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(57) Resumo: ANTIGENO RECOMBINANTE DE Leishmania braziliensis E SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS QUE O
CODIFICA. Devido a auséncia de um teste diagnéstico apropriado para Leishmanioses, o desenvolvimento de uma ferramenta
confiavel é necessério. Diversos antigenos purificados e recombinantes de espécies de Leishmania foram produzidos e usados
em ensaios sorolégicos para o diagnoéstico de leishmaniose visceral e cutanea. O objetivo da presente invencgéo foi explorar o
potencial de L. tarentolae como vetor de expressao e secrecdo de uma proteina recombinante de L. braziliensis e avaliar sua
eficacia como método de diagnéstico para leishmanioses. Como resultado obteve-se uma sequéncia de nucleotideos capaz de
codificar uma proteina recombinante com alto potencial para reconhecimento de anticorpos anti-Leishmania.
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ANTIGENO RECOMBINANTE DE Leishmania braziliensis E SEQUENCIA DE
NUCLEOTIDEOS QUE O CODIFICA

Campo da invencdo
(001) A presente invencdo trata de um conjunto de sequéncias

de nucleotideos para serem expressas em Leishmania tarentolae como
vetor de expressdo, capaz de traduzir antigenos recombinantes
semelhantes a peptideos de Leishmania braziliensis e/ou Leishmania
infantum. Estes antigenos podem ser utilizados em testes de diagndstico
e na construcdo de agentes imunizadores contra leishmaniose.

Historico da invencdo

(002) Leishmanioses sGo doencas causadas por parasitos do
género Leishmania (Trypanosomatidae). Estes parasitos sGo capazes de
induzir resposta imunolégica do hospedeiro pela constante alteracdo
das fracdes anfigénicas e dos mecanismos de imunossupressdo. A
habilidade do hospedeiro em controlar a infeccdo exige a producdo
de respostas imunes mediadas pelas células capazes de ativar
macrofagos, responsaveis por eliminar os parasitos intracelulares.
Embora a eliminagcdo do parasito seja mediada por células de tipo Thi,
secretoras de IFN-y em resposta ao aumento de IL-12, ©
desenvolvimento de resposta de células Th2, pode aumentar a
producdo de IL-4, resultando na piora das lesdes e do curso da doenca
sistfémica. Alguns antigenos de Leishmania levam a diferenciacdo da
resposta imune do hospedeiro em células T atfivas, que secretam
diversas citocinas, incluindo a IL-4. Estas fazem com que linfocitos-B
produzam imunglobulinas. Sabe-se que anticorpos sdo produzidos por
estimulacdo dos neutréfilos no inicio da infeccdo. No entanto, estudos
sugerem que anticorpos ndo participam do mecanismo de protecdo
do hospedeiro, porém sdo Uteis na deteccao da presenca do parasito
(AL-QADHI, MUSA & HUMMADI, 2015; MARTINS et al., 2016).
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(003) O diagndstico correto das leishmanioses € feito com uma
combinacdo de fatores clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. Devido
a falta de um teste diagndstico com alta especificidade e sensibilidade
para este grupo de doencas, o desenvolvimento de um método com
estas especificacdes ainda precisa ser feito, devendo ser de fdcil uso e
barato.

Descricdo do Estado da Técnica

(004) Alguns antigenos purificados e recombinantes de vdarias
espécies de Leishmania tém sido produzidos e utilizados para ensaios
sorolégicos. Com isso, observa-se uma melhora nas caracteristicas
operacionais destes testes, como € o caso da utilizacdo do antigeno
rkK39 para o diagndstico de Leishmaniose Visceral (VL). O antigeno rK39
€ uma proteina recombinante isolada do cinetoplasto de Leishmania
infantum, que contem 6.5 copias do epitopo antigénico para células-B,
rearranjados em 39 aminodcidos. Este antigeno é relativo a proteina
cinesina, presente tanto em L. infanfum como em L. donovani, € possui
faixa de leitura aberta singular que codifica 298 aminodcidos com
massa molecular de 32.7 kDa. Esta proteina estd envolvida em diversos
processos infracelulares e marca presenca da forma amastigota de
varias espécies de Leishmania (BURNS et al., 1993).

