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KIT E METODO ELISA PARA IMUNODIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL E CUTANEA HUMANA E LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
UTILIZANDO NOVO ANTIGENO PEPTIDEO SINTETICO PSLI409

Campo da invengao

[001] A presente invencdo trata de um kit e um método que
contemplam o uso de novo antigeno para imunodiagndstico de
leishmaniose visceral humana (LVH), leishmaniose cutdnea humana
(LCH) e leishmaniose visceral canina (LVC), decorrente da 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” - BR102017022744-8. A presente invencdo reivindica um
método baseado em ELISA padronizado para o antfigeno PSLi409,
produzido por sintese quimica, e reivindica fambém o kit diagndstico a
ser utilizado neste método, os quais apresentam maior sensibilidade e
especificidade para leishmaniose, e cujo anfigeno permite o

aperfeicoamento da reatividade dos testes diagndsticos soroldgicos.
Fundamentos da inveng¢ao e estado da técnica

[002] De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-
se que ocorram anualmente 1,2 milhdes de novos casos de leishmaniose
cut@nea (LC), em 98 paises e nos cinco continentes, enquanto que a
forma visceral (LV) afeta até 400.000 pessoas a cada ano (Alvar, J.,
Velez, 1.D., Bern, C., Herrero, M., Desjeux, P., Cano, J., Jannin, J., den
Boer, M., WHO leishmaniasis Control Team. Leishmaniasis worldwide and
global estimates of its incidence. PLoS One. 7(5):e35671, 2012). Esta
Ultima forma clinica tem alta letalidade na auséncia de diagndstico
precoce e tfratamento adequado, com taxa de mortalidade de 10%. A
LV é endémica na India, Bangladesh, Suddo do Sul, Suddo, Etiépia e
Brasil. J& a LC estd distribuida na Asia Ocidental, Mediterraneo e

Ameérica Latina (World Health Organization. Control of the leishmaniases.
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World Health Organ Tech Rep Ser. 949:1-186, 2010; Alvar, J., Velez, 1.D.,
Bern, C., Herrero, M., Desjeux, P., Cano, J., Jannin, J., den Boer, M., WHO
leishmaniasis Control Team. Leishmaniasis worldwide and global
estimates of its incidence. PLoS One. 7(5):e35671, 2012).

[003] O diagndstico das leishnmanioses € realizado a partir de uma
combinacdo de vdarios dados, tais como aspecto clinico ou sinais
clinicos em cdes, dados epidemioldgicos e exames laboratoriais. Nos
métodos laboratoriais as técnicas indiretas sGo as mais usadas por sua
facilidade. Porém, novos antigenos precisam ser desenvolvidos visando
sua reprodutibilidade, os quais devem ser de facil uso e baixo custo. Os
anfigenos recombinantes no diagndstico das leishmanioses tém sido
preferencialmente usados em substituicGo a lisados totais do parasito.
Essas novas metodologias possuem maior reprodutibilidade dos
resultados, maior rapidez no processo de producdo e eliminacdo de
etapas que envolvem a manutencdo e processamento de parasitos
vivos (Frasch, A.C., Cazzulo, J.J., Aslund, L., Pettersson, U. Comparison of
genes encoding Trypanosoma cruzi antigens. Parasitol. Today. 7(6):148-
151, 1991; da Silveira, J.F., Umezawa, E.S., Luquetti, A.O. Chagas disease:
recombinant Trypanosoma cruzi antigens for serological diagnosis.
Trends Parasitol. 17(6):286-291, 2001; Meira, W.S., Galvdo, L.M., Gontijo,
E.D., Machado-Coelho, G.L., Norris, K.A., Chiari, E. Trypanosoma cruzi
complement regulatory protein: a novel antigen for use in enzyme-linked
immunosorbent assay for diagnosis of Chagas disease. J. Clin. Microbiol.
40(10):3735-3740, 2002; Ferndndez-Robledo, J.A. & Vasta, G.R.
Production of recombinant proteins from protozoan parasites. Trends in
Parasitology. 26(5):244-254, 2010; Barizon, L.M.S., Carvalho, J., Bates, M.D.,
Petterle, R.R., Thomaz-Soccol, V., Bates, P.A. Production of a kinesin-
related recombinant protein (Lbk39) from Leishmania  braziliensis by
Leishmania tarentolae promastigotes and its application in  the
serodiagnosis of leishmaniasis. One Health. 8:100111, 2019). No entanto,

