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“PROTEINA RECOMBINANTE OU SINTETICA, SEQUENCIA DE DNA
SINTETICO, CASSETE DE EXPRESSAO, VETOR DE EXPRESSAO,
CELULA HOSPEDEIRA, METODO DE PRODUCAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE OU SINTETICA, COMPOSICAO, USO DA
PROTEINA RECOMBINANTE OU SINTETICA, KIT PARA
DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS, E, METODO PARA
DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS”

Campo da Invencao

[001] A presente invencao refere-se a uma proteina recombinante ou
sintética com atividade imunogénica, util para deteccao de anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi na fase cronica da doenga de Chagas. A invencdo também
se refere a sequéncia de DNA sintético, cassete de expressdo, vetor de
expressao, célula hospedeira, método de producio da proteina recombinante
ou sintética, composicao, uso da proteina recombinante ou sintética, kit para
diagnostico da doenca de chagas, bem como ao método para diagndstico da
doenca de chagas.

Antecedentes da Invencao

[002] A doenca de Chagas € uma zoonose provocada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), cuja via de
transmissdo classica ocorre por meio de insetos hematéfagos popularmente
chamados de barbeiros, os quais eliminam as formas infectantes nas fezes e
urina apos realizacdo do repasto sanguineo. Estima-se atualmente que mais de
cinco milhdes de individuos sejam acometidos pela doenca em todo o mundo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015), havendo 12.000 a 14.000
Obitos anuais em 21 paises das Américas (HOTEZ et al., 2012;
ORGANIZACAO PANAMERICANA DA SAUDE, 2014). Movimentos
migratdrios de individuos infectados de areas end€micas para paises indenes
do Pacifico Ocidental, da Europa, Oceania, ¢ da América do Norte t€m se

tornado constantes e responsaveis pela expansdao da doenca para além das
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fronteiras da América Latina (COURA; VINAS, 2010). Dessa forma, ha
necessidade da elaboragdo de testes laboratoriais capazes de diagnosticar as
diferentes linhagens do parasita circulantes nas diversas regides geograficas.
[003] A doenca € bifésica e caracterizada por uma fase aguda e uma
fase cronica. Na fase aguda, devido a uma alta parasitemia, o diagndstico
etiologico € obtido por métodos parasitolégicos, enquanto que na fase cronica
onde se observa uma baixa parasitemia aliada a um elevado titulo de
anticorpos, a infec¢ao € detectada no soro por meio de métodos imunolégicos
(GOMES,1997; GOMES et al, 2004).

[004] O diagnostico laboratorial da doenga de Chagas representa um
grande desafio para a Saude Publica, pois depende da fase da doenca e dos
testes utilizados. Na fase cronica, em virtude dos elevados niveis séricos de
imunoglobulinas anti-Trypanosoma cruzi circulantes, as metodologias
baseiam-se na interacdo antigeno-anticorpo, sendo a imunofluorescéncia
indireta, a hemaglutinacdo indireta e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) as
metodologias mais comumente utilizadas. Além destes, o Western blot, a
radioimunoprecipta¢ao (RIPA), a quimioluminescéncia, a
imunocromatografia (testes rapidos), a aglutinacdo em particulas de latex, a
citometria de fluxo e o microarranjo liquido ja foram descritos na literatura
como metodologias para o diagndstico da doenca de Chagas, bem como
ferramentas moleculares, tais como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
suas variantes.

[005] Devido ao grande polimorfismo intraespecifico observado para
as linhagens do parasita (TIBAYRENC, 2003), e a incapacidade de um tnico
teste fornecer parametros de desempenho seguros para firmar o diagndstico
laboratorial da infec¢ao, a Organizacao Mundial de Satude (OMS) preconiza a
utilizacdo em paralelo de dois testes com diferentes metodologias
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002). No Brasil,

direcionamentos do Ministério da Saude definem que o diagndstico pode ser
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realizado conforme o recomendado pela OMS ou utilizando dois testes com o
mesmo principio metodolégico desde que possuam matrizes antigénicas
distintas (BRASIL, 2005). Deste modo, resultados concordantes definem a
condicdo soroldgica de um individuo como negativo ou positivo. Por outro
lado, resultados discordantes definem o estado sorolégico como inconclusivo,
devendo entdo buscar uma terceira alternativa metodolégica para chegar a
uma conclusdo diagnéstica, levando em conta também as caracteristicas
clinico-epidemiolégicas de cada individuo.

[006] A dificuldade de se obter um resultado preciso utilizando um
unico teste pode ser atribuida aos antigenos utilizados na fase sélida. Os Kkits
soroldgicos atualmente utilizados para o diagndstico laboratorial da infeccao
causada pelo T. cruzi utilizam em sua matriz extratos totais ou antigenos
brutos de cepas de 7. cruzi que, em virtude de sua complexidade antigénica,
resultam em problemas de padronizagao, baixa confiabilidade e possibilidade
de reatividade cruzada com outros microrganismos, principalmente com
espécies do género Leishmania, uma vez que o parasito 7. cruzi compartilha
similaridade com outras espécies de tripanosomatideos (CORDERO et al.,
2009; PAN et al., 1992; SANTOS et al., 2012).

[007] Na tentativa de diminuir estas limitacOes, antigenos
recombinantes obtidos por meio de técnicas de engenharia genética passaram
a compor a matriz antigénica dos testes diagndsticos. A avaliacdo de seu uso
em sorodiagnostico foi realizada por diferentes estudos, revelando elevados
valores de sensibilidade e especificidade, sobretudo auséncia de reacdo
cruzada com outras patologias, uma vez que podem ser sintetizados a partir de
sequéncias de DNA onde as regides responsiveis por estas reacdes sejam
identificadas e removidas (DA SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001;
GOMES, LORENA, LUQUETTI, 2009; VERISSIMO DA COSTA et al,,
2013). Alguns destes antigenos demonstraram possuir elevados parametros de

desempenho por apresentarem em sua sequéncia repeticoes de aminodcidos
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aumentando, portanto, o seu reconhecimento pelo soro de individuos
portadores da doenca de Chagas, quando comparados aos extratos brutos do
parasito (DA SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001). No entanto, os
antigenos utilizados nem sempre sdo capazes de reconhecer cepas de
diferentes regides geograficas e devido a pouca variedade de epitopos
(monotonia) apresentados por estes antigenos e ao elevado polimorfismo
antigénico do 7. cruzi, resultados falso-negativos continuaram a ser
reportados (FRASCH et al., 1991).

[008] H4, portanto, uma necessidade na técnica por um imunoensaio
que permita o imunodiagnostico da doenca de Chagas cronica sem as
limitagOes apresentadas pelos métodos e antigenos propostos pelo estado da
técnica, como a impossibilidade de reconhecimento de cepas de diferentes
regides geograficas, reacOes falso-negativas, reagOes cruzadas e baixa
sensibilidade.

Sumario da Invencao

[009] Com a finalidade de solucionar o problema da técnica, foram
aprimoradas matrizes antigénicas para métodos imunodiagndsticos da doenga
de Chagas Cronica com melhores desempenhos, possibilitando inclusive o
reconhecimento de cepas de diferentes regides geograficas do Brasil e do
mundo.

[0010] Em um primeiro aspecto, a inven¢do prové uma proteina
recombinante ou sintética, compreendendo pelo menos um fragmento de uma
ou mais proteinas selecionadas do grupo de: fragmento do vetor, antigeno de
superficie 2, trans-sialidase, proteina L.19 de subnidade ribossomal 60S,
calpaina cisteina peptidase, proteina de antigeno repetitivo flagelar, proteina
associada ao microtubulo de Trypanosoma cruzi, proteina de membrana
citoplasmética, e opcionalmente ligadores ou espacadores, em que um ou
mais aminoacidos sdo opcionalmente substituidos, adicionados ou deletados

em relacao a sequéncia natural.
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[0011] Em um segundo aspecto, a invencdo proveé sequéncias de DNA
sintéticos que codificam a proteina recombinante ou sintética da invencao.
[0012] Em um terceiro aspecto, a inveng¢do prové cassete de
expressao, que compreende a sequéncia de DNA sintético da invencao.

[0013] Em um quarto aspecto, a invenc¢ao prové vetor de expressao,
que compreende a sequéncia de DNA sintético descrita acima ou um cassete
de expressdo descrito acima.

[0014] Em um quinto aspecto, a invencdo prové cé€lula hospedeira,
que compreende a sequéncia de DNA sintético como definida acima ou um
vetor de expressdao como definido acima ou um cassete de expressao como
definido acima.

[0015] Em um sexto aspecto, a invengao prové método para produzir
uma proteina recombinante ou sintética, que compreende:

(a) transferir para uma célula hospedeira a sequéncia de DNA
sintético como definida acima para obter uma célula hospedeira transformada
ou transfectada;

(b) cultivar a célula hospedeira transformada ou transfectada
para obter uma cultura de células;

(c) expressar a proteina recombinante ou sintética como
definido acima em uma célula hospedeira transformada ou transfectada para
produzir uma proteina recombinante ou sintética; e

(e) 1solar a proteina recombinante da célula ou da cultura de
célula.

[0016] Em um sétimo aspecto, a inven¢cdo prové composicdo, que
compreende uma proteina recombinante ou sintética como definida acima ou
uma combinacdo de duas ou mais proteinas recombinantes ou sintéticas
definidas acima.