(005) Isolar proteinas antigénicas de espécies de Leishmania e
expressar seus epitopos de forma heterdloga em sistema procarionte
como Escherichia coli € uma técnica simples, barata e rdpida. No
entanto, tal técnica possui algumas limitacdes, tais como uma limitada
afividade pods-traducdo, especialmente na glicosiacdo. Da mesma
forma, uma concentracdo alta de proteinas mal enoveladas pode levar
a um declinio na eficiéncia da re-enovelacdo, bem como a realizagcdo
da cultura de E. coli em temperatura étima prejudica o rendimento de
proteinas recombinantes, estimulando a degradacdo das proteinas
expressas (KHOW & SUNTRARACHUN, 2012). O protozodrio L. tarentolae,
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ndo pafogénico para mamiferos, tem sido explorado como um
hospedeiro eucarionte de uma plataforma para expressdo de proteinas
- a Leishmania Expression System (LEXSY®), da empresa Jena Bioscience
- que permite a expressdo de proteinas complexas de eucariontes em
altas concentracdes e com a habilidade de produzir corretamente
proteinas, mesmo apds a traducdo. O sistema de expressdo LEXSY foi
projetado para combinar sintese e modificacdo de proteinas
eucaridticas com simplicidade e faciidade de manuseio. E utilizado,
principalmente, para a expressdo de proteinas de baixos rendimentos
ou inativas. Outra vantagem é que os genes que codificam a proteina
recombinante alvo podem ser expressos quando franscritos pela RNA
polimerase | ou uma polimerase externa, uma vez que o processo do
RNA ndo estd atrelado a transcricdo do DNA. Além disso, o hospedeiro
é de fdacil manipulacdo, pode ser cultivado em meios de cultura
baratos, com tempo de duplicacdo entre 6 e 8 horas e sdo tdo
eficientes quanto os sistemas procariontes. Por essas razdes torna-se um
sistema  de expressdo confiGvel para expressdo de proteinas
eucariontes. Finalimente, a manutencdo de uma cultura fransferida de L.
tarentolae é feita sob selecdo de antibidticos especificos, mantendo o
mesmo nivel de expressdo de proteinas por varios meses de cultura
(BREITLING et al., 2002; KUSHNIR et al., 2011; KLATT & KONTHUR, 2012).

(006) Atualmente, as proteinas recombinantes de parasitos tém
sido utilizadas para vdarias aplicacdes, como o desenvolvimento de
novos métodos de diagndstico e vacinas, andlise da estrutura e funcdo
de proteinas de parasitos e selecdo e definicdo de possiveis drogas,
imunogenicidade de produtos recombinantes e modificacdes pos-
traducdo (FERNANDEZ-ROBLEDO & VASTA, 2010).

(007) Devido a falta de conhecimento da forma como diferentes
espécies de Leishmania causam diversas manifestacdes clinicas em

mamiferos, a identificacdo da distribuicdo de genes em cada espécie
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pode ajudar a elucidar seus mecanismos de acdo no desenvolvimento
da doenca. Poucos genes de espécies especificas de parasitos sdo
considerados importantes na forma como a doenca se desenvolve
gracas a diferente expressdo génica entre as espécies. O genoma do
parasito tfambém possui uma pequena participacdo na apresentacdo
clinica. Quando se comparam os genomas das duas espécies
patogénicas de Leishmania mais comuns no Brasil, L. Infantum, que
causa VL, e L. brazliensis que causa leishmaniose cutdnea (LC),
semelhangas tem sido encontradas, como a quantfidade de genes em
cada espécies (8,195 na primeira e 8,314 na segunda) e a identidade
meédia de aminodcidos e nucleotideos (77 e 81%, respectivamente).
Entretanto, sabe-se que L. infantum possui 36 cromossomos contra 35 de
L. braziliensis, devido a uma aparente fusdo dos cromossomos 20 e 34.
Apesar das diferencas entre os fendtipos dos parasitos, poucos genes
sGo especificos a cada espécie: apenas 26 sdo exclusivos de L. infantum
e 47 de L. braziliensis (PEACOCK, 2007).

