción, el 
antígeno micobacteriano se fusiona a un péptido señal que dirige el antígeno micobacteriano al retículo 5
endoplásmico.

El genoma del vector arenavirus de tipo salvaje (Figura 1) se puede diseñar para conservar al menos los elementos 
reguladores esenciales en las regiones no traducidas (UTRs) 5' y 3' de ambos segmentos, y/o también las regiones 
intergénicas (IGRs). Sin estar limitados por la teoría, los factores de transacción mínimos para la expresión génica 
en las células infectadas permanecen en el genoma del vector como marcos de lectura abiertos que se pueden 10
expresar, pero se pueden colocar de manera diferente en el genoma y se pueden colocar bajo el control de un 
promotor diferente al natural, o se pueden expresar a partir de sitios internos de entrada al ribosoma. Por ejemplo, el 
ácido nucleico que codifica un antígeno micobacteriano se transcribe de uno de los promotores de arenavirus 
endógenos (es decir, 5' UTR, 3' UTR del segmento S, 5' UTR, 3' UTR del segmento L). Alternativamente, el ácido 
nucleico que codifica un antígeno micobacteriano se expresa a partir de secuencias promotoras heterólogas 15
introducidas que se pueden leer por laARN polimerasa vírica dependiente deARN, por laARN polimerasa I 
celular,ARN polimerasa II oARN polimerasa III, tal como duplicaciones de secuencias del promotor vírico que se 
encuentran de forma natural en las UTRs víricas, el promotor deARN ribosómico 28S, el promotor de beta-actina o el 
promotor deARN ribosómico 5S, respectivamente. Los ácidos ribonucleicos que codifican para antígenos 
micobacterianos se pueden transcribir y traducir o por sí mismos o como leídos por fusión a marcos de lectura 20
abiertos de proteínas del arenavirus, y se puede mejorar la expresión de proteínas en la célula huésped 
introduciendo en la secuencia de transcripción viral en el(los) lugar(es) apropiado(s) uno o más, p. ej., dos, tres o 
cuatro, sitios internos de entrada al ribosoma.

En ciertos aspectos de la descripción, se describe en la presente memoria una partícula de arenavirus (p. ej., LCMV) 
en la cual el marco de lectura abierto que codifica la GP del segmento genómico S se sustituye con una secuencia 25
de nucleótidos que codifica:

 Un péptido señal fusionado a un antígeno micobacteriano para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 Un péptido señal fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el 
direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 Un péptido señal fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un 30
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, 
M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 Un péptido señal fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al 
menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del 
gen esat-6 para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o35

 Un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o 
un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis
Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un producto génico de un gen de la familia del 
gen esat-6 o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto 
génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al retículo endoplásmico ; o40

 En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. 
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 
o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un 
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al 
menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento 45
al retículo endoplásmico; o

 En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) un producto génico de un gen 
de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de 
un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis
Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 50
aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el 
direccionamiento al retículo endoplásmico.

6.2 Antígenos micobacterianos

En ciertos aspectos de la descripción, los antígenos para uso con los métodos y composiciones descritos en la 
presente memoria son antígenos micobacterianos.55
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En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno micobacteriano es un antígeno de Mycobacterium tuberculosis, M. 
bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. canetti, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. avium, M. avium 
paratuberculosis, M. avium silvaticum, M. avium " hominissuis, "M. colombiense, M. indicus pranii, M. asiaticum, M. 
gordonae, M. gastri, M. kansasii, M. hiberniae, M. nonchromogenicum, M. terrae, M. triviale, M. pseudoshottsii, M. 
shottsii, M. triplex, M. genavense, M. florentinum, M. lentiflavum, M. palustre, M. kubicae, M. parascrofulaceum, M. 5
heidelbergense, M. interjectum, M. simiae, M. branderi, M. cookii, M. celatum, M. bohemicum, M. haemophilum, M. 
malmoense, M. szulgai, M. leprae, M. lepraemurium, M. lepromatosis, M. africanum, M. botniense, M. chimaera, M. 
conspicuum, M. doricum, M. farcinogenes, M. heckeshornense, M. intracellulare, M. lacus, M. marinum, M. 
monacense, M. montefiorense, M. murale, M. nebraskense, M. saskatchewanense, M. scrofulaceum, M. shimoidei, 
M. tusciae, M. xenopi, M. intermedium, M. abscessus, M. chelonae, M. bolletii, M. fortuitum, M. fortuitum subsp. 10
Acetamidolyticum, M. boenickei, M. peregrinum, M. porcinum, M. senegalense, M. septicum, M. neworleansense, M. 
houstonense, M. mucogenicum, M. mageritense, M. brisbanense, M. cosmeticum, M. parafortuitum, M. 
austroafricanum, M. diernhoferi, M. hodleri, M. neoaurum, M. frederiksbergense, M. aurum, M. vaccae, M. fallax, M. 
confluentis, M. flavescens, M. madagascariense, M. phlei, M. smegmatis, M. goodii, M. wolinskyi, M. 
thermoresistibile, M. gadium, M. komossense, M. obuense, M. sphagni, M. agri, M. aichiense, M. alvei, M. arupense, 15
M. brumae, M. canariasense, M. chubuense, M. conceptionense, M. duvalii, M. elephantis, M. gilvum, M. hassiacum, 
M. holsaticum, M. immunogenum, M. massiliense, M. moriokaense, M. psychrotolerans, M. pyrenivorans, M. 
vanbaalenii, M. pulveris, M. arosiense, M. aubagnense, M. caprae, M. chlorophenolicum, M. fluoroanthenivorans, M. 
kumamotonense, M. novocastrense, M. parmense, M. phocaicum, M. poriferae, M. rhodesiae, M. seoulense o M. 
tokaiense.20

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno es una micolil transferasa o un fragmento de la misma. En ciertos 
aspectos de la descripción, el antígeno es un fragmento de al menos al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 
o 250 aminoácidos de un producto génico de un gen de la micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de 
la misma. En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno es un fragmento que se puede identificar utilizando una 
variedad de métodos publicados para la predicción de determinantes antigénicos (véase, p. ej., Jameson B.A. and 25
Wolf H., Comput Appl Biosci. 1988 March;4(1):181-186; Pellequer J.L. and Westhof E., J Mol Graph. 1993 
Sep;11(3):204-10, 191-192; and Kolaskar A.S. and Tongaonkar P.C., FEBS Lett. 1990 Dec 10;276(1-2):172-4). En 
ciertos aspectos más específicos de la descripción, la micolil transferasa es la M. tuberculosis Ag85A, M. 
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C o un fragmento de la misma.

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno está codificado por un gen de la familia del gen esat-6. En ciertos 30
aspectos de la descripción, el antígeno es un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75 o al menos 100 
aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 o un fragmento del mismo. En ciertos 
aspectos de la descripción, el antígeno es un fragmento que se puede identificar utilizando una variedad de métodos 
publicados para la predicción de determinantes antigénicos (véase, p. ej., Jameson B.A. and Wolf H., Comput Appl 
Biosci. 1988 March;4(1):181-186; Pellequer J.L. and Westhof E., J Mol Graph. 1993 Sep;11(3):204-10, 191-192; and 35
Kolaskar A.S. and Tongaonkar P.C., FEBS Lett. 1990 Dec 10;276(1-2):172-4).

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno es TB10.3, TB12.9 o TB10.4 o un fragmento del mismo que 
pertenece a la familia del gen esat-6. En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno es TB10.4, Ag85B, un 
fragmento de TB10.4 o un fragmento de Ag85B.

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno es una proteína de fusión entre TB10.4 y Ag85B. En ciertos 40
aspectos de la descripción, el antígeno es al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, o 
al menos 500 aminoácidos de longitud. En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno está codificado por una 
secuencia de ácido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100 % idéntica a la 
SEQ ID NO:4. En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno comprende una secuencia de aminoácidos que es 
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% identica a la SEQ ID NO:5.45

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno descrito en la presente memoria se fusiona a un péptido señal. 
Tales péptidos señal que se pueden fusionar con los antígenos descritos en la presente memoria incluyen:

Un péptido señal fusionado a un antígeno micobacteriano para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

Un péptido señal fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el 
direccionamiento al retículo endoplásmico; o50

Un péptido señal fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un 
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. 
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

Un péptido señal fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 
10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-655
para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

Un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un 
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. 
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tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un 
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la 
familia del gen esat-6 para el direccionamiento al retículo endoplásmico ; o

En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. 
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 5
250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un producto 
génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 
aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al retículo 
endoplásmico; o

En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) un producto génico de un gen de la 10
familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un 
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. 
tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. 
tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al retículo 
endoplásmico.15

En ciertos aspectos de la descripción, el antígeno descrito en la presente memoria se fusiona a un péptido señal N-
terminal. En ciertos aspectos de la descripción, está presente un sitio de escisión entre el antígeno y el péptido 
señal. En ciertos aspectos más específicos de la descripción, la escisión de la proteasa entre el péptido señal y el 
antígeno da como resultado antígenos libres con un terminal N preciso (es decir, al menos 50%, 60%, 70%, 80%, 
90%, 95%, 98%, al menos 99% o 100% del antígeno liberado tienen la misma secuencia de aminoácidos N-20
terminal). En ciertos aspectos de la descripción, el péptido señal N-terminal dirige el direccionamiento del antígeno 
descrito en la presente memoria al retículo endoplásmico de la célula que está infectada con el arenavirus. En 
ciertos aspectos de la descripción, el péptido señal N-terminal que dirige el direccionamiento del antígeno al retículo 
endoplásmico incluye, pero no se limita a, el péptido señal del factor de crecimiento nervioso, midkina, LAMP1, 
LIMPII, endotubina o el gen factor negativo (Nef) (véase, p. ej., Ladunga I., Curr Opin Biotechnol. 2000 Feb; 25
11(1):13-8).