a proteina inteira muitas vezes ndo & desejavel, e se epitopos
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antfigénicos destas proteinas forem identificados, um antigeno com
maior especificidade pode ser sintetizado quimicamente, isoladamente
ou em forma de polimeros constituidos de repeticdoes da mesma
sequéncia peptidica, podendo ser separadas por qualguer método de

separacdo, incluindo espacadores e linkers.

[004] Apesar dos avancos obtidos nos Ultimos anos, os métodos de
diagndstico disponiveis no mercado para as leishmanioses possuem
diversas limitacdes. Para contextualizar o estado da arte que levou ao
desenvolvimento desta invencdo, inicialmente, a literatura foi
consultada na base de dados Pubmed e os documentos de patente
foram pesquisados nas bases PATENT INSPIRATION e INPI.

[005] No Pubmed foram encontrados 35 artigos para os termos:
Leishmania* AND diagnoses kit AND serology. Dentre esses artigos,
apenas trés estavam relacionados a estudos de diferentes antigenos
para diagndstico de LV humana (LVH) e dois para LV canina (LVC),
esses apresentando maior sensibilidade e especificidade em relacdo
aos testes utilizados atualmente. Pesquisando outro grupo de palavras:
Leishmania* AND diagnoses kit, foram encontrados 109 artigos, 11 deles
fazam mencdo ao assunto de interesse e apresentavam objetivos
semelhantes aos da presente invengao. Todavia, apresentavam baixos
valores de sensibilidade e especificidade, quando comparados com a
presente invengdo, utilizando antigenos diferentes do antigeno aqui

reivindicado.

[006] Para a busca de patentes, na primeira etapa foi usada a
plataforma INPI e foram localizados 26 processos solicitando patentes
qgue incluem desenvolvimento de kit ELISA para diagndstico de
leishmanioses. Desses, 16 apresentavam o mesmo objetivo e utilizavam
uma variedade de peptideos sintéticos, porém com sequéncias
diferentes em relacdo & do antigeno da presente invengdo. Ao analisar

os resultados obtidos, verificou-se a necessidade do desenvolvimento
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de um kit e de um método com melhor sensibilidade e especificidade, e

também de um kit pronto para uso imediato.

[007] J& na busca na plataforma PATENT INSPIRATION foram
encontrados 429 documentos de patente, dentre as quais seis com os
mesmos objetivos, porém ndo apresentando a mesma sequéncia do
peptideo aqui reivindicado. Da mesma forma, verificou-se a
necessidade do desenvolvimento de um kit e um método com maior

sensibilidade e especificidade.

[008] Na busca especifica por peptideo derivado de uma proteina
recombinante, foi encontrado um documento de patente que sugere o
uso de proteina recombinante no diagndstico de leishmanioses. Nesse
documento (BR102017022744-8) € descrito o uso de uma proteina que
resulta de um conjunto de sequéncias de nucleotideos expressas em
Leishmania tarentolae como vetor de expressdo, capaz de traduzir
antfigenos recombinantes semelhantes a peptideos de Leishmania
braziliensis e/ou Leishmania infantum. Esse documento de patente foi
depositado por nosso grupo para diagndstico da infeccdo e/ou
construcdo de agentes imunizadores contra leishmaniose. O
documento de patente BR102017022744-8 reivindica a producdo das
sequéncias por clonagem em L. tarantolae e ndo sintetizadas
qguimicamente pela estratégia Fmoc (fluoreniimetiloxicarbonila). Esta
invengdo contempla um método que utiliza antigeno sintetizado
guimicamente com modificacdes de aminodcidos e um kit
imunodiagndstico pronto para uso para deteccdo da LVH, LVC e LCH.
Em geral, os documentos de patente encontrados no estado da
técnica descrevem métodos e kits com valores baixos de sensibilidade e
especificidade, além de ter sido utilizado baixo nUmero de amostras