(008) Com base nos dados supracitados, o objetivo da presente
patente de invencdo é explorar o uso de L. tarentolae como hospedeira
para a expressdo e secrecdo de proteinas recombinantes relacionadas
a cinesina de L. braziliensis, a partir da cinesina referéncia de L.
infantum.

Listagem das figuras

(009) A figura 1 representa um fluxograma com as etapas que
foram seguidas para chegar a profeina recombinante, alvo de
protecdo da presente patente de invencdo, sendo que: (1) € o
processo de reconstrucdo do plasmideo Lbk39; (2) € a propagacdo e
clonagem do plasmideo Lbk3? em uma cepa de E. coli; (3) é a
transfeccdo do plasmideo Lbk39 na célula hospedeira L. tarentolae,
pertencente a plataforma LEXSY; (4) € o cultivo de LEXSY em meio

Lbk39?; (5) € a confiimacdo da integracdo gendmica do cassete de
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expressa@o no locus ssu da célula hospedeira por meio de PCR; (6) € a
purificacdo da proteina recombinante Lbk39; (7) € o teste de ensaio
imuno-enzimdtico (ELISA) realizado com amostras coletadas em (7a). A
figura 2 apresenta os niveis de antficorpos anti-Lbk39, detectados pela
técnica de ELISA, em pacientes provenientes de regides endémicas e
ndo endémicas para LC no Brasil, comparados aos niveis de anticorpos
anti-L.  braziliensis, também detectados pela mesma técnica e
pacientes. L. braziliensis: Leishmania (Viannia) braziliensis (cepa
MHOM/BR/84/LTB300); HI1: Individuos sauddveis de regides ndo
endémicas para LC; H2: Individuos sauddveis de regides endémicas
para LC; LC1: pacientes com LC com lesdo atfiva e sem tratamento;
LC2: pacientes com LC com lesdo ativa sob tratamento; LC3: pacientes
com LC que finalizaram o tratamento e estavam sob observacdo pelos
3 meses subsequentes; LV: pacientes positivos para LV; DC: pacientes

soro reagentes para Doenca de Chagas.

Descricao detalhada da invencao

(010) A presente invencdo apresenta a construcdo de um
anfigeno especifico para deteccdo de leishmanioses, tanfo visceral
quanto cutdnea, a partir de uma proteina recombinante produzida em
um gene relativo a cinesina de L. infanfum. Como hospedeiro para
expressdo e secrecdo desta proteina, € usada L. tarentolae. Andlises de
similaridade revelaram um produto, que denominamos de Lbk39, que
exibiu 84% de identidade com o gene de referéncia e codifica uma
proteina de 281 aminodcidos com uma massa molecular prevista de
30.2 kDa e 4 copias idénticas com 39 aminodcidos. Depois disso, o Lbk39
foi sintetizado, inserido no vetor recombinante pLEXSY-sat2 (construido e
comercializado pela empresa Jena Bioscience e que possui a
codificacdo  para resisténcia ao  antibidtico  estreptotricina

acetiltransferase), clonado com um marcador éxHis e inserido no 16cus
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18SrRNA cromossémico de L. tarentolae e, por Ultimo, secretado no
meio de cultura. Este método provou-se eficiente na producdo e
expressdo da proteina-alvo e na deteccdo de anticorpos de pacientes
infectados com VL e CL. Os detalhes, das etapas para producdo deste
anfigeno sdo descritas nos exemplos a seguir e na figura 1. No final,
obteve-se uma sequéncia de nucleotfideos, SEQ ID No.1, que codifica
uma sequéncia de aminodcidos, SEQ ID No. 2, que caracteriza o
antigeno Lbk39.

