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(57) Resumo: PEPTIDEO SINTETICO PSLI379 E KIT PARA IMUNODIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA. A
presente invengdo descreve a producédo de um kit ELISA utilizando um novo antigeno, o peptideos (SEQ no. 1) PSLi379, para
imunodiagnostico de leishmanioses visceral canina (LVC), doenca causada pelo protozoario Leishmania infantum. Os métodos
de diagndstico sdo baseados na interacdo de tal peptideo com componentes de amostras biolégicas e posterior detecgéo da
resultante interacao. O kit de diagnéstico ELISA compreende o uso do peptideo e reagentes de detec¢do da reacao entre
peptideos e componentes da amostras biolégicas. A invengdo também se refere a composicdes imunoldgicas que contenham
peptideos como principio ativo. O peptideo sintético descrito na presente invengdo apresenta utilidade em quaisquer métodos, kit
de diagnostico e biosensores, usados para detectar a infecgdo e/ou a doenca, em cées, com maior sensibilidade e especificidade
para LVC, reduzindo resultados falsos positivos e falsos negativos. O produto reivindicado na presente invengéo ndo apresenta
toxicidade. Foram testados com soros caninos. A aplicacéo esta relacionada com a saide humana e veterinaria.
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PEPTIDEO SINTETICO PSLI379 E KIT PARA IMUNODIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Campo da invengao

[001]. A presente invencdo frata de novo anfigeno para
imunodiagndstico de leishmaniose visceral canina (LVC). A presente
invencdo reivindica a producdo do Kit diagndstico, com o uso do
peptideo PSLI379 como antigeno, sintetizado quimicamente a partir de
uma sequéncia palindrébmica (SEQ No. 1). O kit usard o método de
imunoensaio (ELISA), padronizado para esta invhcdo, na qual o
diagndstico para LVC apresenta maior sensibilidade e especificidade. O
anfigeno permite o aperfeicoamento da reatividade dos testes
diagndsticos soroldgicos. A presente patente se situa no campo

industrial.
Fundamentos da invengado

[002]. Leishmaniose € uma doenca tropical negligenciada, causada por
mais de 20 espécies de protozodrios pertencentes ao género
Leishmania Ross, 1903. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), estima-se que ocorra 1.2 milhdes de novos casos de
Leisnmaniose Cutdnea (LC), em 98 paises e, nos cinco continentes
(Alvar et al., 2012). J& a forma visceral (LV) afeta até 400.000 pessoas a
cada ano, em todo o mundo. A LV é endémica na india, Bangladesh,
Suddo do Sul, Suddo, Brasil e Efidpia, j& a LC estd distribuida na Asia
Ocidental, Mediterréneo e, América Latina (WHO 2010; Alvar et al.,,
2012). A LV em humanos tem alta letalidade na auséncia de
diagndstico precoce e fratamento adequado, com taxa de
mortalidade de até 10%. E a segunda maior infeccdo parasitdria

causadora de mortes no mundo, depois da Maldria (Mathers, Ezzati &
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Lopez 2007; Alvar et al., 2012). Para cdes, que sdo os reservatorios do
parasito, ndo existe estatisticas oficiais. Mas a taxa de prevaléncia é
varidvel de um pais a outro e de regido para regido podendo chegar a
20% (Thomaz Soccol et al, 2017). A LV é uma doenca cronica
progressiva, caracterizada como uma antropozoonose de grande
importdncia, pelo fato de cdes infectados possuirem intenso parasitismo
facilitaondo a contaminacdo dos vetores (Abranches & Silva Pereira
1991; Carvalho Neta et al., 2007). O reservatdrio, como um sistema
ecolégico no qual o parasito sobrevive, deve ser consistente,
equilibrado e ser considerado sempre em uma escala espaco-temporal
Unico (Ashford, 1997; Haydon et al., 1997). Com isso, os critérios utilizados
para definir uma espécie como reservatdrio sco complexos e é de dificil
distincdo entre hospedeiro primdrio e secunddrio. Atualmente, além dos
registros de infeccdo em animais silvestres, (roedores, marsupiais,
edentados e canideos silvestres) ocorre também infeccdes em animais
domeésticos (Canis familiaris, Equus caballus, Fellis catus domesticus)
por vdarias espécies de Leishmanias sp. (Ms-sinan, 2007). A urbanizacdo
da doenca facilitou a fransmissdo pois hd um grande numero de cdes
nos grandes centros urbanos o que facilita a manutencdo do complexo
parasitario (Feitosa et al., 2000; Carvalho Neta et al., 2007). Devido &
variedade de sinais clinicos, da doenca nestes animais, o diagndstico
clinico é dificil de ser realizado. Assim, os animais podem permanecer
assinfomaticos por toda a vida ou desenvolver sinais clinicos apds
periodos que variam de trés meses a alguns anos (lkeda-Garcia &
Marcondes, 2007), permanecendo parasitado e infectando vetores. O
método utilizado para prevencdo € o uso de inseticidas e vacinacdo
dos cdes (Solano-Gallego et al., 2009), todavia, ndo tem sido efetivo. Em
alguns paises o confrole da LVC é dado pela eutandsia dos cdes
soropositivos  (Dantas-Torres et al.,, 2012; Brasil, 2014), mas estudos

mostraram que essa medida ndo diminui o nUmero de casos do pais, e
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a populacdo ndo aceita esse tipo de método, por razdes éticas (Costa,
2011; Pereira-da-Silva et al., 2017). Atualmente no Brasil, para mitigar os
problemas éticos, foi autorizado o uso de medicamentos em cdes que

ndo sejam usados em humanos.