bioldgicas para a validagdo dos testes.
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Descrigcdo da abordagem do problema técnico

[009] Mesmo que haja inUmeras iniciativas para desenvolver
imunobiolégicos para testes de diagndsticos mais sensiveis e especificos
contra leishmanioses, ainda sdo necessdrias melhorias na eficacia
destes métodos tanto nos hospedeiros envolvidos no ciclo de vida do
parasito quanto na fase da doenca. Assim, a presente invengdo
apresenta uma alternativa para solucionar este problema, por meio de
um kit e um método de baixo custo, ndo téxicos e ndo invasivos para o

paciente.

[0010] A presente invengdo descreve um kit pronto para uso, utilizando
como novo antigeno sintético PSLi409, para diagnosticar leisnmanioses
em cdes ou em humanos. Este kit contém reagentes concentrados, o
que facilita a logistica de transporte, o armazenamento, e tem os
peptideos imobilizados em suporte sélido, o que garante a estabilidade
e a praticidade do método. A técnica ELISA foi escolhida na presente
invengdo por ser menos invasiva, de fdcil execucdo e automacdo,
permitindo estudos e aplicacdo em grande niUmero de amostras ou

simplesmente no diagndstico individual.

[0011] Esta invengdo apresentou maior sensibilidade, especificidade,
acurdcia, evitando falsos positivos e falsos negativos. Além  disso,
nUmero de amostras utilizadas para validacdo em relacdo ao estado
da técnica foi maior assegurando os resultados do teste. Também por
meio desta invengdo é possivel diagnosticar portadores sinftomdaticos e
assinfomdaticos. O ganho de sensibilidade obtido pelo teste ELISA-
peptideo PSLi409 desta invengdo ¢ devido ao fato desta proteina
apresentar sequéncia de aminodcidos palindrébmicos que gera alta
imunogenicidade e consequentemente permite a deteccdo de

anticorpos contra o parasito.

Descri¢cdo detalhada da invengao
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[0012] Na presente invengdo foi utilizado um antigeno heterélogo
sintético no teste imunoensaio (ELISA), para deteccdo de individuos
portadores de leishmanioses visceral (LV) e cut@nea (LC). O peptideo
sintético PSLi409 foi produzido a partir de uma sequéncia da proteina
recombinante sintética gerada a partir de um gene relativo a cinesina
de L. brazliensis, como descrito na patente BR102017022744-8
“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".

[0013] Esta invengdo reivindica um kit ELISA para imunodiagndstico da
leishmaniose visceral e cutGnea humana e leishmaniose visceral canina
utilizando novo antfigeno peptideo sintético PSLI409, caracterizado por
compreender o peptideo sintético PSLi409 como antigeno, tampdo de
lavagem, tampdo de bloqueio, tampdo de incubacdo, anticorpo
secunddrio ou proteina conjugado(a) a uma enzima ou marcador,

solucdo reveladora e solucdo de parada.

[0014] O peptideo sintético PSLi409 estd ligado a um suporte sélido, o
qual pode ser, mais especificamente, nitrocelulose, nylon, |atex,

polipropileno ou poliestireno.

[0015] O tampdo de lavagem deve ser concentrado entre 8 e 12x, e é
composto de NaCl em concentracdo entfre 7,2 e 10,8% (m/v) + Tween
20 em concentracdo entfre 0,4 e 0,6% (m/v), acondicionado em frasco
de 10 mL.