Exemplos

(011) Os seguintes exemplos servem para ilustrar como foi
readlizada a abordagem cientifica para chegar a proteina
recombinante a que faz referéncia a presente patente de invencado.

Exemplo 1: Coleta de amostras

(012) 108 amostras de soros de homens e mulheres de diferentes
faixas etdrias foram coletadas das seguintes regides de CL e VL: regido
endémica do Pard e Espirito Sanfo e regides endémicas e ndo
endémicas do Parand. O principal critério de inclusdo para este estudo
foi o diagndstico comprovado de CL por presenca do parasito na
avaliacdo direta das lesdes, obtidas das bordas da lesdo ativa por
bidpsia e/ou presenca do parasito em cultura, de acordo com a tabela
1.

Grupo N Classificagao
HI 22 Individuos sauddveis de regides ndo endémicas
H2 37 Individuos sauddveis de regides endémicas
CLIT 9  Pacientes com lesdes ativas de CL e sem tratamento
CL2 5 Pacientes com lesdes ativas de CL sob tratamento
CL3 13  Pacientes que jd finalizaram fratamento para CL e que estdo

sob observacdo
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CD 13 Pacientes cujo soro foi positivo para doenca de Chagas

CLR 2  Pacientes com uma lesdo reincidente e que j& foram tratados

vArias vezes no Ultimo ano

CLP 2 Pacientes que tiveram CL por hd mais do que 5 anos deste
estudo
VL 5  Pacientes positivos para VL apds tratamento

N: nUmero de pacientes em cada grupo

(013) Todas as amostras de soro foram congeladas a — 20 °C.
Individuos do grupo H2 foram examinados clinicamente para descartar
qualqguer infeccdo anterior de CL. Pacientes com CL e VL foram
tratados de acordo com o protocolo do Ministério da Saude do Brasil.
Pacientes com outras doencas, como Doenca de Chagas e VL foram
estudados para avaliar a chance de reacdo cruzada nos testes.

(014) Andlise por similaridade das sequéncias dos fragmentos
clonados revelaram um produto de 843 bp do I6cus LBRM_14_1110 da
cepa L. braziliensis MHOM/BR/75/M2904, que exibiu 84% de identidade
com o gene de L. infantum relativo a cinesina, codificando uma
proteina de 281 aminodcidos, com uma massa molecular prevista de
30.2 kDa, com 4 coépias idénticas codificando 39 aminodcidos. Os
oligonucleotideos sintéticos produzidos foram inseridos em um vetor
recombinante pLEXSY-sat2 e clonados com um marcador éxHist.

Exemplo 2: Construcdo do plasmideo Lbk39

(015) O fragmento do gene relativo & cinesina de L. braziliensis,
batizado de Lbk39, contem 843 pares de bases (bp) e é responsavel por
codificar as repeticdoes de aminodcidos imunologicamente dominantes.
Ele foi construido com base no gene relacionado a cinesina de L.
infantum - Genebank: L07879, descrito por Burns et al. (1993) e

compreende 46 aminodcidos seguidos por 6.5 repeticoes de 39
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aminodcidos. A homologia foi readlizada pela ferramenta de
semelhanca BLAST (ALTSCHUL et al., 1997).

(016) Para a expressdo da proteina recombinante alvo, o gene
sintético Lbk39 foi montado a partir de oligonucleotideos sintéticos e o
fragmento foi infroduzido no vetor recombinante pLEXSY-sat2, e clonado
com um marcador éxHis dentro do sitio corresponde do supracitado
vetor.

(017) O vetor recombinante pLEXSY-sat2 pertence & plataforma
de expressdo de proteinas LEXSY e foi desenvolvido para ser inserido no
hospedeiro eucarionte L. tarentolae. O vetor de expressdo em
referéncia foi construido para ser integrado com o locus do
cromossomo 18SrRNA (ssu) do parasito, permitindo a expressdo da
proteina verdadeiramente eucarionte e, para este estudo especifico, a
proteina alvo foi selecionada para ser secretada no meio de cultura
(BREITLING et al., 2002).