El péptido señal que se fusiona al antígeno descrito en la presente memoria puede ser un activador de 
plasminógeno tisular (tPA). El péptido señal de tPA para uso con la presente invención puede ser codificado por una 
secuencia de ácido nucleico que se alinea con al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60 o al menos 70 
nucleótidos de la SEQ ID NO:6 como se determina sobre toda la longitud de la secuencia de ácido nucleico del 30
péptido señal de tPA utilizando el software de alineación BLAST. El péptido señal puede comprender una secuencia 
de aminoácidos que se alinea con al menos 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 o al menos 24 aminoácidos de la SEQ ID NO:7 
según se determina sobre toda la longitud del péptido señal utilizando el software de alineación BLAST.

La fusión péptido señal-antígeno puede ser al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 
o al menos 500 aminoácidos de longitud. La fusión péptido señal-antígeno puede ser codificada por una secuencia 35
de ácido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID 
NO:2. La fusión péptido señal-antígeno puede comprender una secuencia de aminoácidos que es 90%, 91%, 92%, 
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:3.

Las secuencias de ácidos nucleicos que codifican un antígeno micobacteriano se pueden introducir en el genoma de 
un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación por sustitución de la secuencia de ácido nucleico del marco de 40
lectura abierto (ORF) de la glucoproteína GP, la proteína de matriz Z, la nucleoproteína NP o la proteína polimerasa 
L. En otras realizaciones, la secuencia de ácido nucleico que codifica el antígeno micobacteriano se fusiona con el 
marco de lectura abierto (ORF) de la glucoproteína GP, la proteína matriz Z, la nucleoproteína NP o la proteína 
polimerasa L. La secuencia de nucleótidos que codifica el antígeno micobacteriano, una vez insertada en el genoma 
de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación, se puede transcribir y/o expresar bajo el control de los cuatro 45
promotores de arenavirus (5 'UTR y 3' UTR del segmento S, y 5 'UTR y 3 'UTR del segmento L), así como loa ácidos 
ribonucleicos que se pueden insertar con elementos reguladores que se pueden leer mediante laARN polimerasa 
vírica dependiente deARN,ARN polimerasa I celular,ARN polimérasa II oARN polimerasa III, tal como duplicaciones 
de secuencias del promotor vírico que se encuentran de forma natual en las UTRs víricas, el promotor deARN
ribosómico 28S, el promotor de beta-actina o el promotor deARN ribosómico 5S, respectivamente. Los ácidos 50
nucleicos que codifican el antígeno micobacteriano se pueden transcribir y/o expresar o por sí mismos o como leídos 
por fusión a marcos de lectura abiertos de arenavirus y genes, respectivamente, y/o en combinación con uno o más, 
p. ej.., dos, tres o cuatro, sitios internos de entrada de ribosomas.

En un aspecto de la descrpción, el antígeno es uno que es útil para la prevención de enfermedades infecciosas. En 
un aspecto específico de la descripción, los antígenos se derivan de la Mycobacterium tuberculosis.55

El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede sustituir por secuencias de ácidos 
nucleicos que codifican un antígeno micobacteriano. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del 
arenavirus se puede sustituir por secuencias de ácidos nucleicos que codifican el antígeno que es un fragmento de 
al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de un producto génico de un gen de la micolil 
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transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma. El antígeno puede ser un fragmento de al menos 10, 
15, 20, 25, 50, 75 o al menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 o un 
fragmento del mismo. El fragmento de antígeno se puede identificar utilizando una variedad de métodos publicados 
para la predicción de determinantes antigénicos (véase, p. ej., Jameson B.A. and Wolf H., Comput Appl Biosci. 1988 
March;4(1):181-186; Pellequer J.L. and Westhof E., J Mol Graph. 1993 Sep;11(3):204-10, 191-192; and Kolaskar 5
A.S. and Tongaonkar P.C., FEBS Lett. 1990 Dec 10;276(1-2):172-4).

En ciertos aspectos de la descripción, el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se 
sustituye por secuencias de ácidos nucleicos que codifican antígenos que incluyen, pero no se limitan a, TB10.4, 
Ag85B, un fragmento de TB10.4 o un fragmento de Ag85B.

El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede sustituir por secuencias de ácidos10
nucleicos que codifican un antígeno que es una proteína de fusión entre TB10.4 y Ag85B. El marco de lectura 
abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede sustituir por secuencias de ácidos nucleicos que 
codifican un antígeno que es al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 , 450, o al menos 
500 aminoácidos de longitud. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede 
sustituir por una secuencia de ácido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 15
100% idéntica a la SEQ ID NO:4. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede 
sustituir por una secuencia de ácido nucleico que codifican para un aminoácido que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:5.

El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede sustituir por secuencias de ácidos
nucleicos que codifican un antígeno que se fusiona a un péptido señal N-terminal para dirigir el direccionamiento del 20
antígeno descrito en la presente memoria al retículo endoplásmico de la célula que está infectada con el arenavirus. 
El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede sustituir por una fusión péptido
señal-antígeno que es al menos 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, o al menos 500 
aminoácidos de longitud. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede sustituir
por una secuencia de ácido nucleico que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% 25
idéntica a la SEQ ID NO:2. El marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del arenavirus se puede sustituir
por una secuencia de ácido nucleico que codifica para un aminoácido que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la SEQ ID NO:3.

6.3 Generación del arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano

En general, las partículas de arenavirus se pueden producir de forma recombinante mediante técnicas de genética 30
inversa estándar como se describen para LCMV (L. Flatz, A. Bergthaler, J. C. de la Torre and D. D. Pinschewer, Proc 
Natl Acad Sci USA 103:4663-4668, 2006; A. B. Sanchez and J. C. de la Torre, Virology 350:370, 2006; E. Ortiz-
Riano, B.Y. Cheng, J. C. de la Torre, L. Martínez-Sobrido. J Gen Virol. 2013 Jan 30. Epub ahead of print). Estas 
técnicas se pueden utilizar para generar arenavirus infecciosos deficientes en la replicación, sin embargo, el genoma 
del virus rescatado se modifica como se describe en la Sección 6.1. Estas modificaciones pueden ser: i) uno o más, 35
p. ej., dos, tres o cuatro, de los cuatro marcos de lectura abiertos del arenavirus (glucoproteína (GP); nucleoproteína 
(NP); la proteína matriz Z; laARN polimerasa L dependiente deARN ) se eliminan o se desactivan funcionalmente 
para evitar la formación de partículas infecciosas en células normales, no obstante todavía permiten la expresión 
génica en células huésped infectadas por el vector arenavirus; y ii) se pueden introducir ácidos nucleicos que 
codifican para antígenos micobacterianos. Los virus infecciosos deficientes en la replicación como se describe en la 40
presente memoria se pueden producir como se describe en la publicación de la Solicitud de Patente Internacional 
No. WO 2009/083210 (Numero de aplicacion PCT/EP2008/010994).

Una vez generados a partir de ADNc, los arenavirus infecciosos deficientes en la replicación se pueden multiplicar 
en las células complementarias. Las células complementarias son células que proporcionan la funcionalidad que se 
ha eliminado del arenavirus deficiente en la replicación mediante la modificación de su genoma (p. ej., si el marco de 45
lectura abierto que codifica la proteína GP se elimina o se inactiva funcionalmente, una célula complementaria 
proporciona la proteína GP).

Debido a la eliminación o inactivación funcional de uno o más de los genes virales en los vectores de arenavirus 
(aquí se tomará como un ejemplo la deleción de la glucoproteína, GP), los vectores de arenavirus se pueden 
generar y expandir en células que proporcionan en trans el(los) gen(es) viral(es) eliminado(s), p. ej., la GP en el 50
presente ejemplo. Dicha línea celular complementaria, en lo sucesivo denominada como células-C, se genera 
transfectando una línea celular de mamífero tal como BHK-21, HEK293, VERO u otra (aquí se tomará como un 
ejemplo BHK-21) con uno o más plásmido(s) para la expresión del (de los) gen(es) viral(es) de interés (plásmido de 
complementación, denominado como plásmido C). El(los) plásmido(s)-C expresa(n) el(los) gen(es) viral(es) 
eliminado(s) en el vector arenavirus que se generará bajo el control de uno o más casetes de expresión adecuados 55
para la expresión en células de mamífero. p. ej., un promotor de la polimerasa II de mamífero tal como el promotor 
alfa de CMV o de EF1 con una señal de poliadenilación. Además, el plásmido de complementación presenta un 
marcador de selección de mamíferos, p. ej., resistencia a la puromicina, bajo el control de un casete de expresión 
adecuado para la expresión génica en las células de mamífero, p. ej., el casete de expresión de polimerasa II como 
se indica anteriormente, o el(los) transcripto(s) del(de los) gen(es) viral(es) van seguidos por un sitio interno de 60
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entrada al ribosoma, tal como el del virus de la encefalomiocarditis, seguido por el marcador de resistencia a
mamíferos. Para la producción en E. coli, el plásmido presenta adicionalmente un marcador de selección bacteriana, 
tal como un casete de resistencia a ampicilina.