[003]. Para o diagndstico da LVC o Ministério da Saude (MS) considera o
método parasitolégico como padrdo ouro (Cota et al, 2012). No
entanto, o método € invasivo e necessita detectar a forma amastigota
por microscopia, o que leva a baixa sensibilidade. A cultura em meio
bifdsico ou liquido é altamente suscetivel d contaminacdo (Boelaert et
al., 2007; Goto & Lindoso, 2010; De Vries, Reedik & Schallig, 2015). A
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a qual detecta o
DNA do parasito apresenta sensibilidade variada dependendo da fase
que se encontra o ciclo, apesar da alta especificidade (Gomes et al.,
2017; Rampazzo et al., 2017). Testes soroldégicos como ensaios
imunoenzimdatico (ELISA), teste de imunofluorescéncia (IFAT), teste de
aglutinacdo direta, Western blot e testes imunocromatograficos
detectam anticorpos especificos presentes nas amostras de soro dos
pacientes. Mas apresentam  problemas de sensibiidade e
especificidade (Georgiadou, Makaritsis & Dalekos, 2015; Magalhdes et
al., 2017). Para o diagndstico da LV canina, foi implementada a Nota
Técnica Conjunta n® 01/2011-CGDT-CGLAB/DEVIT/SVS/MS, que prevé a
aplicacdo do teste TR DPP (Biomanguinhos) na triagem diagndstica, e
teste ELISA como diagndstico confirmatério (Brasil, 2011). O teste TRDPP
mostrou baixa sensibilidade, especificidade e, em algumas regides e
apresenta reacdo-cruzadas com outras doencas. Isso gera resultados
falsos-positivos levando animais erroneamente para eutandsia (Solano-
Gallego et al., 2009; Grimaldi et al., 2012).

[004]. Além da modulacdo negativa da resposta imune diretamente, as

espécies causadoras da LV possuem diversos mecanismos de evasdo
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do sistema imune do hospedeiro. Estudos tém mostrado que alteracdes
fisioldgicas teciduais e remodelacdes vasculares que sdo causadas pela
doenca também contribuem para replicacdo e persisténcia do parasito
no hospedeiro. Células inflamatdrias sdo recrutadas pelo sistema imune
quando as formas promastigotas sdo depositadas na derme do
hospedeiro vertebrado, levando a ativacdo do sistema imune
adaptativo (Liu & Uzonna, 2012). Apds serem reconhecidas, hd a
ativacdo de vias de sinalizacdo infracelular que sdo necessdrias para o
inicio das respostas inflamatdrias e controle da proliferacdo do parasito
pela resposta imune inata (McFarlane et al.,, 2008), e possuem papel
vital na producdo de citocinas proé-inflamatdrias que sdo fundamentais
para a imunidade do hospedeiro contra a doenca (Srivastava et al,
2012).

[005]. Para contextualizar o estado da arte desta invencdo inicialmente
a literatura foi consultada na base de dados Pubmed e, foram
encontrados 35 artigos para os termos: Leishmania* AND Kit diagnostico
AND serology. Dentre esses artigos, apenas trés (3) artigos estavam
relacionados a estudos de diferentes antigenos para diagndstico de LV
humana (LVH) e 2 para LVC, estes apresentando uma maior
sensibilidade e especificidade em relacdo aqos testes utilizados
atualmente. Pesquisando outro grupo de palavras: Leishmania* AND Kit
diagnodstico, encontramos 109 artigos, 11 deles faziam mencdo ao
assunto de interesse e apresentavam os objetivos semelhantes a
presente invengdo, porém, apresentavam baixos valores de
sensibilidade e especificidade, quando comparados com a presente
invencdo além do antigeno ser diferente. Para a busca de patentes foi
usada a plataforma INPI e resultou em 26 processos solicitando patentes
que incluem desenvolvimento de um kit ELISA para diagndstico de
leishmanioses. Destes, 16 apresentaram o mesmo objetivo, no qual