(018) A andlise de similaridade do fragmento clonado revelou um
produto com 843 pares de bases do locus LBRM_14_1110 da cepa L.
braziliensis MHOM/BR/75/M2904, que € 84% similar ao gene relacionado
a cinesina de L. infantum e codifica uma proteina de 281 aminodcidos
com uma massa molecular estimada de 30.2 kDa, com 4 coépias
idénticas codificando 39 aminodcidos, conforme apresentado nas SEQ
ID No. 1 e 2. Os oligonucleotideos sintéticos produzidos foram, entdo,
inseridos no vetor recombinante pLEXSY-sat2 e clonados com marcador
6xHis.

Exemplo 3: Clonagem e propagacdo do plasmideo Lbk39 numa

cepadeE. coli

(019) Depois da construcdo do plasmideo Lbk3?, uma cepa
quimicamente competente de E. coli foi escolhida para a clonagem e
propagacdo do plasmideo e o procedimento para cultivo foi seguido

de acordo com o fabricante (Invitrogen).
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(020) Posteriormente, o plasmideo foi purificado a partir da cepa
E. coli usando o kit de purificacdo Geneflow Q-Spin Plasmid DNA e foi
enviaodo para sequenciamento. Para confirmar a identidade do
plasmideo os primers senso P1442 (5 CCGACTGCAACAAGGTIGTAG 3') e
contrasenso A264 (5' CATCTATAGAGAAGTACACGTAAAAG 3'), inclusos
no kit LEXSY, foram utilizados.

(021) A purificacdo do plasmideo Lbk39 rendeu 1.5 ug/uL de DNA
e a confiimacdo da sua identidade por sequenciamento do produto
purificado mostrou 100% de similaridade com ambos primers P1442 e
A264.

(022) O alinhamento do plasmideo Lbk3? por digestdo com a
enzima Swal gerou um fragmento de 2.9 kbp, relacionado a parte da E.
coli, e um fragmento longo (aproximadamente 5Skbp), relacionado ao
Lbk39.

Exemplo 4: Transfeccdo do plasmideo Lbk392 no cultivo LEXSY

(023) O plasmideo Lbk39 propagado e purificado de E. coli foi
linearizado por digestdo com a enzima Swal (Smil), de Streptococcus
milleri S — 10U/uL (Thermo Fischer Scientific), para preparar a fransfeccdo
do plasmideo no hospedeiro L. tarentolae.

(024) A cepa LEXSY foi preparada para transfeccdo de acordo
com o manual do kit de expressdo LEXSYcon2. Quando prontas para
transfeccdo por eletroporacdo, as células cultivadas foram
manuseadas de acordo com o mesmo manual. Outra aliguota de
células LEXSY foi elefroporada sem DNA sob as mesmas condicdes, para
servir como controle negativo. As células eletroporadas foram entdo
transferidas por um capilar para frascos de cultura de tecidos com 10
mL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com
hemina suina, penicilina e streptomicina, a 26 °C no escuro e sob
aeracdo. A partir do momento em que as culturas passaram a atingir

um certo ponto de turbidez (24 horas apds a eletroporacdo), o
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antibidtico Nourseothricin, especifico para o vetor pLEXSY-saf2, foi
adicionado e o cultivo foi realizado sob as mesmas condicdes a cada 4
dias.