[0017] Em um oitavo aspecto, a inveng¢do prové uso da proteina

recombinante ou sintética da inven¢ao, para a manufatura de uma composi¢ao
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para diagnéstico de doenga de Chagas.

[0018] Em um nono aspecto, a inven¢ao prové kit para diagndstico da
doenca de Chagas, que compreende uma ou mais proteinas recombinantes ou
sintéticas como definidas acima ou uma composi¢ao como definida acima.
[0019] Em um décimo aspecto, a invengcdo prové método para
diagnostico da Doenca de Chagas, que compreende as etapas de:

(a) prover uma ou mais proteinas recombinantes ou sintéticas
como definida acima ou uma composi¢do como definida acima;

(b) contatar as ditas uma ou mais proteinas recombinantes ou
sintéticas ou a dita composi¢do com a amostra bioldgica a ser testada por um
tempo suficiente e sob condi¢Oes suficientes para formacdo de complexos
anticorpo/ antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na etapa
(b), pela adicdo de um meio de detec¢do, capaz de gerar um sinal detectavel
na presenca do referido complexo antigeno/ anticorpo.

Breve descricao das figuras

[0020] Figura 1: SDS-PAGE das proteinas recombinantes (PRP-
IBMP) corados pelo azul de Coomassie R250.

[0021] Figura 2: Andlise grafica dos espectros de dicroismo circular
das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) em diferentes sistemas-tampao.
[0022] Figura 3: Andlise grifica dos valores médios de absorbancia
da proteina IBMP-8.1 com diluicao sérica de 25, 50, 100 e 200 vezes.

[0023] Figura 4: Andlise grafica dos valores médios de absorbancia
da proteina IBMP-8.1 com dilui¢ao sérica de 100 e 200 vezes.

[0024] Figura 5: Andlise grafica dos valores médios de absorbancia
da proteina IBMP-8.2 com dilui¢do sérica de 100 e 200 vezes.

[0025] Figura 6: Andlise grafica dos valores médios de absorbancia
da proteina IBMP-8.3 com dilui¢do sérica de 100 e 200 vezes.

[0026] Figura 7: Anélise grafica dos valores médios de absorbancia
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da proteina IBMP-8.4 com dilui¢do sérica de 100 e 200 vezes.

[0027] Figura 8: Andlise gréifica dos indices de reatividade das
proteinas recombinantes (PRP-IBMP) utilizando SFB e BSA.

[0028] Figura 9: Andlise grafica dos espectros de dicroismo circular
obtidos da avaliagdo de estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-
IBMP) a temperaturas extremas.

[0029] Figura 10: Anélise gréifica dos espectros de dicroismo circular
obtidos da avaliacdo de reversibilidade da desnaturacdo das proteinas

recombinantes (PRP-IBMP) a temperaturas extremas.

[0030] Figura 11: Perfil de bandas obtido da avaliacio da
estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) a temperaturas
extremas.

[0031] Figura 12: Andlise grafica dos indices de reatividade obtidos

da avaliacdo da estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) a
temperaturas extremas.

[0032] Figura 13: Analise gréifica dos espectros de dicroismo circular
obtidos da avaliagdo de estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-

IBMP) a temperatura ambiente.

[0033] Figura 14: Perfil de bandas obtido da avaliacio da
estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) a temperatura
ambiente.

[0034] Figura 15: Anadlise grifica dos indices de reatividade obtidos

da avaliacdo da estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) a
temperatura ambiente.

[0035] Figura 16: Andlise grafica dos indices de reatividade obtidos
da avaliacdo da estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) a um
periodo de longa duracdo.

[0036] Figura 17: Anélise grifica dos indices de reatividade de

quatro kits comerciais para definicdo do padrao-ouro.
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[0037] Figura 18: Andlise grafica dos indices de reatividade das
proteinas recombinantes (PRP-IBMP) na fase I do estudo.

[0038] Figura 19: Andlise grafica dos indices de reatividade das
proteinas recombinantes (PRP-IBMP) na fase II do estudo.

[0039] Figura 20: Andlise grafica da comparacdo dos indices de
reatividade de amostras negativas e positivas para as proteinas recombinantes
(PRP-IBMP) na fase II do estudo.

[0040] Figura 21: Andlise grafica da comparacdo dos intervalos de
confianca a 95% da sensibilidade e especificidade das proteinas
recombinantes (PRP-IBMP) na fase II do estudo.

[0041] Figura 22: Andlise grifica dos indices de reatividade
estratificados por regido geografica utilizando as proteinas recombinantes
(PRP-IBMP) na fase II do estudo.

[0042] Figura 23: Andlise grifica dos indices de reatividade
estratificados por regido geografica utilizando as proteinas recombinantes
(PRP-IBMP) na fase II do estudo.

[0043] Figura 24: Anadlise grafica dos indices de reatividade dos
PRP-IBMP utilizando amostras séricas de individuos portadores de doencas

infecto-parasitdrias.

[0044] Figura 25: Andlise grifica dos indices de reatividade dos
PRP-IBMP na avalia¢do da reprodutibilidade intraplaca.

[0045] Figura 26: Andlise grifica dos indices de reatividade dos
PRP-IBMP na avaliagdo da reprodutibilidade entre lotes.

[0046] Figura 27: Andlise grifica dos indices de reatividade dos
PRP-IBMP na avaliacdo da reprodutibilidade entre laboratorios.

[0047] Figura 28: Comparacdo dos indices de reatividade entre os
PRP-IBMP e kits comerciais.

[0048] Figura 29: Classificacio dos PRP-IBMP e kits comerciais

para Chagas quanto aos parametros de desempenho.
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[0049] Figura 30: Andlise grafica dos indices de reatividade dos
testes comerciais com amostras séricas de individuos portadores de outras
doencas infecto-parasitarias.

[0050] Figura 31: Andlise grafica da avaliacao das intersecoes de
conjuntos usando os PRP-IBMP usando amostras com resultados
inconclusivos.

[0051] Figura 32: Niveis de IgG anti-Trypanosoma cruzi em
amostras de soro de individuos com doencga de Chagas (Ch) e sem doenca de
Chagas (ndo-chagasicos - NCh) avaliados por ELISA.

[0052] Figura 33: Niveis de IgG anti-Trypanosoma cruzi em
amostras de soro de individuos com doencga de Chagas (Ch) e sem doenca de
Chagas (ndo-chagasicos - NCh) avaliados por microarranjo liquido.
Descricao Detalhada da Invencao

[0053] A ndo ser que sejam definidos de maneira diferente, todos os
termos técnicos e cientificos aqui utilizados t€m o mesmo significado
entendido por um técnico no assunto ao qual a invenc¢do pertence. A
terminologia utilizada na descri¢do da invenc¢do tem finalidade de descrever
concretizacoes particulares somente, € ndao tem a inteng¢ao de limitar o escopo
dos ensinamentos. A nao ser que seja indicado de forma diferente, todos os
numeros expressando quantidades, porcentagens e propor¢cdes, € outros
valores numéricos usados no relatorio descritivo e nas reivindicacoes, devem
ser entendidos como sendo modificados, em todos os casos, pelo termo “cerca
de”. Assim, a ndo ser que seja indicado o contrario, 0s parametros numéricos
mostrados no relatério descritivo e nas reivindicagdes sao aproximagoes que
podem variar, dependendo das propriedades a serem obtidas.

[0054] A pratica da presente invencdo ird empregar, a menos que
indicado de forma diferente, métodos convencionais de quimica, bioquimica,
técnicas de DNA recombinante e imunologia, dentro do conhecimento da

técnica. Tais técnicas sdo explicadas completamente na literatura. Veja, por
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exemplo, Fundamental Virology, 2* Edi¢do, vols. I & II (B.N. Fields e D. M.
Knipe, eds.); Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D. M.
Weir e C.C. Blackwell eds., Blackwell Scientific Publications); T.E.
Creighton, Proteins: Structures e Molecular Properties (W.H. Freeman e
Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc.,
edicdao atual); Sambrook, e cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2* Edicao, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick e N. Kaplan eds.,
Academic Press, Inc.).

[0055] Existe na técnica uma necessidade por métodos diagndsticos
que permitam a detec¢do da doenga de Chagas cronica em amostras de teste.
Particularmente, existe na técnica uma necessidade por métodos diagndsticos
que permitam o diagnostico de doenca de Chagas com alta sensibilidade e
sem a ocorréncia de reacdo cruzada, gerando falsos negativos ou falsos
positivos. A presente invencdo proporciona tais métodos imunodiagndsticos.
Particularmente, € provida uma proteina recombinante ou sintética com
atividade imunogénica, util para detec¢do de anticorpos anti-Trypanosoma
cruzi na fase cronica da doenca de Chagas. Assim, também estdo inclusos no
escopo da invenc¢ao a sequéncia de DNA sintético, cassete de expressao, vetor
de expressdo, célula hospedeira, método de producdo da proteina
recombinante ou sintética, composi¢ao, uso da proteina recombinante ou
sintética, kit para diagnoéstico da doenca de chagas, bem como o método para
diagnostico da doenga de chagas.