Las células que se utilizarán, p. ej.., BHK-21, HEK293, MC57G u otras, se mantienen en cultivo y se transfectan con 
el(los) plásmido(s) de complementación utilizando cualquiera de las estrategias utilizadas normalmente, tal como los 5
protocolos basados en fosfato de calcio, en liposomas o por electroporación. Unos pocos días después, el agente de 
selección adecuado, p. ej., puromicina, se añade en concentraciones tituladas. Los clones supervivientes se aíslan y 
se subclonan siguiendo los procedimientos estandares, y los clones de células-C de elevada expresión se identifican 
utilizando procedimientos de citometría de flujo o transferencia Western con anticuerpos dirigidos contra la(s)
proteína(s) viral(es) de interés. Como alternativa al uso de células-C transfectadas de forma estable, la transfección 10
transitoria de células normales puede complementar el(los) gen(es) viral(es) ausente(s) en cada uno de las etapas 
donde las células-C se utilizarán a continuación.

Los plásmidos necesarios son de dos tipos: i) Dos plásmidos, denominados como plásmidos-TF para expresar 
intracelularmente en las células-C los factores de transacción mínimos del arenavirus, se derivan de p. ej., las 
proteínas NP y L del LCMV en el presente ejemplo; y ii) Plásmidos, denominados como plásmidos-GS, para 15
expresar intracelularmente en las células-C los segmentos del genoma del vector arenavirus, p. ej., los segmentos 
con modificaciones diseñadas. Los plásmidos-TF expresan las proteínas NP y L del vector arenavirus respectivo de 
la descripción bajo control de un casete de expresión adecuado para la expresión de proteínas en células de 
mamífero, normalmente p. ej., un promotor de la polimerasa II de mamífero tal como el promotor alfa de CMV o EF1, 
cualquiera de ellos preferentemente en combinación con una señal de poliadenilación. Los plásmidos-GS expresan 20
los segmentos del genoma pequeño (S) y el grande (L) del vector. Normalmente, se pueden utilizar casetes de 
expresión conducidos por polimerasa I o casetes de expresión conducidos porARN polimerasa de bacteriófago T7 
(T7), este último preferentemente con una ribozima 3'-terminal para el procesamiento del transcrito primario para 
producir el extremo correcto. En el caso de utilizar un sistema basado en T7, la expresión de T7 en las células-C se
debe proporcionar o incluyendo en el proceso de recuperación un plásmido de expresión adicional, construido de 25
forma análoga a los plásmidos-TF, que proporcionan T7, o las células-C se construyen para expresar 
adicionalmente T7 de manera estable.

Para recuperar el vector arenavirus de la descripción, se consideran los siguientes procedimientos. Primer día: las 
células-C, normalmente 80% confluentes en placas de pocillos 6M, se transfectan con una mezcla de los dos 
plásmidos-TF más los dos plásmidos-GS. Para esto se puede explotar cualquiera de las estrategias normalmente 30
utilizadas, tal como los protocolos basados en fosfato de calcio, en liposomas o por electroporación.

3-5 días después: el sobrenadante de cultivo (preparación del vector arenavirus) se recolecta, se separa en 
alícuotas y se almacena a 4°C, -20°C o -80°C. dependiendo de cuánto tiempo se debe almacenar el vector 
arenavirus de la descripción antes de su uso. Luego, el título infeccioso de la preparación del vector arenavirus se 
evalúa mediante un ensayo de inmunofoco en células-C.35

Además, la descripción se refiere a la expresión de un antígeno micobacteriano en un cultivo celular en donde el 
cultivo celular está infectado con un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno 
micobacteriano. Cuando se utiliza para la expresión de un antígeno micobacteriano en células cultivadas, se 
consideran los dos procedimientos siguientes:

i) Se infecta el tipo de célula de interés con la preparación del vector arenavirus descrita en la presente memoria a40
una multiplicidad de infección (MOI) de uno o más, p. ej., dos, tres o cuatro, dando como resultado la producción del 
antígeno micobacteriano en todas las células ya poco después de la infección.

ii) Alternativamente, se puede utilizar una MOI más baja y se pueden seleccionar clones de células individuales por 
su nivel de expresión del antígeno micobacteriano conducido viralmente. Posteriormente, se pueden expandir los 
clones individuales infinitamente debido a la naturaleza no citolítica de los vectores de arenavirus. 45
Independientemente del enfoque, el antígeno micobacteriano se puede recoger (y purificar) posteriormente o del 
sobrenadante del cultivo o de las mismas células, dependiendo de las propiedades del antígeno micobacteriano 
producido. Sin embargo, la descripción no se limita a estas dos estrategias, y se pueden considerar otras formas de 
conducir la expresión del antígeno micobacteriano utilizando arenavirus infecciosos deficientes en la replicación 
como vectores.50

6.4 Ácidos nucleicos, sistemas de vectores y líneas celulares

En un aspecto de la descripción, se describe en la presente memoria una secuencia de ácido nucleico que codifica 
el segmento genómico grande (segmento L) de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación descrito en la 
presente memoria, en el cual un marco de lectura abierto del segmento genómico se elimina o se inactiva 
funcionalmente y el segmento genómico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno 55
micobacteriano.

En un aspecto de la descripción, se describe en la presente memoria una secuencia de ácido nucleico que codifica 
el segmento genómico corto (segmento S) de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación descrito en la 
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presente memoria, en el cual un marco de lectura abierto del segmento genómico se elimina o se inactiva 
funcionalmente y en donde el segmento genómico corto comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un 
antígeno micobacteriano. En otro aspecto de la descripción, se describe en la presente memoria una secuencia de 
ácido nucleico que codifica el segmento genómico corto (segmento S) de un arenavirus infeccioso deficiente en 
replicación descrito en la presente memoria en el cual el marco de lectura abierto del gen de la glucoproteína se 5
elimina o se inactiva funcionalmente y en donde el segmento genómico corto comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano.

También se describe en la presente memoria un ácido nucleico que codifica un segmento genómico de arenavirus 
que comprende una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99% , 
o 100% idéntica a la secuencia de SEQ ID NO:1. También se describe en la presente memoria un ácido nucleico 10
que codifica un segmento genómico de arenavirus que comprende (i) una secuencia de nucleótidos que es al menos 
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de nucleótidos 
1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11; y (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano. 
También se describe en la presente memoria un ácido nucleico que codifica un segmento genómico de arenavirus 
que comprende (i) una secuencia de nucleótidos que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 15
, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de nucleótidos 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11; y (ii) una 
secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano fusionado a un péptido señal que dirige el 
antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico.

También se describe en la presente memoria un ácido nucleico que codifica un segmento genómico de arenavirus 
que comprende (i) una secuencia de nucleótidos que codifica un producto de expresión cuya secuencia de 20
aminoácidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96 %, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la 
secuencia de aminoácidos codificada por 1639 a 3315 de la SEQ ID NO:11; y (ii) una secuencia de nucleótidos que 
codifica un producto de expresión cuya secuencia de aminoácidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 
96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoácidos codificada por 1639 a 3315 de la 
SEQ ID NO:11; y (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano fusionado a un péptido 25
señal que dirige el antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico.

También se describe en la presente memoria un ácido nucleico que codifica un segmento genómico de arenavirus 
que comprende (i) una secuencia de nucleótidos que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 
98%, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia de nucleótidos 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12; y (ii) una 
secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano. También se describe en la presente memoria un 30
ácido nucleico que codifica un segmento genómico de arenavirus que comprende (i) una secuencia de nucleótidos 
que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98 %, al menos 99% o 100% idéntica a la secuencia 
de nucleótidos 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12; y (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno 
micobacteriano fusionado a un péptido señal que dirige el antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico.

También se describe en la presente memoria un ácido nucleico que codifica un segmento genómico de arenavirus 35
que comprende (i) una secuencia de nucleótidos que codifica un producto de expresión cuya secuencia de 
aminoácidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96 %, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la 
secuencia de aminoácidos codificada por 1640 a 3316 de la SEQ ID NO:12; y (ii) una secuencia de nucleótidos que 
codifica un producto de expresión cuya secuencia de aminoácidos es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 
96%, 97%, 98%, al menos 99%, o 100% idéntica a la secuencia de aminoácidos codificada por 1640 a 3316 de la 40
SEQ ID NO:12; y (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano fusionado a un péptido 
señal que dirige el antígeno micobacteriano al retículo endoplásmico.