Exemplo 5: Confirmacdo da integracdo no genoma por PCR

(025) A integracdo gendmica do plasmideo Lbk39 no l6cus
cromossomal 18SrRNA (ssu) da cepa de L. tarentolae foi confirmado por
PCR. O DNA gendmico foi extraido de 2 mL de uma cultura densa de
LEXSY Lbk39 utilizando o kit Dneasy Blood & Tissue Quick-start (Qiagen).
Apss isso, 200 ng de DNA gendbmico foram adicionados em 2
microtubos de 0.2 mL (100 ng em cada), contendo a solucdo do mix de
dgua RNAse free ulira-pura, tampdo de PCR 5xHotStar HiFidelity
(incluindo dNTPs), HotStar HiFidelity DNA polimerase e os primers
especificos para o diagndstico de integracdo gendmica: no primeiro
tubo o primer senso F3001 (5'-GATCTGGITGATICTGCCAGTAG-3'),
responsdvel pela integracdo com todos os vetores de expressdo ssu, € o
primer contra-senso  Al1714  (5'-TATICGTTGTCAGATGGCGCAC-3'),
responsavel pela integracdo com ftodos os vetores de expressdo “AP”
com S'ufr aptr; dentro do segundo tubo, o primer senso F2999 (5'-
CCTAGTATGAAGATITCGGIGATC-3'), responsdvel pelo diagndstico de
integracdo de todos os vetores de expressdo sat, € o primer contra-
senso F3002 (5'-CTGCAGGITCACCTACAGCTAC-3'), responsavel pelo
diagndstico de integracdo com todos os vetores de integracdo ssu.

(026) As condicdes de PCR para o par de primers F3001/A1715
foram: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos para desnaturacdo inicial, 35 ciclos
de 95°C por 30 segundos + 60°C por 30 segundos + 72°C por 1 minutos
para anelamento, e 1x 72°C por 10 minutos para extensdo final; as
condicoes de PCR para o par de primers F2999/F3002 foram: 1 ciclo de
95°C por 5 minutos para desnaturacdo inicial, 35 ciclos de 95°C por 30
segundos + 53°C por 30 segundos + 68°C por 4 minutos para

anelamento, e 1x 72°C por 10 minutos para extensao final.
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(027) Depois de 10 dias de cultura do organismo fransgénico
(LEXSY Lbk39?), as culturas apresentaram turbidez de 107 células/mL,
enguanto ndo houve crescimento celular nos frascos de controle
negativo. No décimo segundo dia de cultura foi feita a confirmacdo da
infegracdo do Lbk39 ao genoma do parasito usando a técnica de PCR,
conforme descrito acima. Dois fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos resultaram deste ensaio, um para cada par de primers:
fragmento de 1.1 kbp para o primer F3001/A1715 e um fragmento de 2.3
kbp para o F2999/F3002.

Exemplo 6: Purificacdo da proteina recombinante Lbk392

(028) A purificacdo da proteina recombinante Lbk39 foi feita
utilizando uma coluna de afinidade com niquel de 1 mL (HisTrap HP - GE
HealthCare), colocando o meio de cultura denfro da coluna, de
acordo com o manual de instrucdes. Apds isso, sais e imidazole foram
removidos por didlise em tampdo PBS pH7.4 a 4°C, duas vezes por 2
horas e depois, uma vez overnight. Posteriormente, a concentracdo da
proteina purificada foi feita por liofilizacdo.

(029) Para analisar o desempenho da purificacdo, a proteina
purificada e dialisada foi concenfrada com dcido tricloroacético,
carregada em um gel de eletroforese 15% SDS-poliacriiomida, e
marcada com nitrato de prata.

(030) Finalmente, a determinacdo da concentragcdo da proteina
foi feita usando o Kit de andlise de proteinas Micro BCA (Thermo Fischer
Scientific).

(031) A Lbk39 foi expressa como uma proteina recombinante
marcada com cauda de histidina (éxHis) em um vetor pLEXSY-sat2,
inserido no I6cus cromosémico 18SrRNA de L. tarentolae e selecionado
para ser secretado no meio de cultura. O procedimento de purificacdo

e a expressdo da proteina foram confirmados por SDS-PAGE e a massa
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molecular mais provdavel da proteina alvo € de 30 kDa, como o
esperado. A quantidade total de proteina recuperada foi de 40 ug/mlL.