[0056] Em um primeiro aspecto, a presente invengao prove€ uma
proteina recombinante ou sintética, que compreende pelo menos um
fragmento de uma ou mais proteinas selecionadas do grupo de: fragmento do
vetor, antigeno de superficie 2, trans-sialidase, proteina L19 de subnidade
ribossomal 60S, calpaina cisteina peptidase, proteina de antigeno repetitivo
flagelar, proteina associada ao microtibulo de Trypanosoma cruzi, proteina

de membrana citoplasmadtica, e opcionalmente ligadores ou espacadores, em
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que um ou mais aminodcidos sao opcionalmente substituidos, adicionados ou
deletados em relacdo a sequéncia natural.

[0057] Em um aspecto especifico, a dita proteina recombinante ou
sintética compreende os fragmentos selecionados do grupo: aminoécidos 1 a
34 do fragmento do vetor (SEQ ID NO: 1), os aminoacidos 288 a 333 do
antigeno de superficie 2 (SEQ ID NO: 2), aminoacidos 1000 a 1013 da trans-
sialidase (SEQ ID NO: 3), aminoicidos 218 a 234 da proteina L19 de
subnidade ribossomal 60S (SEQ ID NO: 4) e aminoacidos 724-743 da trans-
sialidase (SEQ ID NO:5).

[0058] Em um aspecto preferencial, a dita proteina recombinante ou
sintética € apresentada pela SEQ ID NO: 21 ou uma sequéncia com 90% de
identidade com a SEQ ID NO: 21.

[0059] Em outro aspecto especifico, a dita proteina recombinante ou
sintética compreende os aminoacidos 1 a 34 do fragmento do vetor da SEQ
ID NO: 1, aminodcidos 31 a 97 da calpaina cisteina peptidase (SEQ ID NO:
6), aminoacidos 658 a 669 da trans-sialidase (SEQ ID NO: 7), aminodcidos
283 a 343 da trans-sialidase (SEQ ID NO: 8) e aminoicidos 166 a 231 do
antigeno de superficie 2 (SEQ ID NO: 9).

[0060] Em um aspecto preferencial, a dita proteina recombinante ou
sintética € apresentada pela SEQ ID NO: 22 ou uma sequéncia com 90% de
identidade com a SEQ ID NO: 22.

[0061] Em um outro aspecto especifico, a dita proteina recombinante
ou sintética compreende os aminodcidos 566 a 602 do antigeno de superficie
2 (SEQ ID NO: 10), os aminodacidos 2 a 44 da proteina de antigeno repetitivo
flagelar (SEQ ID NO: 11), aminoécidos 507 a 551 da trans-sialidase (SEQ ID
NO: 12), aminoécidos 236-284 da proteina .19 de subunidade ribossomal
60S (SEQ ID NO: 13) e aminoacidos 1 a 17 do fragmento do vetor (SEQ ID
NO: 14).

[0062] Em um aspecto preferencial, a dita proteina recombinante ou
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sintética € apresentada pela SEQ ID NO: 23 ou uma sequéncia com 90% de
identidade com a SEQ ID NO: 23.

[0063] Em ainda outro aspecto especifico, a dita proteina
recombinante ou sintética compreende os aminodcidos 288 a 334 do antigeno
de superficie 2 (SEQ ID NO: 2), os aminoacidos 776 a 809 da trans-sialidase
(SEQ ID NO: 15), aminoacidos 724 a 743 da trans-sialidase (SEQ ID NO:
16), aminoacidos 682 a 705 da trans-sialidase (SEQ ID NO: 17), aminoacidos
19 a 47 da proteina de antigeno repetitivo flagelar (SEQ ID NO: 11), os
aminodcidos 349 a 386 da proteina associada ao microtibulo (SEQ ID NO:
18), aminoacidos 74 a 92 da proteina de membrana citoplasmatica (SEQ ID
NO: 19), aminoécidos 1 a 68 da proteina de antigeno repetitivo flagelar (SEQ
ID NO: 20) e aminodcidos 1 a 18 da fragmento do vetor (SEQ ID NO: 14).
[0064] Em um aspecto preferencial, a dita proteina recombinante ou
sintética € apresentada pela SEQ ID NO: 24 ou uma sequéncia com 90% de

identidade com a SEQ ID NO: 24.

[0065] No presente pedido, os termos “peptideo”, “polipeptideo™ ou
“proteina” podem ser utilizados intercambiavelmente, e fazem referéncia a
um polimero de aminodcidos conectado por ligacdes peptidicas,
independentemente do numero de residuos de aminoacido que constituem esta
cadeia. Os polipeptideos, como aqui usados, incluem “variantes” ou
“derivados” dos mesmos, que se referem a um polipeptideo que inclui
variagdes ou modificagdes, por exemplo, substituicdo, delecdo, adi¢do ou
modificacdes quimicas em sua sequéncia de aminodcido em relagdo ao
polipeptideo de referéncia. Exemplos de modificagdes quimicas sao
glicosilagao, PEGlagao, PEG alquilagdo, alquilagcdo, fosforilagdo, acetilagdo,
amidacao, etc. O polipeptideo pode ser produzido artificialmente a partir de
sequéncias nucleotidicas clonadas através da técnica de DNA recombinante

(“polipeptideo recombinante™) ou pode ser preparado através de uma reacdo

de sintese quimica conhecida (“polipeptideo sintético™).
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[0066] Mais especificamente, o termo proteina recombinante ou
sintética da presente invencdo pode também ser entendido como poliantigeno,
antigeno multi-epitopo ou proteina quimérica.

[0067] A atividade imunogénica refere-se a capacidade que uma
substancia tem de induzir uma resposta imunologica.

[0068] O termo ‘“aminoicido” denota o grupo o-aminoacidos que
diretamente ou na forma de um precursor pode ser codificado por uma
sequéncia de DNA sintético. Os aminodcidos individuais sdo codificados por
acidos nucleicos consistindo de trés nucleotideos, conhecidos como cédons ou
terno de bases. Cada aminoécido é codificado por pelo menos um cédon. O
fato do mesmo aminodcido ser codificado por diferentes codons é conhecido
como “degeneracao do codigo genético”. O termo “aminoidcido”, como usado
no presente pedido, denota os oa-aminodcidos que ocorrem naturalmente,
compreendendo alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
glutamina, 4cido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, e valina.

[0069] O termo “codon” denota um oligonucleotideo consistindo de
trés nucleotideos que codifica um aminodcido definido. Devido a degeneragao
do codigo genético, a maioria dos aminodcidos € codificada por mais de um
codon. Estes diferentes codons que codificam o mesmo aminoidcido tém
diferentes frequéncias relativas de uso nos diferentes organismos. Portanto,
um aminoéacido especifico € codificado tanto por um cdédon exato ou por um
grupo de diferentes cddons. Da mesma forma, a sequéncia de aminoacidos de
uma proteina pode ser codificada por diferentes acidos nucleicos. Portanto,
um aminodcido especifico (residuo) em uma proteina pode ser codificado por
um grupo de diferentes cddons, cada um destes codons tendo uma frequéncia
de uso dentro de uma determinada célula ou organismo.

[0070] O termo “identidade” é definido como o grau de igualdade

entre sequéncias de DNA ou de aminodcidos quando comparados nucleotideo
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por nucleotideo ou aminodcido por aminodcido com uma sequéncia de
referéncia.

[0071] O termo “porcentagem de identidade de sequéncias” refere-se
a comparagdes entre polinucleotideos ou polipeptideos e € determinado por
duas sequéncias idealmente alinhadas, sob determinados parametros de
comparacgdo. Este alinhamento pode compreender gaps (espacos), gerando
intervalos quando comparadas a sequéncia de referéncia, que facilitam uma
comparacdo adequada das mesmas. De maneira geral, o cdalculo da
porcentagem de identidade considera o nimero de posi¢cdes onde o mesmo
nucleotideo ou aminoacido ocorre nas sequéncias comparadas a sequéncia
referéncia, sendo realizado através de diversos algoritmos de comparagdo de
sequéncias e programas conhecidos no estado da arte. Tais algoritmos e
programas incluem, mas ndo sao limitados a TBLASTN, BLASTP, FASTA,
TFASTA, CLUSTALW, FASTDB.

[0072] A presente invenc¢ao também prové antigenos purificados. Os
antigenos da presente invencdo podem ser purificados por qualquer método
conhecido na arte. Preferencialmente, podem ser utilizados métodos de
cromatografia. Em certas modalidades pode-se utilizar um cromatografo
semi-automatizado. Exemplos ndo limitativos incluem o método de afinidade,
troca i0nica, fase reversa e exclusao molecular. Pode-se utilizar qualquer
coluna conhecida na técnica adequada a purificacdo de polipeptideos. Em
certas modalidades da presente invencdo pode ser empregada uma coluna
cromatografica de afinidade carregada com ions metais tais como Cu(Il),
Zn(Il), Ni(II), Ca(1l), Co(Il), Mg(Il), Fe(IlI), AI(III) entre outros, ou com
moléculas com bioafinidade como imunoglobulinas, heparina, &4cidos
nucléicos, enzimas ou outro substrato ou ligante especifico para uma parte da
sequéncia de aminoadcidos dos antigenos, uma coluna de troca id0nica
carregada com grupamentos funcionais tais como carboxilatos e sulfonatos,

que podem ser trocados livremente com ions em solug¢do, € uma coluna de
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fase reversa que em alguns casos pode ser funcionalizada por ligantes
formados por cadeias de carbono. Os grupamentos funcionais destas colunas
estdo ligados a uma fase solida que pode ser composta, de forma ndo
restritiva, por polimeros de polissacarideos (agarose ou celulose) ou outras
matrizes como silica, dextran, estireno polimerizado, poliacrilamida, e
derivados dos referidos materiais. Ainda pode ser empregada uma citada
coluna de exclusdao molecular que pode ter uma fase s6lida composta por uma
matriz constituida por particulas esférica que variam de 5 a 100 um de
diametro, tendo como propriedade uma reduzida ou ausente reatividade ou
capacidade de adsorcdo. Ditas esferas devem conter poros com tamanhos que
variem de 0,22 a 1 pm.