También se describe en la presente memoria un sistema de vectores que comprende uno o más vectores que 
codifican juntos el genoma de una partícula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicación descrita en la 
presente memoria. Específicamente, en la presente memoria se proporciona un sistema de vectores en donde el 45
uno o más vectores codifican dos segmentos genómicos de arenavirus, a saber, un segmento L y un segmento S, 
de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación descrito en la presente memoria. Tal sistema de vectores
puede codificar (en una o más moléculas de ADN separadas):

 Un segmento genómico S de arenavirus que se modifica de manera que una partícula de arenavirus que lleva
este segmento genómico S modificado no puede producir partículas de virus de la progenie infecciosa y un 50
segmento genómico L de arenavirus que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica (en paralelo o
en antiparalelo) un antígeno micobacteriano;

 Un segmento genómico L de arenavirus que se modifica de manera que una partícula de arenavirus que lleva
este segmento genómico L modificado no puede producir partículas de virus de la progenie infecciosa y un 
segmento genómico S de arenavirus que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica (en paralelo o 55
en antiparalelo) un antígeno micobacteriano;

 Un segmento genómico S de arenavirus que se modifica de manera que una partícula de arenavirus que lleva
este segmento genómico S modificado no puede producir partículas de virus de la progenie infecciosa y en 
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donde el segmento genómico S de arenavirus comprende una secuencia de nucleótidos que codifica (en 
paralelo o en antiparalelo) un antígeno micobacteriano y un segmento genómico L de arenavirus tipo salvaje; o

 Un segmento genómico L de arenavirus que se modifica de manera que una partícula de arenavirus que lleva
este segmento genómico L modificado no puede producir partículas de virus de la progenie infecciosa y en 
donde el segmento genómico L de arenavirus comprende una secuencia de nucleótidos que codifica (en 5
paralelo o en antiparalelo) un antígeno micobacteriano y un segmento genómico S de arenavirus tipo salvaje.

También se describe en la presente memoria una secuencia de ácido nucleico que codifica un segmento genómico 
de arenavirus (p. ej., LCMV) en el cual el marco de lectura abierto que codifica la GP del segmento genómico S se 
sustituye con una secuencia de nucleótidos que codifica:

 Un péptido señal fusionado a un antígeno micobacteriano para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o10

 Un péptido señal fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el 
direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 Un péptido señal fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un 
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, 
M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o15

 Un péptido señal fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al 
menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del 
gen esat-6 para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 Un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o 
un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis 20
Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un producto génico de un gen de la familia del 
gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto 
génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. 
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 25
o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un 
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al 
menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del gen para el direccionamiento al
retículo endoplásmico; o

 En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) un producto génico de un gen 30
de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de 
un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis 
Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 
aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el 
direccionamiento al retículo endoplásmico.35

También se describe en la presente memoria una célula en donde la célula comprende un ácido nucleico o un 
sistema de vectores descrito anteriormente en esta sección. Las líneas celulares derivadas de dichas células, los 
cultivos que comprenden dichas células y los métodos de cultivo de dichas células infectadas también se
proporcionan en la presente memoria.

6.5 Métodos de uso40

También se describen en la presente memoria métodos para tratar una infección en un sujeto administrando al 
sujeto un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano como se 
describe en la presente memoria. Por ejemplo, un método para tratar una infección descrita en la presente memoria
comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un arenavirus infeccioso deficiente en la 
replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo. 45
El sujeto puede ser un mamífero, un ratón, una rata, un animal domesticado, tal como, pero no se limita a, una vaca, 
un caballo, una oveja, un cerdo, una cabra, un gato, un perro, un hámster, un burro. En una realización específica, el 
sujeto es un humano.

También se describen en la presente memoria métodos para inducir una respuesta inmune contra una micobacteria 
en un sujeto que comprende administrar al sujeto un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa 50
un antígeno micobacteriano o una composición del mismo.

Los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo pueden tener, ser susceptibles a o 
estar en riesgo de una infección micobacteriana. Específicamente, los sujetos a quienes se administra un arenavirus 

E14709975
24-10-2019ES 2 751 423 T3

 



17

infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o 
una composición del mismo pueden estar infectados con, ser susceptibles a o estar en riesgo de una infección con
micobacterias. Más específicamente, los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la 
replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo 
pueden estar infectados con, ser susceptibles a o estar en riesgo de una infección con Mycobacterium tuberculosis.5

Los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno 
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo pueden padecer, ser susceptibles a o 
estar en riesgo de una infección con Mycobacterium tuberculosis en el sistema pulmonar, sistema nervioso central,
sistema linfático, sistema gastrointestinal o sistema circulatorio, entre otros. Específicamente, los sujetos a quienes 
se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación de la descripción que expresa un antígeno 10
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo pueden padecer, ser susceptibles a o 
estar en riesgo de una infección con Mycobacterium tuberculosis en uno o más órganos del cuerpo, que incluye,
pero no se limita a, el cerebro, riñones, huesos, médula ósea, útero, testículos o pulmones. Más específicamente, 
los sujetos a quienes se administra un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno 
micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo pueden padecer, ser susceptibles a o 15
estar en riesgo de una infección de tuberculosis pulmonar con Mycobacterium tuberculosis en los pulmones.

El arenavirus infeccioso deficiente en la replicación de la descripción que expresa un antígeno micobacteriano 
descrito en la presente memoria o una composición del mismo se puede administrar a un sujeto que padece de 
síntomas que incluyen, pero no se limitan a pérdida de peso inexplicable, cansancio, fatiga, falta de aliento, fiebre, 
sudores nocturnos, escalofríos y pérdida de apetito, tos persistente, tos con sangre o esputo, dolor en el pecho o 20
dolor al respirar o toser entre otros.

En otro aspecto de la descripción, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno 
micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composición del mismo se administra a un sujeto de 
cualquier grupo de edad que padece, es susceptible a o está en riesgo de una infección con Mycobacterium 
tuberculosis. En un aspecto específico de la realización de la descripción, un arenavirus infeccioso deficiente en la 25
replicación que expresa un antígeno micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composición 
del mismo se administra a un sujeto con un sistema inmune comprometido, un sujeto que padece desnutrición o 
diabetes, un sujeto que utiliza tabaco, un niño o un adulto joven que padece, es susceptible a o está en riesgo de
una infección con Mycobacterium tuberculosis. En un aspecto más específico de la descripción, un arenavirus 
infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano como se describe en la presente 30
memoria o una composición del mismo se administra a un sujeto con un sistema inmune comprometido debido a la 
infección por VIH, que padece, es susceptible a, o está en riesgo de una infección con Mycobacterium tuberculosis.
En otro aspecto más específico de la descripción, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa 
un antígeno micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composición del mismo se administra a 
un sujeto que es un niño de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 años de edad que padece, es 35
susceptible a o está en riesgo de una infección con Mycobacterium tuberculosis. Un arenavirus infeccioso deficiente 
en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del 
mismo se puede administrar a un sujeto que es un lactante que padece, es susceptible a o está en riesgo de una 
infección con Mycobacterium tuberculosis. Específicamente, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que 
expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo se puede 40
administrar a un sujeto que es un lactante de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 meses de edad que padece, es 
susceptible a o está en riesgo de una infección con Mycobacterium tuberculosis.

Un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente 
memoria o una composición del mismo se puede administrar a sujetos con un riesgo elevado de infección 
diseminada por Mycobacterium tuberculosis. Específicamente, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación 45
que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo se puede 
administrar a sujetos en período neonatal con sistema inmune neonatal inmaduro.

Un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano como se describe en 
la presente memoria o una composición del mismo se puede administrar a un sujeto que tiene una infección latente 
o 'dormida' con Mycobacterium tuberculosis. Específicamente, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación 50
que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una composición del mismo se puede 
administrar a un sujeto que tiene una infección latente o 'dormida' con Mycobacterium tuberculosis, lo cual no es 
contagioso, pero que todavía se puede convertir en TB más adelante en la vida.

La administración de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación de la descripción que expresa un antígeno 
micobacteriano como se describe en la presente memoria o una composición del mismo a sujetos confiere 55
inmunidad mediada por células (CMI) contra una infección con Mycobacterium tuberculosis. Sin estar limitado por la 
teoría, un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano como se 
describe en la presente memoria o una composición del mismo puede infectar y expresar antígenos de interés en las 
células presentadoras de antígeno (APC) del huésped (p. ej., macrófagos) por la presentación directa de antígenos 
en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I y II. Alternativamente, la administración de un arenavirus 60
infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o
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una composición del mismo a sujetos puede inducir respuestas plurifuncionales de células T CD4+ CD8+ 
específicas de Mtb que coproducen IFN-γ y TNF-α (el IFN-γ es producido por las células T CD4+ y CD8+ y el TNF-α 
es producido por las células T CD4+) de gran magnitud para tratar o prevenir una infección con Mycobacterium 
tuberculosis.

La administración de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación de la descripción que expresa un antígeno 5
micobacteriano o una composición del mismo puede reducir el riesgo de que un individuo desarrollará una infección 
con Mycobacterium tuberculosis en al menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 20%, al 
menos aproximadamente el 25%, al menos aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos 
aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 60%, al menos 
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90% o más, 10
comparado con el riesgo de desarrollar una infección con Mycobacterium tuberculosis en ausencia de dicho 
tratamiento.