[0016] O tampdo de blogueio € composto de caseina a 2% (m/v) em

tampdo PBS pH 7,4, acondicionado em frasco de 20 mL.

[0017] O tampdo de incubacdo deve ser concentrado entre 8 e 12x, e é
composto de caseina em concentracdo entre 1,6 e 2,4% (m/v) em

tampdo PBS pH 7,4, acondicionado em frasco de 20 mL.
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[0018] O anticorpo secunddrio ou a proteina (A ou G) estd
conjugado(a) a uma enzima ou marcador, acondicionado(a) em vial
de 0,600 mL com 150 uL. Essa enzima pode ser, mais especificamente,
uma peroxidase, e o marcador pode ser um radioisdtopo, a biotina, um

cromoforo, um fluoréforo ou uma substé@ncia quimioluminescente.

[0019] A solucdo reveladora é composta de dacido citrico 0,1 M, Na2POy4

0,2 M, OPD 2 mg para e H2020,1%, acondicionada em frasco de 15 mL.

[0020] A solucdo de parada (stop) €& composta de HSOs 5M

acondicionada em frasco de 20 mL.

[0021] A presente invengdo contempla ainda um meétodo ELISA para
imunodiagndstico da  leishmaniose visceral e cut@nea humana e
leishmaniose visceral canina utilizando novo antigeno peptideo sintético
PSLI409, o qual emprega o kit descrito anteriormente, caracterizado por

compreender as seguintes etapas:

Q) ligacdo de anticorpos antileishmaniais de uma amostra de
fluido biolégico como sangue, soro, plasma, saliva, urina ou ldgrima, a
um ou mais polipeptideos consistindo das sequéncias de aminodcidos

do PSLi409, ligadas a um suporte sélido.

b) contato dos anticorpos do passo (a) com um anticorpo
secunddrio ou uma proteina, conjugado(a) a uma enzima ou a um

marcador e que se ligam aos anticorpos do passo ().

C) deteccdo dos anticorpos anti-leishmaniais na amostra
supracitada pela deteccdo do anticorpo secunddrio ou proteina

especificamente ligados ao dito anticorpo anti-leishmanial.

[0022] A etapa (a) é realizada mediante o uso do peptideo PSLi409 em
sua forma original, com modificacdo em suas extremidades ou na

forma de polimeros constituidos de repeticdoes de uma sequéncia
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peptidica, podendo ser separadas por qualquer método, incluindo

espacadores e linkers.

[0023] As etapas (a) e (b) sdo realizadas mediante a diluicGdo do
tampdo de lavagem para a concentragcdo de 1x, com agua destilada,
e do tampdo de incubacdo para a concentracdo de 1x, com tampdo
PBS.

[0024] A etapa (b) é realizada mediante a diluicdo do anticorpo
secunddrio ou proteina na proporcdo de 1:7500 no tampdo de

incubacado.

[0025] A etapa (c) € redlizada mediante a dilvicdo da solugcdo de

parada na proporcdo de 1:20 na reacdo.

[0026] Para a validacdo do kit e método da presente invengdo, foram
testados soros de cdes e de humanos infectados com L. infantum frente
ao antigeno reivindicado e de Leishmania braziliensis (No exemplo 1 é
mostrado a validacdo para soro de cdes, mas o teste foi realizado para

humanos com LV e LC).