Exemplo 7: Padronizacdo e avaliacdo por ELISA

(032) Para determinar os niveis de anficorpos anti-Leishmania em
soros humanos ndo infectados e infectados com CL, VL e outras
doencas que podem identificar os epitopos de Lbk3?, condicdes étimas
de ELISA foram estabelecidas, padronizando os seguintes fatores:
diluicGo dos soros (1:100, 1:200, 1:400 e 1:800), conjugado (1:5,000,
1:10,0000 e 1:20,000) e antigenos (0.1 ug, 0.5 ug e 0.85 ug/poco).

(033) Microplacas de poliestreno com fundo em U foram
revestidas overnight a 4°C com 100 uL/poco de solucdo com 0,1 pyL do
anfigeno Lbk39 diluido em tampdo carbonato-bicarbonato (pH 9.6).
Além disso, proteinas solUveis do extrato bruto de cultura de L. braziliensis
também foram incluidas no estudo como controle positivo. No dia
seguinte, as placas foram lavadas duas vezes com 200 uL/poco de
solucdo de lavagem (NaCl -0,9% + Tween 20 - 0,05%), e os pocos foram
bloqueados com 120 yL de solucdo blogueadora (PBS + 0,1% caseinq)
por uma hora a 37°C, e lavadas duas vezes novamente com 200
uL/poco de solucdo de lavagem. Logo depois, amostras de soro foram
diluidas na concentracdo de 1:200 em uma solucdo de incubacdo (PBS
+ 0,25% caseina) e foram adicionadas em seus respectivos pocos e
incubados a 37°C por uma hora. Entdo as placas foram lavadas 4 vezes
com 200 pL/poco com solucdo de lavagem e o anticorpo policlonal IgG
anfi-humano conjugado com HRP (2 mg/mL) foi diluido na
concentracdo de 1:10,000 e adicionado em cada placa e incubados
por 1 hora a 37°C. Por fim, a reacdo de cor foi iniciada com a adicdo
de 100 yL de uma solucdo de 10.5 mL de tampdo citrato + 2 mg de o-
fenilenediamina dihidrocloreto (2 mg/tablete) + 2 uL de H2O2 a 30% para
cada poco em temperatura ambiente por 15 minutos, evitando luz.

Para interromper a reacdo 20 uL de uma solucdo 1:20 de H2SO4 foram
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adicionados. As placas foram lidas no leitor de placas Powerwave HT
(BioTek) em comprimento de onda de 492 nm e os valores expressos em
absorbdncia. Como controle, os soros positivos e negativos foram
incluidos em cada placa, quanto testando soros individuais, e cada
amostra foi medida em ftriplicata e o ensaio completo foi feito como
descrito acima, em duplicata.

(034) Os resultados obtidos neste ensaio mostram que ndo houve
diferenca relevante entre as amostras de pacientes portadores de VL e
CL analisadas com o antigeno Lbk3? e com o controle positivo. Isso
mostra que, ainda que a proteina-alvo seja produzida a partir de um
gene relacionado & cinesina de L. braziliensis, os anticorpos de
pacientes com leishmaniose visceral sdo reconhecidos pelo Lbk39

conforme mostram a figura 2.
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REIVINDICACOES

1. ANTIGENO RECOMBINANTE DE Leishmania braziliensis E
SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS QUE O CODIFICA, caracterizado por

possuir a sequéncia de aminodcidos descrita em SEQ ID No. 1.

2. Antigeno recombinante, caracterizado por ser codificado
em qualquer vetor de expressdo pela sequéncia de nucleotideos
descrita em SEQ ID No. 2.

3. Antigeno recombinante, de acordo com a reivindicagcdo 1,
caracterizado pelo fato de ser capaz de reconhecer anticorpos anti-

Leishamnia, independentemente da espécie.

4, Antfigeno recombinante, de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato de ser utilizado em métodos de diagndstico e
deteccdo de anticorpos de pacientes com leishmaniose, incluindo as

formas clinicas cutdnea e visceral.