Alternativamente, la administración de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación de la descripción que 
expresa un antígeno micobacteriano o una composición del mismo puede reducir los síntomas de una infección con 
Mycobacterium tuberculosis en al menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 20%, al menos 15
aproximadamente el 25%, al menos aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos 
aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 60%, al menos 
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90% o más, 
comparado con la manifestación de los síntomas de una infección con Mycobacterium tuberculosis en ausencia de 
dicho tratamiento.20

Alternativamente, la administración de un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa un antígeno 
micobacteriano o una composición del mismo en sujetos con un sistema inmune neonatal inmaduro puede inducir 
una respuesta de inmunidad mediada por células (CMI) contra una infección con Mycobacterium tuberculosis en al 
menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 20%, al menos aproximadamente el 25%, al menos 
aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente el 40%, al menos 25
aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 70%, al menos 
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90% o más, comparado con la respuesta de inmunidad 
mediada por células (CMI) contra una infección con Mycobacterium tuberculosis en ausencia de dicho tratamiento.

Los cambios en la función de respuesta de inmunidad mediada por células (CMI) contra una infección con 
Mycobacterium tuberculosis inducida administrando un arenavirus infeccioso deficiente en la replicación que expresa 30
un antígeno micobacteriano o una composición del mismo en sujetos se puede medir mediante cualquier ensayo 
conocido por el experto en la técnica, que incluye, pero no se limita a citometría de flujo (véase, p. ej., Perfetto S.P. 
et al., Nat Rev Immun. 2004; 4(8):648-55), ensayos de proliferación de linfocitos (véase, p. ej., Bonilla F.A. et al., Ann 
Allergy Asthma Immunol. 2008; 101:101-4; and Hicks M.J. et al., Am J Clin Pathol. 1983; 80:159-63), ensayos para 
medir la activación de linfocitos, que incluye la determinación de cambios en la expresión de marcadores de 35
superficie después de la activación de la medición de citocinas de linfocitos T (véase, p. ej., Caruso A. et al., 
Cytometry. 1997;27:71-6), ensayos ELISPOT (véase, p. ej., Czerkinsky C.C. et al., J Immunol Methods. 
1983;65:109-121; and Hutchings P.R. et al., J Immunol Methods. 1989;120:1-8) o ensayos de citotoxicidad de
células asesinas naturales (véase, p. ej., Bonilla F.A. et al., Ann Allergy Asthma Immunol. 2005 May; 94 (5 Suppl. 
1):S1-63).40

En otro aspecto de la descripción, en la presente memoria se describe un método de uso con un arenavirus 
infeccioso deficiente en la replicación (p. ej., LCMV) que expresa un antígeno micobacteriano como se describe en la 
presente memoria en el cual el marco de lectura abierto que codifica la GP del segmento genómico S se sustituye 
con una secuencia de nucleótidos que codifica:

 Un péptido señal fusionado a un antígeno micobacteriano para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o45

 Un péptido señal fusionado a una micolil transferasa de una micobacteria o un fragmento de la misma para el 
direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 Un péptido señal fusionado a la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un 
fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, 
M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o50

 Un péptido señal fusionado a un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al 
menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del 
gen esat-6 para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 Un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o 
un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis 55
Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un producto génico de un gen de la familia del 
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gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de un producto 
génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento al retículo endoplásmico; o

 En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) la M. tuberculosis Ag85A, M. 
tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 
o 250 aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C y (ii) un 5
producto génico de un gen de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al 
menos 100 aminoácidos de un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6 para el direccionamiento 
al retículo endoplásmico; o

 En el siguiente orden de N-terminal a C-terminal: un péptido señal fusionado a (i) un producto génico de un gen 
de la familia del gen esat-6, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, o al menos 100 aminoácidos de 10
un producto génico de un gen de la familia del gen esat-6; y (ii) la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis 
Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C, o un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200 o 250 
aminoácidos de la M. tuberculosis Ag85A, M. tuberculosis Ag85B, o M. tuberculosis Ag85C para el 
direccionamiento al retículo endoplásmico.

6.6 Composiciones, administración y dosificación15

También se describen en la presente memoria vacunas, composiciones inmunogénicas y composiciones 
farmacéuticas que comprenden un arenavirus modificado por ingeniería genética como se describe en la presente 
memoria. Dichas vacunas y composiciones farmacéuticas se pueden formular según procedimientos estandares en 
la técnica.

También se describen en la presente memoria composiciones que comprenden un arenavirus infeccioso deficiente 20
en la replicación descrito en la presente memoria. Dichas composiciones se pueden utilizar en métodos de 
tratamiento y prevención de enfermedades. Específicamente, las composiciones descritas en la presente memoria 
se pueden utilizar en el tratamiento de sujetos infectados con, o que son susceptibles a, una infección con 
Mycobacterium tuberculosis. Alternativamente, las composiciones inmunogénicas descritas en la presente memoria 
se pueden utilizar para inducir una respuesta inmune en un huésped a quien se administra la composición. Las 25
composiciones inmunogénicas descritas en la presente memoria se pueden utilizar como vacunas y, por 
consiguiente, se pueden formular como composiciones farmacéuticas. Específicamente, las composiciones 
inmunogénicas descritas en la presente memoria se pueden utilizar en la prevención de la infección de sujetos (p. 
ej., sujetos humanos) por Mycobacterium tuberculosis.

Las composiciones descritas en la presente memoria comprenden (p. ej., las composiciones inmunogénicas), se 30
pueden administrar en combinación con un adyuvante. El adyuvante para la administración en combinación con una 
composición descrita en la presente memoria se puede administrar antes, concomitantemente con o después de la 
administración de dicha composición. El término "adyuvante" se puede referir a un compuesto que cuando se 
administra junto con o como parte de una composición descrita en la presente memoria aumenta, mejora y/o 
refuerza la respuesta inmune a una partícula de arenavirus infeccioso deficiente en la replicación, pero cuando se 35
administra el compuesto solo no genera una respuesta inmune a la partícula de arenavirus infeccioso deficiente en 
la replicación. El adyuvante puede generar una respuesta inmune a la partícula de arenavirus infeccioso deficiente 
en la replicación y no producir una alergia u otra reacción adversa. Los adyuvantes pueden mejorar una respuesta 
inmune mediante varios mecanismos, que incluyen, p. ej., reclutamiento de linfocitos, estimulación de células B y/o 
T, y estimulación de macrófagos. Cuando una vacuna o composición inmunogénica de la invención comprende 40
adyuvantes o se administra junto con uno o más adyuvantes, los adyuvantes que se pueden utilizar incluyen, pero 
no se limitan a, adyuvantes de sales minerales o adyuvantes de gel de sales minerales, adyuvantes partículados, 
adyuvantes microparticulados, adyuvantes de la mucosa y adyuvantes inmunoestimuladores. Ejemplos de 
adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio (alumbre) (tales como hidróxido de aluminio, fosfato de 
aluminio y sulfato de aluminio), 3-de-O-acilado monofosforil lípido A (MPL).(véase GB 2220211), MF59 (Novartis), 45
AS03 (GlaxoSmithKline), AS04 (GlaxoSmithKline), polisorbato 80 (Tween 80; ICL Americas, Inc.), compuestos de 
imidazopiridina (véase la Solicitud Internacional Nº PCT/US2007/064857, publicada como Publicación Internacional 
Nº WO2007/109812), compuestos de imidazoquinoxalina (véase la Solicitud internacional Nº PCT/US2007/064858, 
publicada como Publicación Internacional Nº WO2007/109813) y saponinas, tal como QS21 (véase Kensil et al., in 
Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY, 1995); Pat. de 50
EE.UU. Nº 5,057,540) El adyuvante puede ser el adyuvante de Freund (completo o incompleto). Otros adyuvantes 
son las emulsiones de aceite en agua (tal como el escualeno o el aceite de cacahuete), opcionalmente en 
combinación con estimulantes inmunes, tal como el monofosforil lípido A (véase Stoute et al., N. Engl. J. Med. 336, 
86-91 (1997).

Las composiciones comprenden el LCMV infeccioso deficiente en la replicación descrito en la presente memoria solo 55
o, preferiblemente, junto con un vehículo farmacéuticamente aceptable. Se pueden utilizar suspensiones o 
dispersiones de arenavirus modificados por ingeniería genética, especialmente suspensiones o dispersiones 
acuosas isotónicas. Las composiciones farmacéuticas se pueden esterilizar y/o pueden constar de excipientes, p. 
ej., conservantes, estabilizadores, agentes humectantes y/o emulsionantes, solubilizantes, sales para regular la 
presión osmótica y/o tampones y se preparan de una manera conocida per se, por ejemplo, por medio de procesos 60
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convencionales de dispersión y suspensión. Dichas dispersiones o suspensiones pueden constar de agentes 
reguladores de la viscosidad. Las suspensiones o dispersiones se mantienen a temperaturas de alrededor de 2-4°C, 
o preferiblemente para un almacenamiento de mayor duración, se pueden congelar y descongelarse poco antes de 
su uso. Para la inyección, la vacuna o las preparaciones inmunogénicas se pueden formular en soluciones acuosas, 
preferiblemente en tampones fisiológicamente compatibles tales como la solución de Hanks, la solución de Ringer o 5
el tampón salino fisiológico. La solución puede contener agentes de formulación tales como agentes de suspensión, 
estabilizantes y/o dispersantes.