[0073] Os tampdes de purificagdo utilizados podem ser aqueles
conhecidos na técnica. Em modalidades particulares, podem ser compostos
por reagentes como Tris, CAPS (4cido N-ciclohexil-3-
aminopropanosulfonico), MES (4cido 2-(N-morfolino) etanosulfonico), PBS
(tampdo de salina fosfatada), CABS (4acido 4-(Ciclohexilamino)-1-
butanosulfénico), ACES (acido N-(2-Acetamido)-2-aminoetanosulfonico),
ADA (4cido N-(2-Acetamido)iminodiacético), BES (4cido N,N-Bis(2-
hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico), AMP (2-amino-2-metil-1-propanol),
AMPD  (2-Amino-2-Metil-1,3-Propanodiol; amediol), HEPES (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico), EPPS (4cido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil Jpropanosulfonico), TAPS (N-[tris(hidroxietil)metil]-3-
aminopropanosulfonico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfonico), PIPES
(4cido 1,4-Piperazinediethanesulfonic, TES (N-[tris(hidroximetil)metil]-2-
aminoetanosulfonico), podendo ainda conter sais, 4cidos ou bases de fosfato,
carbonato, citrato, acetato e succinato, acido hidrocldrico, acido orto-fosforico
e bicarbonato, , Para resultar em eficiéncia podem variar em concentragoes
de 20 a 250 mM. Os tampodes de eluicio que requeiram mudanca de

condutividade para recuperacdo dos polipeptideos poderdo conter sais como
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KCl, NaCl ou imidazol. Os fragmentos antigénicos que compdem as proteinas
da presente inven¢ao podem ser obtidos de forma recombinante ou sintética.
Em uma modalidade particular, as proteinas recombinantes da presente
invencdo sao obtidas por meio de um sistema de expressao, o qual permite a
obtencdo das proteinas da presente invencao.

[0074] Por sistema de expressdo, entende-se um sistema
compreendendo as sequéncias nucleotidicas, as quais sdo capazes de codificar
proteinas associado a um organismo vivo.

[0075] Em um segundo aspecto, a presente invengao prové sequéncia
de DNA sintético que codificam as proteinas recombinantes ou sintéticas aqui
descritas.

[0076] As sequéncias de DNA sintético de acordo com a inven¢ao sao
representadas, de forma ndo limitativa, pelas SEQ ID NO:25-28, e suas
degeneracdes, ou sequéncias com 90% de identidade com as SEQ ID NO:25-
28. As sequéncias de DNA sintético das SEQ ID NO:25-28 codificam as
proteinas recombinantes ou sintéticas representadas pelas SEQ ID NO: 21-24,
respectivamente.

[0077] Os termos “sequéncia de DNA sintético” e “polinucleotideo”
sdo usados de forma intercambidvel, e referem-se a DNA. Os polinucleotideos
podem ser simples ou dupla fita. Exemplos nao limitantes de polinucleotideos
incluem genes, fragmentos de genes, éxons, introns, DNA complementar,
DNA gen6mico, DNA sintético, DNA recombinante, cassetes, vetores, sondas
e iniciadores. O termo “DNA recombinante” refere-se a qualquer sequéncia
nucleotidica artificial que resulta da combinacdo de sequéncias de DNA de
diferentes origens.

[0078] O termo “sequéncia de nucleotideos degenerada” denota uma
sequéncia de nucleotideos que inclui um ou mais codons degenerados quando
comparada com uma molécula de 4cido nucleico de referéncia que codifica

um dado polipeptideo. Cddons degenerados cont€ém diferentes tripletes de

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 24/115



171774

nucleotideos, mas codificam o mesmo residuo de aminoécido (p.ex., GAU e
GAC ambos codificam Asp).

[0079] Um técnico no assunto reconheceria que as degeneracoes sao
integralmente suportadas com base nas informacdes fornecidas no pedido e no
conhecimento comum do estado da técnica. Por exemplo, a degeneragcdo do
codigo genético (isto €, diferentes codons podendo codificar os mesmos
aminoacidos) € um conhecimento comum na técnica e a identidade do
aminodcido codificado por cada cédon € bem estabelecida.

[0080] Com base nas informagdes bem conhecidas e estabelecidas no
estado da técnica, o técnico no assunto € capaz de identificar as substitui¢oes
de nucleotideos que ndo alteram a sequéncia de aminodcidos resultante.
Assim, quando em posse tanto da sequéncia de nucleotideos de um gene
quanto da sequéncia de aminodcidos da proteina codificada, o técnico no
assunto identificard facilmente as degeneracOes que codificam a mesma
proteina, com a mesma sequéncia de aminoécidos.

[0081] Em um aspecto preferencial, as sequéncias de DNA sintético
da presente invencao tiveram os codons otimizados.

[0082] Em um aspecto ainda mais preferencial, as sequéncias de DNA
sintético da presente invencdo tiveram os codons otimizados para expressao
em procariotos.

[0083] Em um aspecto particular, as sequéncias de DNA sintético da
invencdo sao otimizadas para uso de codon para Escherichia coli.

[0084] As sequéncias nucleotidicas podem estar inseridas em cassetes
de expressdo, os quais sdo colocados em condicdes que conduzam a expressao
da proteina correspondente.

[0085] Em um terceiro aspecto, a presente inven¢ao prové um cassete
de expressdao compreendendo uma sequéncia de DNA sintético de acordo com
a invencao.

[0086] O cassete de expressdao pode compreender, ainda, sequéncias
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necessarias a sua expressdo, tals como, promotores, sequéncias
intensificadoras e terminadoras compativeis com o sistema de expressao.
Ademais, o cassete de expressao pode compreender sequéncias espacadoras,
sequéncias ligadoras e sitios de restricdo adequados. Além disso, o cassete
pode compreender, ainda, uma sequéncia codificante para cauda de histidina.
[0087] Em um quarto aspecto da presente invengdo, a presente
invencao prové um vetor de expressio compreendendo uma sequéncia de
DNA sintético ou um cassete de expressdao de acordo com a invencdo. Este
vetor de expressao pode ser utilizado para transformar uma célula hospedeira
e permitir a expressao da sequéncia de DNA sintético de acordo com a
invencdo na referida célula.

[0088] Com vantagem, o vetor de expressdo compreende elementos
reguladores que permitem a expressdo da sequéncia de DNA sintético e
elementos que permitem a sua sele¢ao na célula hospedeira de acordo com a
invencdo. Os métodos para selecionar estes elementos em funcdo da célula
hospedeira na qual a expressao € desejada, sdo bem conhecidos do versado na
técnica e amplamente descritos na literatura.

[0089] Os vetores podem ser construidos por técnicas cldssicas de
biologia molecular, bem conhecidas do versado na técnica. Exemplos ndo
limitantes de vetores de expressdo adequados para expressdo em células
hospedeiras sao plasmideos e vetores virais ou bacterianos.

[0090] Em um quinto aspecto, a presente invencao prové uma célula
hospedeira transformada/transfectada de maneira transitoria ou estavel com o
a sequéncia de DNA sintético, o cassete ou o vetor da invengdo. A sequéncia
de DNA sintético, o cassete ou o vetor pode estar contido na célula sob a
forma de epissoma ou sob forma cromossOmica.

[0091] A célula hospedeira pode ser uma célula de bactéria, levedura,
fungos filamentosos, protozodrios, insetos, células animais e vegetais.

[0092] Em um aspecto especifico, a célula hospedeira € uma célula
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bacteriana, preferivelmente uma célula de Escherichia coli.

[0093] Em um sexto aspecto, a presente inven¢do prové método para
produzir a proteina recombinante ou sintética de acordo com a invengao,
compreendendo a inser¢ao de uma sequéncia de DNA sintético, um cassete ou
um vetor de expressdo de acordo com a inven¢cdo em um sistema de expressao
in vivo e a coleta da proteina recombinante ou sintética produzida pelo
referido sistema. Numerosos sistemas de expressao in vivo, compreendendo o
uso de células hospedeiras adequadas, estdo disponiveis no comércio € a
utilizacdo destes sistemas € bem conhecida do versado na técnica.