utilizavam uma variedade de peptideos sintéticos e, ao analisar os
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resultados obtidos e, comparar com a presente invengdo, nosso estudo
apresentou melhor sensibilidade e especificidade em comparacdo as
demais patentes, além de ndo apresentarem a mesma sequéncia de
aminodcidos do antigeno e, as demais invencdes ndo desenvolvem um
kit pronto para uso imediato. J& na busca na plataforma PATENT
INSPIRATION foram encontradas 429 patentes, sendo destas seis com os
mesmos objetivos. Porém, com sequéncias diferentes e com
sensibilidade e especificidade menores que a enconfrada por Nnosso
grupo. Na busca especifica por peptideo derivado de uma proteina
recombinante, foi enconfrado documento de patente que sugere o uso
de proteina recombinante no diagndstico de leishmanioses, solicitada
por Nnosso grupo BR102017022744-8. Todavia, a producdo dos peptideos
é realizada por via biolégica (o conjunto de sequéncias de nucleotideos
sdo expressas em Leishmania tarentolae como vetor de expressdo,
capaz de traduzir antigenos recombinantes semelhantes a peptideos de
L. braziliensis e/ou L. infantum) e ndo por sintese quimica, por Fmoc
(fluoreniimetiloxicarbonila), ufilizando-se, para tal, um protocolo de
sinfese de peptideos em fase solida (resina como suporte solido
insolUvel), que usa aminodcidos especiais para a sintese in vitro. Nossa
patente aborda a sintese quimica do antigeno com modificacdes e, de
um kit de imunodiagndstico ELISA pronto para uso para deteccdo da
LVC. Outro fator importante que difere da nossa reivindicagdo € que as
patentes incluem valores baixos de sensibilidade e especificidade, além
de terem usado baixo nUmero de amostras bioldgicas para a validagcdo
do teste diagndstico. Em geral, as técnicas soroldgicas sdo propostas
como diagndstico de rotina e mostram boa precisdo diagndstica na
maioria dos estudos (Rodriguez-Cortés et al., 2010). Diferentes métodos
imunoldgicos sdo empregados para o diagndstico das leishmanioses

Como:
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[004]. Teste de intradermorreagcdo de Montenegro, ou teste cutGneo de
Montenegro. Este € um teste desenvolvido por Montenegro em 1926
para diagnosticar a leishmaniose cuté@nea (LC) (Montenegro, 1926), e
tem sido o método mais utilizado nos paises endémicos. O teste é
baseado em uma resposta de hipersensibilidade tardia usando extrato
proteico total de L. amazonensis (cepa OMS-MHOM/BR73/PH8) no Brasil;
qgue é inoculada infradermicamente no antebraco do paciente com
suspeita da doenca, usado especialmente para leishmaniose na forma
cutdnea. A presenca de reacdes de enduracdo com diGmetro maior
que 5 mm em 48 horas & considerada positiva. Embora seja uma
técnica de baixo custo para diagndstico, outras infeccdes cutdneas
(esporotricose), alergia ao diluente ou reacdes cruzadas que podem
resultar em falsos positivos. Além disso, os testes podem dar negativo nos
primeiros meses da infeccdo, durante a fase de janela imunoldgica (de
Lima Barros, 2005; Schubach et al., 2005; World health organization,
2010).

[007]. Teste de aglutinagdo direta. O principio do teste de aglutinacdo
direta é a aglutinacdo do antigeno do parasito com anticorpos usando
beeds de Idtex que tenham sido previamente sensibilizadas com
anticorpos contra o antigeno de Leishmania. O teste de aglutinacdo
direta tem uma elevada precisdo diagndstica em algumas dAreas
geogrdficas. No entanto, os resulfados estdo sujeitos a pipetagem
multipla, um longo tempo de incubacdo e interpretacdo técnica
pessoal, 0 que pode infroduzir uma variacdo ou erro potencial (Adams
etal., 2012).

[008]. Teste de fluxo lateral em tira imunocromatogrdfica. O teste da tira
imunocromatogrdfica é baseado na impregnacdo de uma fira de
nitrocelulose com um antigeno especifico de Leishmania, e a sua

reacdo com anticorpos anti-Leishmania do soro do doente que produz
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uma mudanca de cor visivel. Foi desenvolvido por ser faciimente
realizado independentemente do nivel particular de especializacdo,
rdpido, barato e boa reprodutibilidade no campo (Chappuis et al.,
2006). Atualmente, os antigenos especificos de Leishmania para a tira
imunocromatogrdfica estdo em constante desenvolvimento, com
diferentes propostas de antigenos especificos incluindo rk39, rk28, rK1é6,
proteina de choque térmico 70 (hsp70), proteina de choque térmico 83
(hsp83), glicoproteina 63 (gpé3). e outros (Sundar & Rai, 2002; Mbui et al.,
2013; Mukhtar et al., 2015; Siripattanapipong et al., 2017). O antigeno de
Leishmania mais utilizado é o rK39, uma sequéncia de repeticdo de 39
aminodcidos que faz parte da proteina relacionada com a cinesina de
L. infantum. Muitos destes testes sdo restritos ao servico publico ou
exigem importacdo o que aumenta o custo para os médicos

veterindrios e consequentemente para os proprietdrios de animais.