En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en la presente memoria constan adicionalmente de un 
conservante, p. ej., el derivado de mercurio timerosal. En una realización específica, las composiciones 
farmacéuticas descritas en la presente memoria constan de 0,001% a 0,01% de timerosal. En otras realizaciones, 10
las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria no constan de un conservante.

Las composiciones farmacéuticas constan de aproximadamente 103 a aproximadamente 1011 unidades formadoras 
de focos del LCMV modificado por ingeniería genética. Las formas de dosis unitarias para la administración 
parenteral son, por ejemplo, ampollas o viales, p. ej., viales que contienen de aproximadamente 103 a 1010 unidades
formadoras de focos o 105 a 1015 partículas físicas de LCMV modificadas por ingeniería genética.15

Una vacuna o composición inmunogénica proporcionada en la presente memoria se puede administrar a un sujeto, 
que incluye, pero no se limita a, por vía oral, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutánea, 
percutánea, intranasal e inhalación, y mediante escarificación (pinchando a través de las capas superiores de la piel, 
p. ej., utilizando una aguja bifurcada). Específicamente, se pueden utilizar rutas subcutáneas o intravenosas.

Para la administración por vía intranasal o por inhalación, la preparación para su uso según la presente invención se 20
puede administrar convenientemente en forma de una presentación en pulverizador de aerosol a partir de envases a 
presión o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado. p. ej., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, 
diclorotetrafluoroetano, dióxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol a presión, la unidad de 
dosificación se puede determinar proporcionando una válvula para administrar una cantidad medida. Se pueden 
formular cápsulas y cartuchos de, p. ej., gelatina para utilizar en un inhalador o insufladores que contiene una 25
mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidón.

La dosificación del ingrediente activo depende del tipo de vacuna y del sujeto, y su edad, peso, condición individual, 
los datos farmacocinéticos individuales y el modo de administración.

También se describen procesos y el uso de arenavirus modificados por ingeniería genética para la fabricación de 
vacunas en forma de preparaciones farmacéuticas, que constan de arenavirus modificados por ingeniería genética 30
como ingrediente activo. Las composiciones farmacéuticas se preparan de una manera conocida per se, por 
ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla y/o dispersión. 

6.7 Ensayos

(a) Ensayo de tinción de multímero de MHC-péptido para la detección de la proliferación de células T CD8+ 
específicas de antígeno35

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para ensayar respuestas de células T CD8+ 
específicas de antígeno. Por ejemplo, se puede utilizar el ensayo de tinción del tetrámero de MHC-péptido (véase, p. 
ej., Altman J.D. et al., Science. 1996; 274:94-96; and Murali-Krishna K. et al., Immunity. 1998; 8:177-187) 
Brevemente, el ensayo comprende los siguientes pasos, se utiliza un ensayo de tetrámero para detectar la presencia 
de células T específicas de antígeno. Para que una célula T detecte el péptido al que es específico, debe reconocer 40
tanto el péptido como el tetrámero de las moléculas de MHC hechas a medida para una célula T específica de 
antígeno (normalmente marcada con fluorescencia). El tetrámero se detecta después por citometría de flujo a través 
del marcador fluorescente.

(b) Ensayo ELISPOT para la detección de la proliferación de células T CD4+ específicas de antígeno

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para ensayar las respuestas de células T 45
CD4+ específicas de antígeno. Por ejemplo, se puede utilizar el ensayo ELISPOT (véase, p. ej., Czerkinsky C.C. et 
al., J Immunol Methods. 1983; 65:109-121; and Hutchings P.R. et al., J Immunol Methods. 1989; 120:1-8) 
Brevemente, el ensayo comprende las siguientes etapas: se reviste una placa inmunospot con un anticuerpo anti-
citoquina. Se incuban las células en la placa inmunospot. Las células secretan citocinas y luego se lavan. Después, 
las placas se revisten con un segundo anticuerpo anticitoquina biotinilado y se visualizan con un sistema avidin-50
HRP.

(c) Ensayo de citoquina intracelular para la detección de la funcionalidad de las respuestas de células T CD8+ y 
CD4+.

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para ensayar la funcionalidad de las 
respuestas de células T CD8+ y CD4+. Por ejemplo, se puede utilizar el ensayo de citocina intracelular combinado 55
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con citometría de flujo (véase, p. ej., Suni M.A. et al., J Immunol Methods. 1998; 212:89-98; Nomura L.E. et al., 
Cytometry. 2000; 40:60-68; and Ghanekar S.A. et al., Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology. 2001; 8:628-
63). Brevemente, el ensayo comprende las siguientes etapas: activación de las células a través de un péptido 
específico, se añade una inhibición del transporte de proteínas (p. ej., brefeldina A) para retener las citoquinas 
dentro de la célula. Después del lavado, se pueden añadir anticuerpos a otros marcadores celulares a las células. 5
Las células se fijan y se permeabilizan. Se añade el anticuerpo anti-citoquina y las células se pueden analizar
mediante citometría de flujo.

(d) Ensayo para medir la infectividad del vector arenavirus

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para medir la infectividad de una 
preparación de vector arenavirus. Por ejemplo, normalmente se utiliza para este propósito un ensayo de inmunofoco10
típico con células complementarias (células C) próximas. Las monocapas de células C, normalmente en placas de
pocillos 24M, 80% confluentes, se infectan con diluciones de 10 veces de la preparación del vector arenavirus 
durante 90 minutos. Posteriormente, la capa celular se sobrepone con medio de cultivo celular adecuado 
suplementado con metilcelulosa al 1%. Dos o tres días más tarde, dependiendo de la permisividad de la línea de 
células C utilizada, se elimina el sobrenadante del cultivo, se fija la capa celular, normalmente con etanol/acetona o 15
con formalina al 4%, seguido de permeabilización de la capa celular utilizando detergentes suaves. Posteriormente,
se identifican los focos de células infectadas con el vector arenavirus utilizando preparacion(es) de anticuerpos 
mono o policlonales contra una de las proteínas en el vector arenavirus a ensayar o contra el antígeno introducido. 
Se detecta el anticuerpo unido utilizando reactivos apropiados, tal como los anticuerpos anti-isotipo o anti-especies 
que se conjugan con un sistema para la visualización tal como la peroxidasa de rábano picante, seguido de una 20
reacción de color con cromógenos adecuados tal como la o-fenilendiamina. Se cuentan las manchas resultantes en 
la placa para calcular el número de unidades formadoras de foco infeccioso (FFU) por volumen de preparación del 
vector arenavirus (véase, p. ej., Flint, S.J.; Enquist, W., Racaniello, V.R. and Skalka, A.M. (2009). "Virological 
Methods". Principles of Virology. ASM Press. ISBN 1-55581-443-3).

(e) Ensayo para confirmar la deficiencia de replicación de vectores virales25

Cualquier ensayo conocido por el experto en la tecnica que determine la concentración de partículas de virus 
infecciosas competentes para la replicación también se puede utilizar como una medida de partículas virales 
deficientes en replicación en una muestra. Por ejemplo, normalmente se utilizan para este propósito un ensayo de 
inmunofoco típico con células no complementarias próximas. Las monocapas celulares no complementarias, 
normalmente en placas de pocillos 24M, 80% confluentes, se infectan con diluciones de 10 veces de la preparación 30
del vector arenavirus durante 90 minutos. Posteriormente, la capa celular se sobrepone con medio de cultivo celular 
adecuado suplementado con metilcelulosa al 1%. Dos o tres días más tarde, dependiendo de la permisividad de la 
línea no complementaria utilizada, se elimina el sobrenadante del cultivo, se fija la capa celular, normalmente con 
etanol/acetona o con formalina al 4%, seguido de permeabilización de la capa celular utilizando detergentes suaves. 
Posteriormente, se identifican los focos de células infectadas con el vector arenavirus utilizando preparacion(es) de 35
anticuerpos mono o policlonales contra una de las proteínas en el vector arenavirus a ensayar o contra el antígeno 
introducido. Se detecta el anticuerpo unido utilizando reactivos apropiados, tal como los anticuerpos anti-isotipo o 
anti-especies que se conjugan con un sistema para la visualización tal como la peroxidasa de rábano picante, 
seguido de una reacción de color con cromógenos adecuados tal como la o-fenilendiamina. Se cuentan las manchas 
resultantes en la placa para calcular el número de unidades formadoras de foco infeccioso (FFU) por volumen de 40
preparación del vector arenavirus (véase, p. ej., Flint, S.J.; Enquist, W., Racaniello, V.R. and Skalka, A.M. (2009). 
"Virological Methods". Principles of Virology. ASM Press. ISBN 1-55581-443-3).