5. Anfigeno recombinante, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por induzir resposta imunogénica, podendo ser protetora
in vivo, permitir a avaliacdo da exposicdo de individuos ao parasito,
conftribuir na avaliacdo de resposta imune e classificacdo da doenca

em individuos infectados com Leishmania.

6. Uso de anfigeno recombinante, compreendendo um
método de deteccdo de infeccdo por Leishmania spp., de acordo com
areivindicacdo 1, caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a. coletar a amostra;

b. colocar a amostra em contato, apds processamento, com
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o anfigeno Lbk39;

C. deteccdo da reacdo entre componentes da amostra e
anfigeno.
7. Uso de antigeno recombinante, de acordo com a

reivindicacdo é(a), caracterizado por ser qualguer amostra que

contenha anticorpos, incluindo sangue.

8. Uso de antigeno recombinante, de acordo com a
reivindicacdo 6(b), caracterizado pelo fato de que anticorpos e células
mononucleares, NGo necessariamente juntas, serem separadas das
amostras e por possibilitar a interacdo entre antigeno e anticorpo,
induzindo a proliferacdo de células e a producdo de citocinas frente a

antigenos (a ser usado como antigeno vacinal).

9. Uso de antigeno recombinante, de acordo com a
reivindicacdo 6(c), caracterizado por incluirem, mas ndo se limitando as
seguintes técnicas:

a. ELISA;

b. Western Blotting;

C. imunoprecipitacdo;

d. aglutinacdo;

e. radioimunoensaio;

f. imunofluorescéncia;

g. demais técnicas que possibilitem a deteccdo de

imunocomplexos, proliferacdo celular e producdo de citocinas.
10. Uso de antigeno recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que compreende um kit de

diagndstico para leishmaniose.
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11.  Processo para obtencdo de antigeno recombinante, de
acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado pelo fato de

compreender as seguintes etapas:

a. construcdo do plasmideo Lbk39;

b. clonagem e propagacdo do plasmideo em um vetor de
clonagem;

C. cultura do vetor de expressdo;

d. transfeccdo do plasmideo Lbk39 na cultura do vetor de
expressdo;

e. confirmacdo da integracdo do plasmideo no DNA
gendmico;

f. purificacdo da proteina recombinante Lbk39.

12.  processo, de acordo com a reivindicacdo 11(a),

caracterizado pelo fato de que o plasmideo é construido a partir de um

gene sintético, baseado em um gene de L. infantum.

13. Processo, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado
pelo fato de que o gene sintéfico € inserido num vetor de expresséo
recombinante, incluindo o pLEXSY-sat2, e clonado com uma cauda de
histidina - éxHis.

14. Processo, de acordo com a reivindicacdo 11(b),
caracterizado pelo fato de que o vetor de clonagem pode ser uma

bactéria da espécie E. coli.
15.  Processo, de acordo com a reivindicagcdo 11(d),

caracterizado pelo fato de que a confirmacdo da integracdo do

plasmideo pode ser feita por PCR.
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DESENHOS

Figura 1
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RESUMO

ANTIGENO RECOMBINANTE DE Leishmania braziliensis E SEQUENCIA DE
NUCLEOTIDEOS QUE O CODIFICA

Devido a auséncia de um teste diagndstico apropriado para Leishmanioses,
o desenvolvimento de uma ferramenta confiavel € necessdrio. Diversos antigenos
purificados e recombinantes de espécies de Leishmania foram produzidos e
usados em ensaqios soroldgicos para o diagndstico de leishmaniose visceral e
cutGnea. O objetivo da presente invencdo foi explorar o potencial de L.
tarentolae como vetor de expressdo e secrecdo de uma proteina recombinante
de L. braziliensis e avaliar sua eficdcia como método de diagndstico para
leisnmanioses. Como resultado obteve-se uma sequéncia de nucleotideos capaz
de codificar uma proteina recombinante com alto potencial para

reconhecimento de anticorpos anti-Leishmania.
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