[009]. Enzyme-lLinked ImmunoSorbent Assay (ELISA). O teste
imunoensaio € uma técnica em que um antigeno de Leishmania
(recombinante ou bruto) & imobilizado e se liga ao anticorpo especifico.
A reacdo pode ser detectada quando um segundo anticorpo dirigido
contra as imunoglobulinas da espécie e ligado a uma enzima é capaz
de gerar o produto detectdvel pela alteracdo da cor. A intensidade da
alteracdo da cor permite quantificar a concentracdo de anticorpos
anfi-Leishmania a partir do soro do doente. Os antfigenos usados neste
tipo de teste sdo semelhantes aos propostos para o teste
imunocromatografico em fita, como as proteinas relacionadas com a
cinesina (por exemplo, K9, rK26, rK39), as proteinas de choque térmico
(por exemplo, rHSP70) e outros (rlepp12, L. infantum PO ribosomal protein)
(Mohapatra et al.,, 2010; Srividya et al.,, 2012). Deve-se destacar a
importéncia da técnica ELISA, no conjunto de métodos imunoldgicos,
pois seria a técnica padrdo para estudos populacionais devido a sua

rapidez, baixo custo e facilidade de automatizacdo. Além disso, as
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leituras com esta técnica sdo em escala continua, com a qual € possivel
classificar em formato bindrio (infectado e ndo infectado) ou em mais
de duas

categorias, dependendo da abordagem. Com esta

versatiidade dos dados, € possivel analisar a partir de testes

diagndsticos ordinais ou continuos, mesmo sem aplicar um valor de
corte. Isto & importante porque a selecdo incorreta do valor de corte

pode distorcer severamente os resultados.

[010]. Na tabela 1 é apresentada a comparacdo entre os métodos

imunoldgicos

Tabela 1 Comparagdo entre métodos imunolégicos para diagnédsticos

de Leishmaniose

Método | Sensibilidade | Especificidade Limitagao Referéncias
Teste de 82.0-100.0% | 90 -100% NGo é Faber et al.,
Intradermor- quantitativo. 2003; Reis
reacéo O antigeno ndo et al.. 2008

foi padronizado
de Montenegro no mundo.

Necessita de

implementacado

de confrole de

qualidade (CQ).
Teste de 40.9 -85.6% | 76.7 —99.2% Disponibilidade Chappuis
aglutinacdo gngjr’l[ggr?o et al., 2006;
direta qualidade Boelaert et

2014

controlada.

A alta taxa de fals

negativos

em condicoes

especiais

(HIV co-infectado)

Ndo é quantitativg
Teste de fluxo | 74.5-99.5% |76.1-97.7% Variacdo regional| WORLD HEAL
Lateral fi significativa da ORGANIZATI

ateral em fira sensibilidade N,
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Imunocroma- e especificidade | 2011

togrdfica Resultado positivo

em individuos
sauddveis em
regides endémica

ELISA 88.0 -93% 77.0-90.0% Resposta soroldgic SARKARI et g
baixa em pacientq 2014; WOLF ¢
com LC/LMC al., 2014

Necessita do uso
de um padrdo.

[011]. O diagndstico da leishmaniose visceral canina é realizado a partir
de uma combinacdo de vdrios dados, tais como aspecto clinico do
animal, dados epidemioldgicos e, exames laboratoriais. Porém, devido
a falta de um teste diagndstico com alta especificidade e sensibilidade
para esta doenca, o desenvolvimento de um método com estas
especificacdes ainda precisa ser desenvolvido, devendo ser de facil uso

e baixo custo.

[012]. Nossa patente apresentou maior sensibilidade, especificidade,
acurdcia e numero de amostras utilizadas exigidos pelas normas
laboratoriais. Mesmo que haja inUmeras buscas para desenvolver
imunobiolégicos para testes de diagndsticos mais sensiveis e especificos
contra leishmanioses ainda sdo necessdrias melhorias na eficdcia destes
métodos de diagndstico da doenca, tanto nos hospedeiros envolvidos
no ciclo de vida do parasito quanto na fase na doenca, pois 0s
disponiveis no mercado para as leishmanioses possuem diversas
limitacdes. A auséncia de métodos de diagndstico efetivos, a eficiéncia
do fratamento e de qualquer iniciativa de blogqueio da transmissdo ou
vacinacdo compromete campanhas de controle da doenca (Ministério
da Saude. Doencas Infecciosas e Parasitdrias: guia de bolso. Brasilia.
2006).
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[013]. Assim, a presente invengdo trata da producdo de um kit ELISA
utilizando o peptideo sintético PSLi379 que pode ser produzido em
grande escala, tem reprodutibiidade e alta sensibilidade e
especificidade para diagnosticar leishmanioses em cdes (LVC), além do
baixo custo de producdo, ndo € tdxico nem invasivo para o paciente. A
vantagem da presente invencdo é ser um kit pronto para uso, utilizando
como anfigeno o peptideo sintético PSLi379, para diagnosticar