[0027] O ganho de sensibilidade obtido pelo teste ELISA-peptideo
PSLi409 da presente invengdo ¢ devido ao fato desta proteina
apresentar sequéncia de aminodcidos palindrémicos que gera alta
imunogenicidade e consequentemente permite a deteccdo de
antficorpos contra o parasito. O diagndstico preciso € importante para
prevenir a manutencdo de cdes infectados (LVC) em dreas endémicas,
o0 que ndo reduziria a pressdo parasitdria. Também é importante para
evitar a eutandsia desnecessdria de animais por limitacdes na
especificidade do teste devido d infeccdo por outros micro-organismos,
resultando em resultados falsos positivos, comumente observados em

testes de diagndsticos que utilizam antigeno bruto do parasito ou Tr-DPP.
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Exemplo 1- Validagdo do peptideo PSLi409 frente a soro de cdes
infectados com Leishmania infanftum e humanos contra L. infantum e L.

braziliensis

[0028] Ensaios ELISA foram realizados para validar e caracterizar a
reatividade do peptideo PSLi409 frente & infeccdo por parasitos do
género Leishmania. 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 (Na2CO3 0,16%, NaHCO3 0,29%, pH 9,6),
e deixadas overnight a 4°C. Apds 12 horas de incubacdo a solucdo
inicial foi descartada e a placa lavada uma vez com solucdo de
lavagem (NaCl 0,9%, Tween 20 0,05%) para remocdo do antigeno ndo
fixado. Apds a placa foi blogueada com tampdo PBS pH 7,4 acrescido
de 2% de caseina durante 60 minutos, a 37°C. Toda a solu¢cdo dos pogos
foi removida por aspiracdo. A seguir, 100 pyL dos soros diluidos 1:200, em
PBS pH 7,4 com caseina 0.2%, foram adicionados cos pocos e
incubados a 37°C por 60 minutos. As placas foram lavadas, seis vezes,
com a solu¢cdo de lavagem (PBS-0,05% Tween?20) e, em seguida, foram
adicionados aos pocos 100 uL do anticorpo anti-lgG humano ou 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 yL da solucdo reveladora,
confendo dcido citrico 0,1 M, Naz2PO4 0,2 M, OPD 2 mg e H20O2 0,1 %
forom adicionados. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente (25-37°C) ao abrigo de luz por 10 a 30 minutos com a solucdo
reveladora. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 25 uL de HySO4 5

M. A absorbdncia resultante foi lida em leitor de microplacas a 492 nm.

[0029] Avaliondo os dados obtidos, o teste ELISA, ufilizando como
antigeno o peptideo PSLi409, apresentou a capacidade simulténea de
detectar resultados positivos € negativos para cdes portadores de LVC

(Figura 1).
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[0030] Avaliondo os dados obtidos, o teste ELISA, utilizando como
antigeno o peptideo PSLi409, apresentou a capacidade de detectar
resultados positivos e negativos para humanos com LC (Figura 2a) e LV
(Figura 2b).

[0031] Avaliando a AUC, observou-se que o teste ELISA-peptideo PSLi409
apresentou drea sob a curva de 0,968 para soro de cdes (Figura 1), e de
0,218 para soros humanos portadores de L. infantum (Figura 2a) e 0,941
para portadores de L. brazliensis (Figura 2b), indicando que
praticamente ndo houve incidéncia de resultados falsos positivos e/ou
falsos negativos, mostrando que o novo antigeno sintético aqui
apresentado é eficiente em discriminar individuos doentes de sadios, em

ambos os tipos da doenca.

[0032] Conforme descrito na Tabela 1, os resultados dos valores de
sensibilidade e especificidade apresentaram, respectivamente: 90,00%
e 95,00% para o diagndstico da LV em cdes, 83,33 e 100,00% para
diagndstico em humanos com L. infantum e 93,48 e 87,50% para
humanos com LC por L. braziliensis. Em adicdo, o valor para o indice de
Youden do teste ELISA-petideo PSLi409 é de 0,828 para o diagndstico em
cdes, 0,833 para o diagndstico de L. infantum em humanos, e 0,810 para
o diagndstico de L. braziliensis em humanos. Ser proximo de 1 indica
menor proporcdo total de erros de classificacdo no diagndstico,
qualificando como uma excelente opcdo para diagndstico de LVC,
LVH e LCH.