[0094] Sistemas de expressdao particularmente adequados incluem
microrganismos, como bactérias transformadas com vetores de expressao de
DNA recombinante de bacteriéfago, plasmideo ou cosmideo; levedura
transformada com vetores de expressdo de levedura; sistemas de células de
insetos infectadas com vetores de expressdo de virus (por exemplo,
baculovirus); sistemas de células de plantas transformados com vetores de
expressao de virus (por exemplo, virus do mosaico da couve-flor, CaMV
[cauliflower mosaic virus]; virus do mosaico do tabaco, TMV [tobacco
mosaic virus]) ou com vetores de expressdo bacterianos (por exemplo,
plasmideos Ti ou pBR322); ou sistemas de cé€lulas animais. Também ¢&
possivel empregar sistemas de traducdo isentos de células para produzir os
polipeptideos da invencao.

[0095] A sequéncia de DNA sintético, cassete de expressao ou o vetor
¢ inserido em células hospedeiras procaridticas ou eucaridticas competentes.
Os clones recombinantes sdao selecionados e entdo, submetidos a anélise por
enzimas de restri¢ao e sequenciamento de DNA, possibilitando a confirmac¢ao
da sequéncia clonada, utilizando-se para isso métodos, kits e equipamentos
amplamente conhecidos por um técnico no assunto.

[0096] Assim, as sequéncias de DNA sintético da invencdo podem ser

preparadas usando tecnologia de DNA recombinante, em que um cassete ou
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vetor de expressdao compreendendo uma sequéncia de polinucleotideo da
invencdo, por exemplo, que codifica qualquer uma das proteinas
recombinantes ou sintéticas dos polipeptideos de SEQ ID Nos: 21 a 24, é
operacionalmente ligada a um promotor.

[0097] A introducdo da sequéncia de DNA sintético, cassete de
expressao ou o vetor que codifica uma proteina recombinante ou sintética da
presente invenc¢ao em cé€lulas hospedeiras pode ser realizada por meio de
métodos descritos em muitos manuais de laboratério padrdao, como Davis et
al., Basic Methods in Molecular Biology (1986) e Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY (1989).

[0098] A célula hospedeira transformada ou transfectada descrita
acima € depois cultivada em um meio nutriente adequado sob condigdes
conducentes que permitam a expressao das proteinas recombinantes da
invencdo. O meio usado para cultivar as células pode ser qualquer meio
convencional adequado para desenvolver as células hospedeiras, tal como
meio minimo ou complexo contendo suplementos apropriados. Os meios
adequados estdo disponiveis a partir de fornecedores comerciais ou podem ser
preparados de acordo com receitas publicadas (por exemplo, nos catdlogos da
American Type Culture Collection). As proteinas da invenc¢do produzidos
pelas células podem ser depois recuperados da célula ou do meio de cultura
por procedimentos convencionais incluindo separar as células hospedeiras do
meio pela centrifugacdo ou filtracdo, precipitando os componentes aquosos de
proteina do sobrenadante ou filtrado por meio de um sal, por exemplo, sulfato
de amonio, tratamento térmico, mudanca de pH, purificacio por uma
variedade de procedimentos cromatograficos, por exemplo cromatografia por
troca 1i0nica, cromatografia por exclusdo, cromatografia de interacdo
hidrofébica, cromatografia por filtracdo em gel, cromatografia por afinidade
ou similares, dependente do tipo de polipeptideo em questao.

[0099] O polipeptideo recombinante obtido € analisado e tratado de
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modo a solubilizi-lo, quando pertinente. O polipeptideo solubilizado €, entdo,
purificado e caracterizado bioquimicamente, utilizando-se, por exemplo,
métodos comuns ao campo da bioquimica, como HPLC, SDS-PAGE, Western
Blotting, focalizacdo isoelétrica com gradiente de pH, dicroismo circular,
espalhamento dindmico de luz. Por meio desses métodos, € possivel
determinar caracteristicas como, por exemplo, o rendimento da expressao do
polipeptideo recombinante; a pureza, a determinagcdo das caracteristicas das
estruturas secundarias, o grau de polidispersividade, além de outras
caracteristicas cuja determina¢do € importante para o desenvolvimento de
uma composicao para uso como reagente para diagnostico de doenca de
Chagas.

[00100] Os polipeptideos podem ser expressos “fusionados” a uma
etiqueta. O termo “‘etiqueta” ou o termo em ingl€s “tag” refere-se a sequéncias
codificadoras incorporadas proximas ao sitio multiplo de clonagem de um
vetor de expressao, possibilitando a sua tradug¢do concomitante e adjacente a
sequéncia do polipeptideo recombinante clonada. Assim, a etiqueta € expressa
fusionada ao polipeptideo recombinante. Tais etiquetas sdo bem conhecidas
no estado da técnica e incluem compostos e peptideos como poli-histidina,
poli-arginina, FLAG, glutationa-S-transferase, proteina ligante a maltose
(MBP), dominio ligante a celulose (CBD), Beta-Gal, OMNI, tioredoxina,
NusA, mistina, dominio ligante a quitina, cutinase, compostos fluorescentes
(como GFP, YFP, FITC, rodamina, lantanideos), enzimas (como peroxidase,
luciferase, fosfatase alcalina), compostos quimioluminescentes, grupos
biotinila, epitopos reconhecidos por anticorpos como ziper de leucina, c-myc,
dominios ligantes a metais e sitios de liga¢cdo para anticorpos secundarios.
[00101] Os polipeptideos também podem ser obtidos sinteticamente
usando métodos conhecidos na arte. Sintese direta dos polipeptideos da
invencdo pode ser realizada usando sintese em fase solida, sintese em solugdo

ou outros meios convencionais, utilizando geralmente grupos de prote¢ao do
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a-aminogrupo, da a-carboxila e/ou dos grupos funcionais das cadeias laterais
dos aminoacidos. Por exemplo, na sintese em fase so6lida, um residuo de
aminodcido adequadamente protegido € ligado através do seu grupo carboxila
a um suporte polimérico insoluvel, tais como uma resina reticulada de
poliestireno ou poliamida. Métodos de sintese em fase solida incluem tanto
métodos BOC e FMOC, que utilizam tert-butiloxicarbonil, e 9-
fluorenilmetiloxicarbonila como grupos protetores a-amino, respectivamente,
ambos bem conhecidos pelos técnicos no assunto (Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley and Sons, New York, 1995).

[00102] Os seguintes grupos protetores podem ser exemplos utilizados
para a sintese dos polipeptideos da invencao: 9-fluorenilmetiloxicarboil
(Fmoc), tert-butiloxicarbonil (Boc), carbobenziloxi (Cbz), 2-cloro-3-
indenilmetoxicarbonil (Climoc), benz(f)indeno-3-il-metdxicarbonil (Bimoc),
1,1-dioxobenzo[b]tiofeno-2-1l-metoxicarbonil (Bsmoc), 2,2,2-
tricloroetdxicarbonil (Troc), 2-(trimetilsilil)etoxicarbonil (Teoc),
homobenziloxicarbonil (hZ), 1,1-dimetil-2,2,2-tricloroetéxicarbonil (TCBoc),
1-metil-1 (4-bifenil)etoxicarbonil (Bpoc), 1-(3,5-di-t-butilfenil)-1-
metiletoxicarbonil (t-Bumeoc), 2-(2°- or 4’-piridil)etoxicarbonil (Pyoc),
viniloxicarbonil  (Voc),1-isopropilaliloxicarbonil  (Ipaoc), 3-(piridil)alil-
oxicarbonil (Paloc), p-metoxibenziloxicarbonil (Moz), p-nitrocarbamato
(PNZ), 4-azidobenzyloxycarbonyl (AZBZ), Benzil (Bn) MeO, BnO,
Metoximetil (Mom), metiltiometil (MTM), fenildimetilsililmetoximetil
(SMOM), t-butildimetilsilii (TBDMS), benziloximetil (BOM), p-
metoxibenziloximetil  (PMBM), nitrobenziloximetil (NBOM), p-
anisiloxymetil (p-AOM), pBuOCH20O-, 4-penteniloximetil (POM), 2-
metoxietoximetil (MEM), 2-(trimetilsilil)etoximetil (SEM), mentoximetil

(MM), tetrahidropiranil (THP), -OCOCOph, Acetil, CICH,CO,-,
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CO2CH2CC13, 2-(Trimetilsilil)etil (TMSE), 2(p-toluenosulfonil)etil (Tse).
(Greene T.W. Wuts P.G.M., Protective groups in organic synthesis, 3rd ed.,
John Wiley & Sons, INC, Nova York, EUA, 1999).

[00103] ApOs a reagdo quimica, os polipeptideos podem ser separados
e purificados por um método de purificagdo conhecido. Um exemplo de tais
métodos de purificacdo pode incluir uma combinagdo de extracdo por
solvente, destilacdo, cromatografia por coluna, cromatografia liquida,
recristalizagao e similares.

[00104] De acordo com o sexto aspecto da inveng¢ao, € fornecido um
método para produzir uma proteina recombinante ou sintética de acordo com
a invencao, compreendendo:

(a) transferir para uma célula hospedeira um polinucleotideo
da presente invencdo para obter uma célula hospedeira transformada ou
transfectada;

(b) cultivar a célula hospedeira transformada ou transfectada
para obter uma cultura de células;

(c) expressar o polinucletideo da presente invencdo em uma
célula hospedeira transformada ou transfectada para produzir um
polipeptideo; e

(e) isolar o polipeptideo da presente invencao da célula ou da
cultura de célula.

[00105] Em um sétimo aspecto, a invencdo prové uma composi¢ao,
compreendendo uma ou mais proteinas recombinantes ou sintéticas da
invencao.