leishmanioses em cades,
Breve descricao dos desenhos

[014]. Figura 1: apresenta o grdfico da curva ROC e AUC obtidas no
teste Enzima-Imuno-Ensaio (ELISA) referentes & reatividade humoral das
amostras bioldgicas aqui usando soro de cdes proveniente de dreas
endémicas e ndo endémicas para Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
confra o peptideo PSLi379. O eixo X representa a sensibilidade dos
grupos avaliados e, o eixo Y representa o valor da especificidade.
Amostras de cdes ndo infectados (Controle negativo, n = 40) e, cdes
infectados por Leishmania infantum (Li, n = 40). Na técnica de ELISA
utilizou-se soros diluidos 1:200. Essa curva foi usada para determinar o
nivel de corte (cut off), entre soros reagentes e ndo reagentes (positivos

e negativos) que foi definida em absorbdancia igual ou inferior a 0.130

[015]. Figura 2 — Pesquisa de reatividade cruzada com outros agentes
patogénicos. Exemplo mostrado na figura 2 refere-se aos dados de soros
positivos para Toxoplasma gondii que se mostraram negativos frente ao

anfigeno.

[016]. Figura 3 - Apresenta o desenho da placa que serd produzida para
uso comercial e, seus componentes como uma placa de 96 pocos, 1
frasco de tampdo de lavagem 10x, 1 frasco de solucdo de bloqueio 1x,

1 frasco de tampdo de incubacdo 10x, 1 frasco de solucdo reveladora,
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1 frasco de solucdo de aparada (stop), 1 frasco com soro de controle
positivo, 1 frasco para soro confrole negativo e, 1 frasco contendo IgG-

peroxidase.
Descri¢do da invengao

[017]. Na presente invencdo um antigeno heterdlogo sintético
especifico para deteccdo de cdes portadores de LVC foi usado na
metodologia ELISA mostrando alta sensibilidade e especificidade. O
peptideo sintético PSLI379 estd contido no gene relativo d cinesina de L.
braziliensis, como descrito na patente “ANTIGENO RECOMBINANTE DE
Leishmania E SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS QUE A CODIFICA OU
QUE CODIFICA SEUS PEPTIDEOS, METODO PARA PRODUZIR OS
REFERIDOS ANTIGENOS, E USO DOS MESMOS". O peptideo foi
sintetizado quimicamente pela estratégia fluorenilmetiloxicarbonila
(Fmoc), utilizando-se, para tal, um protocolo de sintese de peptideos em
fase sélida (resina como suporte sélido insolUvel), que usa aminodcidos
especiais para a sintese in vitro (ver Alban et al., 2014). Esses
aminodcidos possuem o grupamento amina protegido pelo
grupamento Fmoc e séo acoplados a resina. O protocolo foi realizado
conforme descrito em MERRIFIELD (1965) usando o sintetfizador de
peptideos automatico MultiPep RS (Intavis Bioanalytical Instruments,
Nattermannallee, Alemanha). Esta técnica consiste em fixar o
aminodcido C-terminal do peptideo sobre um suporte sdlido insolUvel e
depois alongar a cadeia peptidica por adicdes sucessivas de residuos
da porcdo C-terminal para N-terminal. Estes aminodcidos possuem o
grupamento amina protegido pelo grupamento Fmoc, sua cadeia
lateral também estd protegida por um grupo protetor para evitar
reacdes indesejadas. Ciclos de acoplagem (de aminodcidos com seus
afivadores) e desprotecdo (remocdo do grupamento Fmoc pela

presenca de piperidina 20%) sdo readlizados até que todos o0s
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aminodcidos do peptideo estejam acoplados. Apds o término do Ultimo
ciclo, o peptideo j& sem o grupamento Fmoc do Ultimo aminodcido é
removido da resina por uma etapa chamada de clivagem. Nesta
etapa também se elimina os grupamentos protetores da cadeia lateral.
Em seguida esta solucdo é filtrada e precipitada com éter efilico gelado
obtendo-se assim o peptideo. Apds centrifugacdo o éter € eliminado
por evaporacdo. Em seguida o peptideo ¢é liofilizado, pesado, dissolvido
em dagua ultra-pura e armazenado a -20°C ou -80 °C em aliquotas na
concentracdo de 1 mg/mL. No kit o antigeno ird ja sensibilizado na
placa de ELISA para manter a estabilidade do reagente. O método
para imunodiagndstico de LVC pode ser selecionado do grupo
compreedendo ELISA, mas ndo se limitfando a estes e apresentar os
seguinfes passos:

a) ligacdo de anticorpos antileishmaniais de uma amostra clinica (soro,
ldgrima, urina, mas ndo se limitando a estes) ao peptideo(SEQ.no1-
isolado ou em formacdo de polimeros constituidos da repeticdo de uma
sequéncia peptidica podendo ser separadas por qualquer método de

separacdo, incluindo espacadores e linkers) ligados a um suporte sdlido.