Además, los ensayos basados en placa son el método estándar utilizado para determinar la concentración de virus 
en términos de unidades formadoras de placa (UFP) en una muestra de virus. Específicamente, se infecta una 
monocapa confluente de células huésped no complementarias con el virus a diluciones variables y se cubre con un 45
medio semisólido, tal como agar, para evitar que la infección del virus se propague indiscriminadamente. Se forma 
una placa viral cuando un virus se infecta y se replica con éxito en una célula dentro de la monocapa celular fijada
(véase, p. ej., Kaufmann, S.H.; Kabelitz, D. (2002). Methods in Microbiology Vol.32: Immunology of Infection. 
Academic Press. ISBN 0-12-521532-0). La formación de la placa puede tardar de 3 a 14 días, dependiendo del virus 
que se esté analizando. Las placas generalmente se cuentan a mano y los resultados, en combinación con el factor 50
de dilución utilizado para preparar la placa, se utilizan para calcular el número de unidades formadoras de placa por 
volumen de unidad de muestra (UFP/ml). El resultado de UFP/ml representa el número de partículas competentes 
para la replicación infecciosa dentro de la muestra. 

(f) Ensayo para la expresión del antígeno viral

Cualquier ensayo conocido por el experto en la técnica se puede utilizar para medir la expresión de antígenos 55
virales. Por ejemplo, el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) es una variación más moderna de un 
ensayo de proteínas que utiliza un anticuerpo específico ligado a una enzima para detectar la presencia de una 
cantidad desconocida de antígeno (es decir, virus) en una muestra. Se detecta el resultado de la unión antígeno-
anticuerpo y/o se cuantifica a través de la capacidad de la enzima para convertir un reactivo en una señal detectable 
que se puede utilizar para calcular la concentración del antígeno en la muestra (véase, p. ej., Kemeny, D.M.; 60
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Challacombe, S.J. (1988) and Other Solid Phase Immunoassays: Theoretical and Practical Aspects. John Wiley and 
Sons. ISBN 0-471-90982-3). La peroxidasa de rábano picante (HRP) es una enzima común utilizada en los 
esquemas ELISA debido a su capacidad para amplificar la señal y aumentar la sensibilidad del ensayo. Existen 
muchas variaciones o tipos de ensayos ELISA, pero generalmente se pueden clasificar como indirectos, 
competitivos, sandwich o inversos (p. ej., Kuby, J.; Kindt, T.J., Goldsby, R.A., Osborne, B.A. (2007). Kuby 5
Immunology 6th edition. W.H. Freeman and Company. ISBN 1-4292-0211-4). Los kits ELISA están disponibles 
comercialmente de numerosas compañías y la cuantificación generalmente ocurre a través de reporteros 
cromogénicos o de fluorescencia (p. ej., Invitrogen, Santa Cruz Biotechnology Inc.). Esta técnica es mucho menos 
laboriosa que los métodos tradicionales y puede tardar de 4 a 24 horas basada en el tiempo de incubación de 
anticuerpos.10

(g) Modelos animales

La seguridad, tolerancia y eficacia inmunogénica de las vacunas que comprenden un arenavirus infeccioso 
deficiente en la replicación que expresa un antígeno micobacteriano descrito en la presente memoria o una 
composición del mismo se puede ensayar en modelos animales. Los modelos animales que se pueden utilizar para 
ensayar la seguridad, tolerancia y eficacia inmunogénica de las vacunas y las composiciones de las mismas 15
utilizadas en la presente memoria pueden incluir ratones, cobayas, conejos y monos (véase, p. ej., Gupta U.D. and 
Katock V.M., Tuberculosis. 2005; 85: 277-293) Preferiblemente, los modelos animales que se pueden utilizar para 
ensayar la seguridad, tolerancia y eficacia inmunogénica de las vacunas y las composiciones de las mismas 
utilizadas en la presente memoria pueden incluir ratones.

7. Ejemplos20

Estos ejemplos demuestran que la tecnología de vectores basados en el virus de la coriomeningitis linfocítica 
deficiente en la replicación (rLCMV) se puede utilizar con éxito para desarrollar nuevas vacunas contra la infección 
por micobacterias con Mycobacterium tuberculosis incluyendo antígenos micobacterianos en el vector arenavirus, y 
que la administración de tales vacunas puede inducir respuestas plurifuncionales de células T CD4+ y CD8+ 
especificas de Mtb (coproductoras de IFN-γ y TNF-α) de gran magnitud para controlar la infección por 25
Mycobacterium tuberculosis.

7.1 Diseño del genoma del vector arenavirus

Se incluyeron Ag85B y TB10.4 (SEQ ID NOs.:4 y 5), que son ambos objetivos frecuentes de células T en pacientes 
humanos infectados con Mtb, en el rLCMV para crear el vector de vacuna. Siguiendo enfoques establecidos 
(Publicación de Solicitud de Patente de EE.UU. Nº US 2010/0297172 A1; and Flatz L. et al., Nat Med. 2010 March; 30
16(3): 339-345) se diseñó un vector de vacuna contra rLCMV que expresa un antígeno de fusión que consiste en los 
antígenos de Mtb, Ag85B y TB10.4 (rLCMV/Ag85B-TB10.4, Fig. 1). La redirección de Ag85B-TB10.4 por vía 
intracelular a un compartimento diferente, a saber, al retículo endoplásmico, mejora la inmunogenicidad de la 
vacuna. Para este propósito, se unió una secuencia señal N-terminal al gen Ag85B-TB10.4. La secuencia señal se 
tomó del activador de plasminógeno tisular (tPA) (SEQ ID NOs:6 y 7) y el marco de lectura abierto artificial resultante 35
se denominó tPA-Ag85B-TB10.4 (SEQ ID NO:2). También se generó el vector rLCMV correspondiente (rLCMV/tPA-
Ag85B-TB10.4) (SEQ ID NO: 1). Ambos vectores se produjeron y titularon según la metodología establecida 
(Publicación de Solicitud de Patente de EE. UU. No. US 2010/0297172 A1; and Flatz L. et al., Nat Med. 2010 March; 
16(3): 339-345).

7.2 Comparación de la inmunogenicidad y funcionalidad de los vectores de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 y 40
rLCMV/Ag85B-TB10.4 en ratones.

A continuación, se analizó y comparó la inmunogenicidad de rLCMV/Ag85B-TB10.4 y rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 en 
ratones (Fig. 2).

El día 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 2x105 UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 (grupo 1) o 
de rLCMV/Ag85B-TB10.4 (grupo 2) por vía intravenosa. Los ratones control no se inmunizaron (grupo 3). Se repitió 45
la misma inmunización el día 28. El día 27 (panel A) y el día 38 (panel B) se midieron células T CD8+ específicas de 
TB10.4 (IMYNYPAM) en sangre periférica mediante citometría de flujo utilizando MHC clase I dextramer. Las células 
que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la población total de CD8+ (X en los paneles A y B). El 
día 56 del experimento, los animales se sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a partir 
del bazo de los animales. Se estimularon estas células con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que 50
comprende la SEQ ID NO:10 y el péptido THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la 
SEQ ID NO:8 para determinar interferón-γ específico de antígeno (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) que 
coproducen las CD8+ (panel C), así como IFN-γ y TNF-α que coproducen las células T CD4+ (panel D), 
respectivamente. Para esto, se utilizaron técnicas de citometría de flujo y tinción de citocinas intracelulares estándar. 
Se expresan como un porcentaje las células que coproducen IFN-γ y TNF-α entre las células T CD8+ totales (Y en el 55
panel C) o entre las células T CD4+ totales (Z en el panel D). Los símbolos representan ratones individuales. Los 
ratones del grupo 1 y del grupo 2 fueron significativamente diferentes en todas las mediciones, según se determinó 
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utilizando el ensayo t de Student de dos colas no pareado (p=0,0226, p=0,0108, p=0,0044, p=0,0001 en los paneles 
A-D, respectivamente).

Después de una única inmunización intravenosa (cebado), ambos vectores indujeron respuestas de células T CD8+ 
específicas de Mtb de magnitud muy considerable (Fig. 2A). Estas respuestas se incrementaron de manera eficiente
cuando el mismo vector se volvió a administrar cuatro semanas después del cebado (refuerzo, Fig. 2B). Después del 5
cebado, así como después del refuerzo, rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 indujo respuestas significativamente más fuertes 
que rLCMV/Ag85B-TB10.4. Se investigó la funcionalidad de las respuestas de células T CD8+ y CD4+ después de la 
vacunación cebado-refuerzo. Ambos vectores indujeron respuestas plurifuncionales de células T CD8+ (Fig. 2C) y 
CD4+ (Fig. 2D) que coproducen IFN-γ y TNF-α de gran magnitud. En analogía a las diferencias en la fuerza de las 
respuestas de células T CD8+ totales específicas de Mtb (Fig. 2A, B), las respuestas plurifuncionales de células T 10
CD8+ y CD4+ a rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 fueron de una magnitud significativamente mayor que las producidas por 
rLCMV/Ag85B-TB10.4. Estos datos demostraron que una modificación del direccionamiento intracelular de Ag85B-
TB10.4 por medio de un péptido líder N-terminal tal como el uno de tPA puede aumentar las respuestas de células T 
CD8+ y CD4+.

7.3 Comparación de la inmunogenicidad del vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 administrado por vía 15
intravenosa o subcutánea

A continuación, se comparó la inmunogenicidad de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 cuando se administró por vía 
subcutánea a ratones con las respuestas producidas por la inmunización intravenosa con el mismo vector (Fig. 3).