[00106] Em um aspecto particular, a composi¢do € utilizada como

reagente para um método para diagnodstico de doenga de Chagas.

[00107] Adicionalmente, sdo providas composi¢Oes estabilizadas dos

antigenos da presente invencdo. As composi¢Oes estabilizadas da presente

invencdo resultam na auséncia de agregados proteicos, 0 que garante a nao
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interferéncia na interacdo antigeno-anticorpo, relacionada a agregaciao, nos
imunoensaios da presente invencao.

[00108] Em um aspecto particular da presente invenc¢ao, sdao providas
formulacoes de tampoes de armazenamento para purificacdo e estabilizacdo
dos antigenos da invenc¢ao. Os tampOes utilizados na presente invengdo sao
conhecidos na arte. Em modalidades especificas podem ser utilizados os
tampoes Tris-HCI, Tris, CAPS (acido N-ciclohexil-3-
aminopropanosulfonico), MES (4cido 2-(N-morfolino) etanosulfonico), PBS
(tampdo de salina fosfatada), CABS (4cido 4-(Ciclohexilamino)-1-
butanosulfénico), ACES (4cido N-(2-Acetamido)-2-aminoetanosulfonico),
ADA (4cido N-(2-Acetamido)iminodiacético), BES (acido N,N-Bis(2-
hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico), AMP (2-amino-2-metil-1-propanol),
AMPD  (2-Amino-2-Metil-1,3-Propanodiol; amediol), HEPES (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico), EPPS (4cido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil Jpropanosulfonico), TAPS (N-[tris(hidroxietil)metil]-3-
aminopropanosulfonico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfonico), PIPES
(4cido 1,4-Piperazinedietanesulfonico), TES (N-[tris(hidroximetil)metil]-2-
aminoetanosulfonico), rol, e bicarbonato. Os detergentes glicosidicos;
detergentes de poli(oxietileno), como familia Tween20 a 80, Nonidet-P-40;
polimeros de etilenoglicoéter, como Triton X-100 e X-114, e IGEPAL;
detergentes de sulfatos de alquil e sais de dodecilsulfatos, como SDS (dodecil
sulfato de sédio); detergentes de alquil sulfonatos, sal de docusato de sddio,
brometo de alquiltrimetilaménio, cloreto de benzalconio, cloreto de
benzetonio, hidroxido de benzetonio, brometo de dimetildioctadecilamonio,
brometo de dodeciltrimetilamonio, monohidrato de cloreto de
hexadecilpiridinio, brometo de hexadeciltrimetilamonio, cloreto de
metilbenzetdnio, brometo de miristiltrimetilaménio, ASB-14, C7zBO,
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, DDAO, SB3-14, SB3-18, SB3-8, sulfobetainas,

derivados de ciclodextrinas. Esses reagentes serdo efetivos sozinhos ou em
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combinagdo com sais como NaCl, KCl, (NH4),SO4 NH4Cl. As formulagdes
poderdo conter inibidores de proteases podendo ser empregado mas ndo
restrito a combinacdes de inibidores de proteases especificos para Escherichia
coli, comercialmente disponiveis como coquetéis de diversos fabricantes ou
combinagdes de inibidores de serina proteases, cisteina proteases, tripsina,
quimiotripsina, € plasmina, como AEBSF, Bestatin, Pepstatin A, E-64, entre
outros adequados ao microrganismo citado.

[00109] Em outro aspecto particular da presente invengao, sao providos
aditivos para as formulacOes de tampdes de armazenamento. Os aditivos
utilizados na presente invenc¢do sdao conhecidos na arte. Em modalidades
especificas podem ser utilizados aditivos e crioprotetores como glicerol,
acetamida, sucrose, trealose, lactose, glicose, sacarose, DMSO
(dimetilsufoxido), etilenoglicol, propilenoglicol, MPD (2-metil-2,4-
pentanediol), derivados de formamida; detergentes como DDM (dodecil B-D-
maltoside), OGP (octil B-D-glucoside); detergentes de sais biliares, como
deoxicolato, colato, glicolato, taurideoxicolato, sal de acido taurocdlico; acido
deoxicodlico, acido cdlico, dcido taurideoxicdlico, dcido glicolico, sarcosil, n-
laurilsarcosina, CTAB (brometo de cetil-trimetilamdnio), TTAB (brometo de
tetradeciltrimetilamonio),hiamina, N,N-Bis[3-(D-
gluconamido)propil]deoxicolamida, digitonina, saponina, N-Decanoil-N-
metilglucamina, 6xido de dimetildecilfosfina, 6xido de dodecildimetilfosfina,
N-Nonanoil-N-metilglucamina, N-octanoil-N-metilglucamina, span,
tiloxapol; detergentes glicosidicos; detergentes de poli(oxietileno), como
familia Tween20 a 80, Nonidet-P-40; polimeros de etilenoglicoéter, como
Triton X-100 e X-114, e IGEPAL; detergentes de sulfatos de alquil e sais de
dodecilsulfatos, como SDS (dodecil sulfato de so6dio); detergentes de alquil
sulfonatos, sal de docusato de s6dio, brometo de alquiltrimetilamonio, cloreto
de benzalcoOnio, cloreto de benzetonio, hidroxido de benzetdonio, brometo de

dimetildioctadecilamonio, brometo de dodeciltrimetilamonio, monohidrato de

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 33/115



26/74

cloreto de hexadecilpiridinio, brometo de hexadeciltrimetilamonio, cloreto de
metilbenzetdnio, brometo de miristiltrimetilaménio, ASB-14, C7zBO,
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, DDAO, SB3-14, SB3-18, SB3-8, sulfobetainas,
derivados de ciclodextrinas; diversos sais como NaCl, KCIl, NH4Cl, CaCl,,
(NH4)2SO4, MgCl,, NaH,PO4.H,0O, MgSO47H,0; desnaturantes como, ureia,
tioureia, guanidina, 4cido acético, 4cido tricloroacético, acido salicilico, dcido
sulfosalicilico, bicarbonato de sddio; redutores como DTT (ditiotreitol), DTE
(ditioeritritol), 2-mercaptoetanol, cisteina, cloreto estanoso (SnCly), acido
ascorbico (AA), iodoacetamida, cloroacetamida, tributilfosfina, hidrocloreto
de tris(2-carboxietil)fosfina. TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina), e TBTA (1-
benzil-1H-1,2,3-triazol-4-i11)metil]Jamina).

[00110] Em modalidades especificas da invencdo foram também
determinadas as concentra¢des nao agregantes de antigeno. Deste modo, as
concentragdes dos antigenos da presente invencdo na composi¢ao variam, de
um modo geral, de 0,01 a 10 mg/mL, preferencialmente, de 1,0 a 8 mg/mL.
[00111] Em um oitavo aspecto, a inveng¢dao prové o uso da proteina
recombinante ou sintética da invencdo ou de uma composi¢cdo como aqui
descrita para a manufatura de um reagente para diagnostico de doencga de
Chagas.

[00112] Em um aspecto particular da invencdo, o reagente € para ser
utilizado em kits para o diagnostico de doencga de Chagas.

[00113] Em outro aspecto particular, o reagente é para uso em um
método para a diagndstico de doenga de Chagas em uma amostra bioldgica.
[00114] De acordo a invengdo, as amostras podem ser amostras de
sangue total, soro, plasma, urina, saliva, ou outros fluidos bioldgicos suspeitos
de conterem IgG para Trypanosoma cruzi.

[00115] O nono aspecto da invencao prove kit para o imunodiagndstico
de doenca de Chagas. O kit compreende uma ou mais proteinas

recombinantes ou sintéticas ou uma composicdao compreendendo uma ou mais
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proteinas recombinantes de acordo com a presente invengao.
[00116] Opcionalmente, o dito kit compreende instrucoes de uso e

controle positivo de reacao.

[00117] Preferencialmente, o controle positivo de reacdo € um
anticorpo.
[00118] Adicionalmente, o kit compreende um meio de detec¢ao do

complexo antigeno/ anticorpo, o qual pode compreender um gerador de sinal,
capaz de gerar um sinal detectavel.

[00119] Os meios de deteccio podem ser aqueles conhecidos na
técnica. Um exemplo ndo limitativo do meio de deteccdo pode ser um
conjugado compreendido por um anticorpo acoplado a um composto gerador
de sinal, capaz de gerar um sinal detectavel.

[00120] Em um aspecto preferencial, os kits sdo desenvolvidos para
ensaios imunoenzimaticos (EIE) e microarranjo liquido.

[00121] Em um aspecto ainda mais preferencial, os ensaios
imunoenzimaticos (EIE) sdo ensaios do tipo indireto.

[00122] Em um décimo aspecto, métodos para diagnostico da Doenca
de Chagas sao também providos pela presente invencao.

[00123] Particularmente, o diagnéstico da doenca de Chagas ocorre
através da deteccdo de imunoglobulina anti-7. cruzi na fase cronica da
referida doengca em amostras de individuos. Preferencialmente, a
imunoglubulina € IgG.