b) contactar os anticorpos do passo (a) com um anticorpo secunddrio
ou uma proteina (proteina A ou G), conjugados a uma enzima ou a um
marcador e que se ligam aos anticorpos do passo (a); sendo que as
conjunto de enzimas que podem ser selecionada(s) do grupo
compreedendo peroxidase (mas ndo se limitando a esta) e, o marcador
pode ser selecionado do grupo compreendendo enzimas,

radioisdtopos, biotina, cromoéforos, fluoréforos e quimioluminescentes;
c) detectar os anticorpos antileishmaniais na amostra biolégica

supracitada pela deteccdo do anticorpo secunddrio ou proteina

especificamente ligadas ao dito anticorpo anti-leishmanial.
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[018]. O método ELISA pode ser readlizado utilizando-se amostras
bioldgicas de sangue, soro ou plasma do animal infectado ou outro

fluido bioldgico como saliva, mas ndo se limitando a estes,

[019]. A tecnologia compreende um Kit ELISA para teste
imunodiagndstico da LVC com o antigeno PSLi379 e, um anticorpo
secunddrio ou uma proteina (proteina A ou G), onde o anticorpo
secunddrio ou a proteina estd conjugado a uma enzima (peroxidase), e
um reagente para detectar a dita enzima ou marcador, mas ndo se
limitando a este sistema revelador. No Kit o peptideo sintético estard
ligado a um suporte sdlido, sendo que esse suporte sélido poderd ser de
nitfrocelulose, nylon, |atex, polipropileno e poliestreno, mas ndo se

limitando a estes.

[020]. Componentes do kit:

a) Tampdo de lavagem, o qual é composto de NaCl 0,9% + 0,05%
Tween20. O tampdo serd acondicionado em um frasco de 10 mL,
concentrado 10x, precisando ser diluido em dgua destilada, para ficar
na concentracdo 1x.

b) Tampdo de bloqueio composto de caseina a 2% em tampdo PBS
7.4. Este reagente serd enviado em um frasco de 20 mL, podendo ser
aliguotado e estocado a -20°C.

C) Tampdo de incubacdo composto de caseina a 0.2% em PBS 7.4.
Serd acondicionado em um frasco de 20 mlL, concenfrado 10x,
precisando ser diluido em PBS, para ficar na concentracdo de 1x e,
guardado em aliquotas no freezer -20°C.

d) O anticorpo secunddrio ou uma proteina (proteina A ou G), onde
o anficorpo secunddrio ou a proteina estd conjugado a uma enzima
(peroxidase). Este anticorpo serd acondicionado num frasco com 100
uL, no qual deverd ser usado na diluicdo de 1:7500 no tampdo de

incubacado.
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e) A solucdo reveladora, composta de dcido citrico 0,1 M, NazPOq4
0.2 M, OPD 2 mg e H207 0,1%, ird em um frasco de 15 mL.
f) A solucdo de parada (stop), € composta de H2SOs4 5M, na

proporcdo de 1:20, ird em um frasco de 20 mL.

[021]. A técnica ELISA foi escolhida na presente invencdo por ser menos
invasiva, de fdcil execucdo e automacdo, permitindo estudos e
aplicacdo em grande nUmero de amostras ou simplesmente no

diagndstico individual.

[022]. A presente invencdo pode ser melhor compreendida, mas de

modo ndo limitante, com os exemplos a seguir.

[023]. Exemplo - Validagdo do peptideo PSLi379 frente a soro de cdes

infectados com Leishmania

Ensaios ELISA foram realizados para validar e caracterizar a reatividade
do peptideo PSLi379, composto pela sequéncia XXXERLQDAKKRAAELGR,
frente a infeccdo por parasitos do género Leishmania. Foram testados
soros de cdes infectados com L. infantum. Os ensaios foram realizados
em placas de PVC flexivel de 96 pocos (Costar). Cada poco foi
sensibilizado com 0.031 ug de antigeno em coating buffer (Na2COs
0,16%, NaHCO3 0,29%, pH 9,6), e deixadas overnight a 4°C. A solucdo
inicial foi descartada e a placa lavada com solucdo de lavagem (NaCl
0.9%, Tween 20 a 0,05%) para remocdo do antigeno ndo fixado. Apds a
sensibilizacdo, a placa foi bloqueada com tampdo PBS 7,4 acrescidos
de 2% de caseina durante 60 minutos, a 37 °C. Apds o blogueio, toda a
solucdo dos pocos foi removida por aspiracdo. A seguir, 100 uL dos soros
diluidos 1:200 em PBS 7,4 com caseina 0,2% foram adicionados aos
pocos e incubados a 37°C por 60 minutos. As placas foram lavadas

quatro vezes com a solucdo de lavagem (PBS 7,4, 0,05% Tween20) e, em
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seguida, foi adicionado aos pocos 100 uL do anticorpo anti-lgG canino
diluido 1:200 em PBS 7,4-caseina 0.2%. Apds incubacdo a 37°C por 60
minutos, as placas foram novamente lavadas por quatro vezes com a
solucdo de lavagem, e 100 uL da solucdo reveladora, contendo dcido
citrico 0,1 M, Na2PO4 0,2 M, OPD 2 mg e H207 0,1 % foram adicionados.
As placas foram incubadas a temperatura ambiente (25-37°C) ao
abrigo de luz por 10 a 30 minutos com a solucdo reveladora, quando
entdo a reacdo foi inferrompida pela adicdo de 25 yL de HSO4 5M. A

absorbdncia resultante foi lida em leitor de microplaca a 492 nm.