El día 0 del experimento, se inmunizaron ratones C57BL/6 con 105 UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 o a través de
la vía intravenosa (grupo 1) o por vía subcutánea (grupo 2). Los ratones control no se inmunizaron (grupo 3). El día 20
11, los animales se sacrificaron y se prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de estos 
animales. Se midieron las células T CD8+ específicas deTB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID NO: 9)) por citometría de flujo 
utilizando MHC clase I dextramer. Las células que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la 
población total de CD8+ (X en los paneles A). Se estimularon también las células del bazo con el péptido 
QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el péptido THSWEYWGAQLNAMKGDLQS 25
derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar IFN-γ específico de antígeno que produce 
CD8+ (panel B), así como IFN-γ y TNF-α que coproducen células T CD4+ (panel C), respectivamente. Para esto, se 
utilizaron técnicas de citometría de flujo y tinción de citocinas intracelulares estándar. Se expresan como un 
porcentaje las células T CD8+ que producen IFN-γ específicas de epítopo dentro de las células T CD8+ totales (Y en 
el panel B), así como las células que coproducen IFN-γ y TNF-α entre las células T CD4+ totales (Z en el panel C). 30
Los símbolos representan ratones individuales.

Se evaluó la magnitud total de las respuestas de células T CD8 específicas de Mtb (Fig. 3A), así como la magnitud 
de las células plurifuncionales T CD8+ (Fig. 3B) y T CD4+ (Fig. 3C) específicas de Mtb. Estos análisis demostraron 
que rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 indujo respuestas de células plurifuncionales T CD8+ y CD4+ de alta frecuencia 
independientemente de la ruta de administración de la vacuna.35

7.4 Estudios de inmunización con el vector de vacuna rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 en ratones adultos y de 1 semana 
de edad.

Se examinó la capacidad de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 para inducir células T CD8+ y CD4+ específicas de Mtb en 
ratones de una semana de edad, y estas respuestas se compararon con las de animales adultos (Fig. 4).

El día 0 del experimento, se inmunizaron ratones adultos C57BL/6 (grupo 1) y de 1 semana de edad (grupo 2) con 40
105 UFP de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 a través de la via subcutánea. El día 10, los animales se sacrificaron y se 
prepararon suspensiones de células individuales a partir del bazo de estos animales. Se midieron las células T CD8+ 
específicas de TB10.4 (IMYNYPAM (SEQ ID NO:9)) por citometría de flujo utilizando MHC clase I dextramer. Las 
células que se unen a Dextramer se expresan como porcentaje de la población total de CD8+ (X en los paneles A) o 
como número total de células CD8+ que se unen a Dextramer en el bazo (Y en el panel B). Se estimularon también45
estas células del bazo con el péptido QIMYNYPAM derivado de TB10.4 que comprende la SEQ ID NO:10 y el 
péptido THSWEYWGAQLNAMKGDLQS derivado de Ag85B que comprende la SEQ ID NO:8 para determinar 
interferón-y (IFN-γ) específico de antígeno y factor de necrosis tumoral α (TNF-α) que coproducen las CD8+ (panel
C), así como IFN-γ y TNF-α que coproducen las células T CD4+ (panel D), respectivamente. Para esto, se utilizaron 
técnicas de citometría de flujo y tinción de citocinas intracelulares estándar. Se expresan como un porcentaje las 50
células que coproducen IFN-γ y TNF-α entre las células T CD8+ totales (Z en el panel C) o entre las células T CD4+ 
totales (XY en el panel D). Los símbolos representan ratones individuales.

La magnitud de las respuestas de células T CD8+ específicas de Mtb fue equivalente en ratones de una semana de 
edad y adultos. De manera importante no solo estaban en el mismo intervalo la proporción relativa de células T 
CD8+ específicas (Fig. 4A), sino también su número total (Fig. 4B). Las células CD8+ específicas de Mtb de ratones 55
de una semana de edad vacunados con rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 eran tan funcionales como las de ratones 
adultos, lo cual era evidente a partir de una capacidad equivalente para coproducir IFN-γ y TNF-α. Además, los
ratones de una semana de edad y los adultos aumentaron las respuestas plurifuncionales comparables de células T 
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CD4+ específicas de Mtb (Fig. 4D). Estos hallazgos demostraron la capacidad de rLCMV/tPA-Ag85B-TB10.4 para 
inducir respuestas plurifuncionales de células T CD8+ y CD4+ específicas de Mtb en individuos muy jóvenes y, por 
lo tanto, inmunológicamente aún inmaduros.

Listado de secuencias

<110> Université de Genève5

<120> Vacunas antimicobacterianas

<130> 103461PC
10

<140> Para ser asignado
<141>

<160> 13
15

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0

<210> 1
<211> 3104
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> rLCMV / tPA-Ag85B-TB10.4

25
<400> 1
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<210> 2
<211> 1224
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ADNc tPA-Ag85B-TB10.4

10
<400> 2

<210> 3
<211> 40715
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoácidos tPA-Ag85B-TB10.420

<400> 3
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<210> 4
<211> 1146
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ADNc Ag85B-TB10.4

10
<400> 4

E14709975
24-10-2019ES 2 751 423 T3

 



27

<210> 5
<211> 381
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoácidos Ag85B-TB10.4

10
<400> 5
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<210> 6
<211> 81
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> secuencia de ADNc de tPA

<400> 6

10

<210> 7
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> secuencia de aminoácidos tPA

<400> 720

<210> 8
<211> 20
<212> PRT25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de péptido antigénico

30
<400> 8

<210> 9
<211> 835
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de péptido antigénico40

<400> 9

<210> 1045
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> Secuencia de péptido antigénico

<400> 10

55
<210> 11
<211> 3376
<212> ADN
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<213> Virus de la coriomeningitis linfocítica

<220>
<223> segmento S del virus de la coriomeningitis linfocítica, secuencia completa

5
<400> 11

<210> 1210
<211> 3377
<212> ADN
<213> Virus de la coriomeningitis linfocítica

<220>15
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<223> segmento S del virus de la coriomeningitis linfocítica, secuencia completa

<400> 12

5

<210> 13
<211> 7229
<212> ADN
<213> Virus de la coriomeningitis linfocítica10

<220>
<223> Segmento L del virus de la coriomeningitis linfocítica, secuencia completa

<400> 1315
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REIVINDICACIONES

1. Una partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso como una 
vacuna en un método para tratar o prevenir una infección con M. tuberculosis en un lactante, en donde la partícula 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano, en donde el antígeno 
micobacteriano es una proteína de fusión entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteína de fusión comprende la 5
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:5, y en donde el antígeno micobacteriano se fusiona a un péptido señal 
de un activador de plasminógeno tisular.

2. La partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso de la 
reivindicación 1, en donde el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular es un péptido señal N-terminal.

3. La partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso de la 10
reivindicación 1, en donde el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular dirige el direccionamiento al 
retículo endoplásmico.

4. La partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso de la 
reivindicación 1, en donde el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO:7.15

5. La partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el péptido señal de un activador de plasminógeno tisular y la 
proteína de fusión comprenden la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:3.

6. La partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde un marco de lectura abierto del virus de la coriomeningitis 20
linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

7. La partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso de la 
reivindicación 6, en donde el marco de lectura abierto que codifica la glucoproteína del virus de la coriomeningitis 
linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

8. La partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica deficiente en la replicación para uso de una 25
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende un segmento genómico, en donde el segmento genómico 
comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1.

9. Una composición farmacéutica que comprende una partícula de virus infeccioso de la coriomeningitis linfocítica 
deficiente en la replicación y un vehículo farmacéuticamente inactivo para uso como una vacuna en un método para 
tratar o prevenir una infección con M. tuberculosis en un lactante, en donde la partícula comprende una secuencia 30
de nucleótidos que codifica un antígeno micobacteriano, en donde el antígeno micobacteriano es una proteína de 
fusión entre Ag85B y TB10.4, en donde la proteína de fusión comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO:5, y en donde el antígeno micobacteriano se fusiona a un péptido señal de un activador de plasminógeno tisular.

10. La composición farmacéutica para uso de la reivindicación 9, en donde el péptido señal de un activador de 
plasminógeno tisular es un péptido señal N-terminal.35

11. La composición farmacéutica para uso de la reivindicación 9, en donde el péptido señal de un activador de 
plasminógeno tisular dirige el direccionamiento al retículo endoplásmico.

12. La composición farmacéutica para uso de la reivindicación 9, en donde el péptido señal de un activador de 
plasminógeno tisular comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:7.

13. La composición farmacéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde el péptido 40
señal de un activador de plasminógeno tisular y la proteína de fusión comprenden la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO:3.

14. La composición farmacéutica para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en donde un marco 
de lectura abierto del virus de la coriomeningitis linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

15. La composición farmacéutica para uso de la reivindicación 14, en donde el marco de lectura abierto que codifica 45
la glucoproteína del virus de la coriomeningitis linfocítica se elimina o se inactiva funcionalmente.

16. La composición farmacéutica para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15 que comprende un 
segmento genómico, en donde el segmento genómico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO:1.
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