[00124] O método para diagnéstico da Doenca de Chagas da presente
invencao, inclui, em geral, as seguintes etapas:

(a) prover uma ou mais proteinas recombinantes ou sintéticas
ou uma composi¢ao compreendendo uma ou mais proteinas recombinantes ou
sintéticas de acordo com a presente inven¢ao;

(b) contatar a dita uma ou mais proteinas recombinantes ou

sintética ou dita composicdo compreendendo uma ou mais proteinas
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recombinantes ou sintéticas com a amostra a ser testada por um tempo
suficiente e sob condi¢des suficientes para formacdo de complexos anticorpo/
antigeno;

(¢) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na etapa
(b), pela adicdo de um meio de detec¢do, capaz de gerar um sinal detectavel
na presenca do referido complexo antigeno/ anticorpo.
[00125] A presente invengdo serd doravante ilustrada por meio de
exemplos, os quais ndo pretendem, de forma alguma, serem limitativos
quando ao escopo e a abrangéncia da presente invengao.
Exemplos

Exemplo 1- Obtencao das proteinas recombinantes

[00126] As sequéncias de aminoécidos de antigenos de 7. cruzi foram
selecionadas da literatura (Houghton et al, 1999, Camussone et al 20009,
Hernandez et al 2010, Houghton et al 2009) e otimizadas com adigdo,
substitui¢ao ou delecao de um ou mais aminoacidos.

[00127] As otimizagOes efetuadas nas sequéncias obtidas da literatura
descritas a seguir sdao exemplificadoras e ndo pretendem ser limitantes quanto

ao escopo da presente invengao.

[00128] Proteina Recombinante IBMP 8-1, representada pela SEQ
ID NO: 21:
[00129] Os aminoacidos 35 a 98 da SEQ ID NO:21 sao referentes a

sequéncia obtida do artigo Houghton et al, 1999, em que as cisteinas das
posi¢cdes 58 e 76 foram substituidas por serinas para evitar oligomerizagao por
ligacao de grupos tiol.

[00130] Os aminoécidos 1 a 34 da SEQ ID NO: 21 referem-se a regiao
proveniente do vetor pET28, que foram introduzidos na sequéncia obtida da
literatura para expressao da proteina recombinante.

[00131] Os aminoécidos 99 a 128 referem-se a sequéncia obtida da

literatura.
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[00132] Proteina Recombinante IBMP 8-2, representada pela SEQ
ID NO: 22:
[00133] Os aminoacidos 35 a 251 da SEQ ID NO: 22 referem-se a

sequéncia obtida do artigo Herndndez et al., 2010, em que o aminoacido
treonina da posicdo 135 da sequéncia da literatura foi substituido por uma
arginina.

[00134] Os aminoécidos 1 a 34 da SEQ ID NO: 22 referem-se a regiao
proveniente do vetor pET28, que foram introduzidos na sequéncia obtida da

literatura para expressao da proteina recombinante.

[00135] Proteina Recombinante IBMP 8-3, representada pela SEQ
ID NO: 23:
[00136] Os aminodcidos 3 a 197 da SEQ ID NO: 23 referem-se a

sequéncia obtida do artigo Herndndez et al., 2010. Esta sequéncia também
esta disponivel no site NCBI como ADMO07453.1 TcBCDE, partial [synthetic
construct].

[00137] Os aminoicidos 198 a 214 da SEQ ID NO: 23 referem-se a
etiqueta com 6 histidinas proveniente do vetor pET28, que foi introduzida na

regido C-terminal da sequéncia obtida da literatura para expressao da proteina

recombinante.

[00138] Os aminodcidos das posicoes 1 e 2 da SEQ ID NO: 23
referem-se a nucleotideos para corte das enzimas de restricao.

[00139] Proteina Recombinante IBMP 8-4, representada pela SEQ
ID NO: 24:

[00140] Os aminodcidos 5 a 286 da SEQ ID NO: 24 referem-se a

sequéncia obtida do artigo de Houghton et al. (2009), em que o aminoacido
arginina da posi¢do 167 foi substituido por uma prolina e o aminoacido
prolina da posi¢ao 168 foi substituido por uma arginina.

[00141] Os aminoicidos 290 a 306 da SEQ ID NO: 24 referem-se a

regido proveniente do vetor pET28, utilizado para expressdao da quimera.
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[00142] Os aminoéacidos das posicoes 1 a 4 da SEQ ID NO:24 referem-
se a nucleotideos para corte das enzimas de restricdo mais um pequeno
espacador para flexibilizar a acdo da enzima. Dessa forma, obteve-se quatro
proteinas recombinantes denominadas de IBMP 8-1, IBMP 8-2, IBMP 8-3 e
IBMP 8-4, descritas em detalhes na tabela abaixo.

[00143] As SEQ ID NO: de cada proteina recombinante, isto €, IBMP
8-1, IBMP 8-2, IBMP 8-3 ¢ IBMP 8-4, bem como as SEQ ID NO: dos
antigenos que compoOe as referidas proteinas recombinantes também estdo

representadas na tabela abaixo.

Tabela 1: Proteina recombinante e suas sequéncias, fragmentos que compde
cada proteina recombinante e sequéncia de DNA sintético que codifica cada

proteina recombinante.

SEQ
Proteinas Nome da Sequéncia no Posicao dos ID
Recombinantes GenBank No. de Acesso Aminacidos NO:
Fragmento do vetor
pET28 1-34 1

Surface antigen 2 (CA-2) -
T. cruzi strain CL Brener XP _813516.1 288-333 2

Trans-sialidase - 7. cruzi
strain CL Brener XP 813586.1 1000-1013 3

60S ribosomal protein L19
- T. cruzi strain CL Brener XP_820995.1 218-234 4

Trans-sialidase - T. cruzi

IBMP-8.1

cruzi PBJ71599.1 724-743 5
Fragmento do vetor

pET28 1-34 1
Calpain cysteine peptidase

- T. cruzi strain CL Brener XP_804989.1 31-97 6

IBMP-8.2  trans-sialidase
[Trypanosoma cruzi strain
CL Brener] XP_806228.1 658-669 7

trans-sialidase, partial
[Trypanosoma cruzi strain ~ XP_802385.1 283-343 8
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CL Brener]
Surface antigen 2 (CA-2) -

T. cruzi strain CL Brener XP_818927.1 166-231 9
surface antigen 2 (CA-2)
[Trypanosoma cruzi cruzi] PBJ69634.1 566-602 10
Flagellar repetitive antigen
protein, partial - 7. cruzi AAA30177.1 2-44 11
trans-sialidase, partial
IBMP-8.3 [Trypanosoma cruzi] ADX23545.1 507-551 12
60S ribosomal protein L.19
- T. cruzi strain CL Brener XP_808122.1 236-284 13
Fragmento do vetor
pET28 1-17 14
Surface antigen 2 (CA-2) -
T. cruzi strain CL Brener XP_813516.1 288-334 2
trans-sialidase
[Trypanosoma cruzi strain
CL Brener] XP_820186.1 776-809 15
trans-sialidase
[Trypanosoma cruzi cruzi] PBJ71599.1 724-743 16
trans-sialidase
[Trypanosoma cruzi cruzi] PBJ74496.1 682-705 17
Flagellar repetitive antigen
IBMP-8.4 pr'otein - T. cruzi . AAA30177.1 19-47 11
microtubule-associated
protein, partial
[Trypanosoma cruzi strain
CL Brener] XP_803031.1 349-386 18
kinetoplastid membrane
protein KMP-11
[Trypanosoma grayi] XP_009316503.1 74-92 19
Flagellar repetitive antigen
protein, partial - 7. cruzi AAA30197.1 1-68 20
Fragmento do vetor
pET28 1-18 14
Proteina
recombinante
(IBMP-8.1) 21
Proteina recombinante (IBMP-8.2) 22
Proteina recombinante (IBMP-8.3) 23
Proteina recombinante (IBMP-8.4) 24
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Sequéncia de 4cido nucleico que codifica a

proteina recombinante IBMP 8-1 25
Sequéncia de 4cido nucleico que codifica a
proteina recombinante IBMP 8-2 26
Sequéncia de 4cido nucleico que codifica a
proteina recombinante IBMP 8-3 27
Sequéncia de 4cido nucleico que codifica a
proteina recombinante IBMP 8-4 28

Exemplo 2- Sintese das sequéncias de DNA

[00144] A sintese do DNA correspondente a cada proteina
recombinante foi solicitada a uma empresa externa (GenScript, EUA). Em
laboratorio, os genes foram clonados no vetor de expressio pET28a
(plasmideo comercial, Novagen).

[00145] Assim, as proteinas recombinantes IBMP 8-1 a IBMP 8-4
deram origem as sequéncias de DNA correspondentes, representadas pelas

SEQ ID Nos: 25 a 28, respectivamente.

Exemplo 3- Padronizacao da producio das proteinas recombinantes

[00146] As proteinas foram expressas em E.coli B121 star (DE)3 e
posteriormente foram purificadas por pelo menos duas etapas de
cromatografia liquida. Varias condi¢Oes de expressdo e purificacdo foram
testadas e selecionadas de acordo com o rendimento/litro de cultura de células
com a maior pureza possivel.