[024]. O teste ELISA utlizando o antigeno aqui reivindicado PSLi379
(Figura 1) apresentou excelente desempenho na capacidade
simultdnea de detectar resultados positivos e negativos para cdes. O
ganho de sensibilidade obtido pelo teste ELISA usando o peptideo
sintético (PSLi379), é devido ao fato desta proteina apresentar
aminodcidos com alta imunogenicidade e ser palindrémico na proteina
nativa. Esta invencdo conseguiu sintetizar quimicamente uma pequena
regido antigénica com mdltiplas copias e usar numa concentracdo que
€ capaz de reconhecer os anticorpos em animais infectados com o
parasito. E importante evitar a manutencdo de cées infectados (LVC)
em dreas endemicas, bem como evitar a eutandsia desnecessaria de
animais por limitacdes na sensibilidade ou especificidade do teste
devido d infeccdo por outros microrganismos, resultando em resultados
falsos positivos, comumente observados em testes de diagndsticos que
ufilizam antigeno bruto do parasito ou Tr-DPP. Avaliando a AUC,
observou-se que o teste ELISA-PSLI379 apresentou drea de 0.992 para
cdes, indicando que praticamente ndo houve incidéncia de resultados
falsos positivos e falsos negativos. Portanto, esse antigeno é eficiente em

discriminar individuos doentes de sadios.
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[025]. Conforme descrito na Tabela 2, o resultado dos valores de
sensibilidade e especificidade foram respectivamente de 95,00 e 100%
para cdes. Em adicdo, o valor para o indice de Youden do teste ELISA-
usando o peptideo aqui em pauta foi de 0,950 para os soros de cdo. Ser
proxima de 1 indica menor proporcdo total de erros de classificacdo no
diagndstico, classificando como uma excelente opcdo para
diagndstico da LVC.

[026]. Tabela 2: Performance de diagndstico em amostras dos soros de

cdes portadores de LVC utilizando o peptideo PSLI379.

Teste Sensibilidade (%) Especificidade (%)

Caes LVC 95,00 100,00

[027]. Para verificar se o Kit ELISA apresentava reatividade cruzada, foi
testado o mesmo frente a soros de cdes infectados com Toxoplasma
gondii, para verificar a reatividade cruzada (Figura 2). Pode-se concluir
que 0s soros dos animais infectados ndo apresentaram reatividade

cruzada com o peptideo PSLi379.

[028]. A reacdo do teste ELISA- PSLi379 mostrou-se Util e eficiente em
identificar corretamente os cdes infectados e ndo infectados. Estes
dados permitem concluir pela validade das reacdes soroldgicas

utilizadas para o diagndstico da LVC.
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REIVINDICACOES

1. A metodologia ELISA caracterizada por compreender o peptideo
sintético PSLi379.

2. A metodologia ELISA caracterizada por compreender o0s
componentes do kit imunodiagndstico.

3. O kit imunodiagndstico ELISA caracterizado por compreender o
peptideo sintético PSLi379.

4, O kit imunodiagndstico caracterizado por compreender o
peptideo sintético PSLi379 para diagndstico da Leishmaniose
visceral canina.

5. O kit imunodiagndstico caracterizado por compreender:

Q) ligacdo de anticorpos anfileishmaniais de uma amostra a
um ou mais polipeptidios consistindo das sequéncias de
aminodcidos do PSLi379, ligados a um suporte sélido;

b) contactar os anticorpos do passo (a) com um anticorpo
secunddrio ou uma proteina, conjugados a uma enzima ou a um
marcador e que se ligam aos anticorpos do passo (a);

C) detectar os anficorpos antileishmaniais na amostra
supracitada pela deteccdo do anticorpo secunddrio ou proteina

especificamente ligados ao dito anticorpo anti-leishmanial.

6. Método para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de
acordo com a reivindicacdo 5, passo "a", caracterizado pelo
peptideo PSLiI379 poder ser modificada em suas extremidades,
podendo ser usado individualmente ou a formacdo de polimeros
constituidos da repeticdo de uma sequéncia peptidica podendo
ser separadas por qualguer método de separacdo, incluindo

espacadores e linkers.
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7. Método para teste Imunodiagnéstico das leishmanioses, de
acordo com a reivindicacdo 5, passo "a", caracterizado pelas
amostras serem selecionadas do grupo consistindo de sangue,
soro ou plasma, mas ndo se restringindo a estes.