[0033] Para verificar se o kit ELISA apresentava reatividade cruzada com
outfros agentes patogénicos, foi testado o kit com soros de cdes

infectados com Toxoplasma gondii (Figura 3).
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Tabela 1: Performance de diagndstico em amostras dos soros de cdes
portadores de LVC, humanos portadores de LV e humanos portadores
de LC utilizando o peptideo PSLi409.

Teste Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Caes LVC 90.00 95.00
Humanos LV 83,33 100,00
Humanos LC 93,48 87.50

[0034]Pode-se concluir que os soros dos animais infectados ndo
apresentaram reatividade cruzada com o peptideo PSLi409 para este
agente patogénico. A reacdo do teste ELISA-PSLi409 mostrou-se Ufil e
eficiente em identificar corretamente os cdes e humanos ndo
infectados, e os cdes e humanos infectados. Esses dados permitem
concluir a validade das reacdes soroldgicas ulilizadas para o

diagnodstico das leishmanioses.

Breve descricao dos desenhos

[0035]Figura 1 — Resultados de sensibilidade e especificidade bem como
o nivel de corte da reacdo enfre soros positivos e negativos de cdes. As
curvas ROC e AUC obtidas do teste Enzima-Imuno-Ensaio (ELISA)
referentes 4 reatividade humoral contra o antigeno PSLi409 sdo

exemplificadas em soros de cdes positivos para LVC.

Figura 2 — Reatividade humoral contra o antigeno PSLi409 em soro de
humanos positivos para LV e LC e curvas ROC e AUC obtidas do teste

Enzima-Imuno-Ensaio (ELISA).

Figura 3 — Reatividade com Toxoplasma gondii, demonstrando ndo

haver reacdo cruzada com este organismo patogénico.
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Figura 4 — Desenho da placa de 96 pocos que serd produzida para uso
comercial, no kit, e seus componentes como uma placa de 96 pocos, 1
frasco de tampdo de lavagem concentrado 10x, um frasco de tampdo
de blogueio 1x, 1 frasco de tampdo de incubacdo 10x, 1 frasco de
solucdo reveladora, 1 frasco de solucdo stop, 1 microtubo de 2 mL de
soro conftrole positivo, 1 microtubo de 2 mL de soro confrole negativo e 1

microtubo de 0,6 mL de soro de IgG-peroxidase.
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REIVINDICACOES

1. KIT ELISA PARA IMUNODIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL E
CUTANEA HUMANA E LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA UTILIZANDO
NOVO ANTIGENO PEPTIDEO SINTETICO PSLI409 caracterizado por
compreender o peptideo sintético PSLi409 como antigeno, tampdo de
lavagem, tampdo de bloqueio, tampdo de incubacdo, anticorpo
secunddrio ou proteina conjugado(a) a uma enzima ou marcador,

solucdo reveladora e solucdo de parada.

2. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter

o peptideo sintético PSLi409 ligado a um suporte sélido.

3. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato
de o suporte sdélido ser, mais especificamente, nitrocelulose, nylon, [atex,

polipropileno ou poliestireno, mas ndo se restringindo a estes.

4. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter
tampdo de lavagem concentrado entre 8 e 12x, composto de NaCl em
concentracdo enfre 7,2 e 10,8% (m/v) + Tween 20 em concentracdo

entre 0,4 € 0,6% (m/v), acondicionado em frasco de 10 mL.

5. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter
tampdo de blogueio composto de caseina a 2% (m/v) em tampdo PBS

pH 7,4, acondicionado em frasco de 20 mL.

6. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por contfer
tampdo de incubacdo concentrado enfre 8 e 12x, composto de
caseina em concentragcdo entre 1,6 e 2,4% (m/v) em tampdo PBS pH

7,4, acondicionado em frasco de 20 mL.
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7. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter
anticorpo secunddrio ou uma proteina (proteina A ou G) conjugado(q)

a uma enzima ou marcador, acondicionado(a) em vial com 100 L.

8. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato

de a enzima ser, mais especificamente, uma peroxidase.

9. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato
de o marcador ser um radioisétopo, a biotina, um cromodforo, um

fluoréforo ou uma substéncia quimioluminescente.

10. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter
solucdo reveladora composta de dcido citrico 0,1 M, Na2P0O4 0,2 M,
OPD 2 mg (na forma de pastilha para ser diluido no momento de uso) e

H202 0,1%, acondicionada em 10 mL em frasco de 15 mL.

11. KIT ELISA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter
solucdo de parada (stop) composta de H2SO4 5M acondicionada em

frasco de 20 mL.

12. METODO ELISA PARA IMUNODIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL E CUTANEA HUMANA E LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
UTILIZANDO NOVO ANTIGENO PEPTIDEO SINTETICO PSLI409 o qual
emprega kit de acordo com reivindicacdo 1, caracterizado por
compreender as etapas de:

a) ligacdo de anticorpos antileisnmaniais de uma amostra de fluido
bioldgico como sangue, soro, plasma, saliva, urina ou Iadgrima, a um ou
mais polipeptideos consistindo das sequéncias de aminodcidos do

PSLi409, ligadas a um suporte sélido;
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b) contato dos anticorpos do passo (a) com um anticorpo secunddrio
ou uma proteina, conjugado(a) a uma enzima ou a um marcador e

que se ligam aos anticorpos do passo (a);

c) deteccdo dos anticorpos anti-leishmaniais na amostra supracitada
pela deteccdo do anticorpo secunddrio ou proteina especificamente

ligados ao dito anticorpo anti-leishmanial.

13. METODO ELISA de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pela recalizacdo da etapa (a) mediante o uso do peptideo PSLi409 em
sua forma original, com modificacdo em suas extremidades ou na
forma de polimeros constituidos de repeticoes de uma sequéncia
peptidica, podendo ser separadas por qualquer método, incluindo

espacadores e linkers.

14. METODO ELISA de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pela realizacdo das etapas (a) e (b) mediante a diluicdo do tampdo de
lavagem para a concenfracdo de 1x, com dgua destilada, e do

tampdo de incubacdo para a concentracdo de 1x, com tampdo PBS.

15. METODO ELISA de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pela realizacdo da etapa (b) mediante a diluicGdo do anticorpo
secunddrio ou proteina na proporcdo de 1:7500 no tampdo de

incubacado.
16. METODO ELISA de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado

pela realizacdo da etapa (c) mediante a diluicGo da solucdo de

parada na proporcdo de 1:20 na reacdo.
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RESUMO

KIT E METODO ELISA PARA IMUNODIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL E CUTANEA HUMANA E LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
UTILIZANDO NOVO ANTIGENO PEPTIDEO SINTETICO PSLI409

Esta invencdo reivindica um kit ELISA de diagndstico para leishmanioses
utilizando um novo antigeno, o peptideo sintético PSLi409, produzido por
sintese quimica, e seu método de utilizacdo. O kit e o método tém
aplicacdo na deteccdo de diferentes formas clinicas de leishmanioses,
sendo estas: leishmaniose visceral e cutGnea humana e leishmaniose
visceral canina, tanto em portadores sintomdticos quanto
assinftomdticos, apresentando alta sensibilidade e especificidade. Os
componentes do kit reivindicado na presente invencdo ndo
apresentam toxicidade. Foram realizados testes com soros de pacientes
humanos e caninos. A aplicacdo desta invencdo estd relacionada com

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

Cédigo de Controle

Campo 1

DSE9338C8AS57CET7S

Campo 2

4 0A9 9 452 A4 4 43 4 3D

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: Listagem de sequéncia.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 12/05/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 13:44:27
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: D5E9338C8A57CE75
- Campo 2: 40A99452A444343D
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