8. Método para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de
acordo com a reivindicacdo 5, passo "b", caracterizado pela
proteina ser selecionada do grupo consistindo de proteina A ou
G.

9. Método para teste Imunodiagndstico das leishmanioses, de
acordo com a reivindicacdo 5, passo "b", caracterizado pela
enzima ser selecionada do grupo consistindo de peroxidase.

10. Método para teste Imunodiagndstico das leishmanioses, de
acordo com a reivindicacdo 5, passo "b", caracterizado pelo
marcador ser selecionado do grupo consistindo de enzimas,
radioisdtopos, bioting, cromoforos, fluoréforos e
guimioluminescentes.

11. Kit para teste imunodiagndstico das leishmanioses, caracterizado

por compreender:

a) Tampdo de lavagem, o qual € composto de NaCl 0,9% + 0,05%
Tween20. O tampdo serd acondicionado em um frasco de 10 mL,
concentrado 10x, precisando ser diluido em dgua destilada, para
ficar na concentracdo 1x;

b) Tampdo de bloqueio composto de caseina a 2% em tampdo PBS
7.4. Este reagente ird em um frasco de 20 mL, podendo ser
aliquotado e estocado a -20°C;

c) Tampdo de incubacdo composto de caseina a 0.2% em PBS 7.4.
Serd acondicionado em um frasco de 20 mL, concenfrado 10x,
precisando ser diluido em PBS, para ficar na concentracdo de 1x

e, guardado em aliquotas no freezer -20°C;
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d) O anticorpo secunddrio ou uma proteina (proteina A ou G), onde

f)

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

o anticorpo secunddrio ou a proteina estd conjugado a uma
enzima (peroxidase). Este anticorpo serd acondicionado num vial
com 100 pL, no qual deverd ser usado na diluicdo de 1:7500 no
tampdo de incubacdo;

A solucdo reveladora, composta de dcido citrico 0,1 M, Na2POq4
0.2 M, OPD 2 mg e H202 0,1%, ird em um frasco de 15 mL;

A solucdo de parada (stop), € composta de H2SOs4 5M, na

proporcdo de 1:20, ird em um frasco de 20 mL.

Kit para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de acordo
com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo peptideo sintético
estar ligado a um suporte sdélido.

Kit para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de acordo
com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo suporte sélido ser
selecionado do grupo de material consistindo de nitrocelulose,
nylon, Iatex, polipropileno e polistireno.

Kit para teste imunodiagnodstico das leishmanioses, de acordo
com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo buffer de lavagem
concentrado;

Kit para teste imunodiagnodstico das leishmanioses, de acordo
com a reivindicacdo 11, caracterizado pela solucdo de
blogueio;

Kit para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de acordo
com a reivindicacdo 11, caracterizado pela solucdo de
incubacdo concentrada;

Kit para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de acordo
com a reivindicacdo 11, caracterizado pela proteina ser
selecionada do grupo consistindo de proteina A ou G.

Kit para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de acordo

com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo dito marcador ser
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selecionado do grupo consistindo de enzimas, redioisdtopos,
biotina, cromoforos, fluordforos e quimioluminescentes.

19.  Kit para teste imunodiagndstico das leishmanioses, de acordo
com a reivindicacdo 11, caracterizado pela enzima ser

selecionada do grupo compreendendo peroxidase.
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DESENHOS

Figura 1
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Figura 2
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RESUMO

PEPTIDEO SINTETICO PSLI379 E KIT PARA IMUNODIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A presente invencdo descreve a producdo de um kit ELISA utilizando um
novo antigeno, o peptideos (SEQ no. 1) PSLi379, para imunodiagndstico
de leishmanioses visceral canina (LVC), doenca causada pelo
protozodrio Leishmania infantum. Os métodos de diagndstico sdo
baseados na interacdo de tal peptideo com componentes de amostras
bioldgicas e posterior deteccdo da resultante interacdo. O kit de
diagndstico ELISA compreende o uso do peptideo e reagentes de
deteccdo da reacdo entre peptideos e componentes da amostras
bioldgicas. A invencdo também se refere a composicoes imunoldgicas
gue contenham peptideos como principio ativo. O peptideo sintético
descritfo na presente invencdo apresenta ulilidade em quaisquer
métodos, kit de diagndstico e biosensores, usados para detectar a
infeccdo e/ou a doenca, em cdes, com maior sensibiidade e
especificidade para LVC, reduzindo resultados falsos positivos e falsos
negativos. O produto reivindicado na presente invencdo ndo apresenta
toxicidade. Foram testados com soros caninos. A aplicagcdo estd

relacionada com a salude humana e veterindria.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

2 7FOF 67 CC3FOF1B3

Campo 2

1D C2400B3533DEU%4S

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: Listagem de sequéncia.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 16/04/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 16:07:46
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 27FOF67CC3FOF1B3
- Campo 2: 1DC2400B3533DE45
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