[00147] O cultivo de células de E. coli foi padronizado igualmente para

as 4 moléculas. Resumidamente:

[00148] Tabela 2: Padronizacao das células E. coli
Materiais Valores
Célula E. coli BL21 STAR (DE3)
quimicamente competente
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Plasmideo pET28a
Meio de cultivo LB com Lennox, E. S. (1955)
canamicina (50 ug/mL)
IPTG Concent. Final 0,5 mM
[00149] Inoculou-se uma coldnia da bactéria transformada com o

plasmideo em 220 mL de LB + 50 pg/mL canamicina. Incubou-se a 37°C,
200 RPM, 16 horas. Com 25 mL desta pré-cultura inoculou-se 475 mL de LB
+ 50 pg/mL canamicina. Os frascos foram encubados a 37°C e 200 RPM até
atingir D.O. 600 préxima de 0,8 (cerca de 1h e 45min). A inducdo da
expressao das proteinas ocorreu por adicdo de IPTG para a concentragao final
de 0,5 mM e a seguir os frascos foram mantidos a 37°C e 200 RPM por 4
horas. As cé€lulas foram coletadas por centrifugacdao (10 min a 8.000 rpm),
pesou-se a massa umida de células e congelou-se o pellet a -20°C ou -80°C
até a lise e preparo do extrato de proteinas totais para purificagao.

[00150] As células foram descongeladas e resuspendidas em tampao de
lise (50 mM Tris-HCI, 0,3 mM NaCl, ImM PMSF). O material foi
centrifugado 20 min a 20.000 x rpm a 4°C. O sobrenadante foi injetado no
cromatégrafo e purificado com pequenas diferengas especificas para cada
proteina como a seguir:

[00151] Proteina IBMP 8-1: Tampdes de cromatografia de afinidade
em coluna de niquel: A= 20 mM Fosfato de Na, 300mM NaCl, 5 mM
imidazol, ImM PMSF, pH7.5. Tampao B= idem ao A, porém com 1,5M de

1midazol. Gradiente conforme a tabela:

[00152] Tabela 3: Gradientes da cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens do néo ligado 2al15CV
Fluxo de injecdo de amostra I mL/min
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Fluxo de eluicdo I mL/min
Concentracdo alvo de B I,5M
Concentrac¢do alvo de B 100%
Volumes de coluna 15CV
[00153] As melhores fracdes foram selecionadas para serem melhor

purificadas na segunda cromatografia que € uma troca idonica em resina SP
Tampao A=20 Mm Fosfato de Sédio, 20 mM NaCl, 1 mM PMSF, pH6.5
Tampao B=idem ao A, porém com 1,5 M NaCl. O gradiente desta

cromatografia € como a seguir:

[00154] Tabela 4: Gradientes da cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens nao ligado 2al10CV
Fluxo de injecdo de amostra I mL/min
Fluxo de eluicao I mL/min
Concentracgdo alvo de B 100%
Volumes de coluna 10a15
[00155] Proteina IBMP 8-2: Tampdes de cromatografia de afinidade

em coluna de niquel: A=50mM Tris HCI, 300mM NaCl, 5SmM imidazol, pH
8, 0.5 mM PMSF. Tampao B=idem ao A, porém com 1000 mM imidazol.

Gradiente desta cromatografia conforme tabela:

[00156] Tabela 5: Gradientes utilizados para cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens do nao ligado 2al0CV
Fluxo de injecao de amostra I mL/min
Fluxo de eluicdo I mL/min
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Concentracdo alvo de B 100%
Volumes de coluna 20 CV
[00157] As melhores fracdes foram selecionadas para serem melhor

purificadas na segunda cromatografia que € uma troca idnica em resina SP:
Tampao A=20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, ImM PMSF, pH8. Tampao

B=idem ao A, porém com 1 M NaCl. Gradiente desta cromatografia conforme

tabela:
[00158] Tabela 6: Gradientes utilizados para cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens nao ligado 2al10CV
Fluxo de inje¢do de amostra I mL/min
Fluxo de eluicao I mL/min
Segmento da lavagem 1
Concentragdo alvo de B 100 %
Extensdo do gradiente 20 CV
[00159] Proteina IBMP 8-3: Tampdes de cromatografia de afinidade

em coluna de niquel: Tampao A=20 mM Fosfato Na, 300mM NaCl, SmM

imidazol, ImM PMSF, pH 7.5. Tampao B=idem ao A, porém com 1000 mM

imidazol. Gradiente desta cromatografia conforme tabela:

[00160] Tabela 7: Gradientes utilizados para cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens do nao ligado 2al15CV
Fluxo de injecao de amostra I mL/min
Fluxo de eluicdo I mL/min
Concentracdo alvo de B 100 %

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 43/115




36/74

Extensdo do gradiente 10 CV

[00161] As melhores fragdes sido selecionadas para serem melhor
purificadas na segunda cromatografia que € uma troca idnica em resina:
Tampao A=0 mM fosfato de Na, 20mM NaCl, ImM PMSF, pH 6,5. Tampao

B=idem ao A, porém com 1 M NaCl. Gradiente desta cromatografia conforme

tabela:
[00162] Tabela 8: Gradientes utilizados para cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens nao ligado 2al10CV
Fluxo de inje¢do de amostra I mL/min
Fluxo de eluicao I mL/min
Concentracgdo alvo de B 100 %
Extensdo do gradiente 20 CV
[00163] Proteina IBMP 8-4: Tampodes de cromatografia de afinidade

em coluna niquel: Tampao A=50 mM TrisHCI, 260 mM NaCl, 3 mM
Imidazol, 1 mM PMSF, pH 8. Tampao B=idem ao A, porém com 500 mM

imidazol. Gradiente desta cromatografia conforme tabela:

[00164] Tabela 9: Gradientes utilizados para cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens do nao ligado 2al0CV
Fluxo de injecao de amostra 2 mL/min
Fluxo de eluicdo I mL/min
Concentragdo alvo de B 90 %
Extensdo do gradiente 20 CV
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[00165] As melhores fragdes sido selecionadas para serem melhor
purificadas na segunda cromatografia que € uma troca idnica em resina SP:

Tampao A=50 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 1 mM PMSF, pH 8. Tampao

B=idem ao A, porém com 1 M NaCl. Gradiente desta cromatografia conforme

tabela:
[00166] Tabela 10: Gradientes utilizados para cromatografia:
Etapa Valor
Lavagens nao ligado 2al0CV
Fluxo de injecao de amostra I mL/min
Fluxo de eluicdo I mL/min
Concentracgdo alvo de B 80 %
Extensdo do gradiente 20 CV

Exemplo 4 - Determinacao da concentraciao das proteinas recombinantes

[00167] As proteinas recombinantes ou sintéticas IBMP 8-1 a IBMP 8-

4 foram quantificadas através de fluorimetria utilizando o equipamento Qubit
2.0 (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). As amostras de
interesse foram misturadas a solucdo fornecida pelo fabricante, incubadas por
2 minutos e a fluorescéncia emitida determinada pelo equipamento.

[00168] Dois lotes das proteinas IBMP foram produzidos e purificados,
sendo o lote 1 utilizado para o estudo do potencial diagndstico e o segundo
para caracterizagdo da estrutura secunddria em diferentes condi¢Oes fisico-

quimicas, conforme tabela abaixo:

[00169] Tabela 11: Lotes de producdo dos PRP-IBMP
Lotes PRP-IBMP Lote de producio Concentracio (mg/ml) Finalidade de uso

8.1 150613 0.5

1 8.2 270613 0.7 Anilise do potencial diagndstico e
8.3 020913 1.0 Ensaios de Reprodutibilidade
8.4 080813 1.8
8.1 180613 1.3 ..

, 5.2 180613 2.0 Cm“‘fi‘i&;‘; st

- 8.3 291013 3.0 . .
n 090813 ) Ensaios de Reprodutibilidade
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Exemplo 5- Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil

sulfato de sodio (SDS-PAGE)

[00170] A pureza e a integridade das proteinas recombinantes foram
avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfato de s6dio (SDS-PAGE), conforme descrito a seguir:

[00171] Aliquotas dos PRP-IBMP (1 pg/poco) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970). Os géis de
concentragdo (stacking gel) e de separacdo (running gel) foram preparados a
uma concentragdo de acrilamida de 4,5% e 13%, respectivamente. As
proteinas recombinantes IBMP 8-1 a IBMP 8-4 foram avaliados submetendo
o gel a coloragdo pelo Coomassie Blue R250 (Bio-Rad). Como marcador de
peso molecular foi utilizado o Kaleidoscope™ Prestained Standards
(BioRad).

[00172] A andlise eletroforética das proteinas IBMP mostrou presenca
de bandas intensas e bem conservadas para as quatro moléculas, com excec¢ao
para a pequena degradacdo observada na proteina IBMP 8-4. O resultado das
purificacoes € demonstrado na Figura 1.

Exemplo 6 - Determinacao do Potencial Diagnodstico

[00173] Foram empregadas a técnica de ELISA e de microarranjo
liquido (material da marca Luminex®) usando um painel de soros humanos
ndao comercial e bastante heterogé€neo, oriundo de varios Hemocentros e

Institui¢oes publicas do Brasil.

ELISA:

Exemplo 7 - Padronizacdo do ensaio imunoenzimdtico indireto (ELISA
indireto)

Selecao do sistema-tampao para sensibilizacdo das microplacas:

[00174] As proteinas recombinantes IBMP 8-1 a IBMP 8-4 foram

submetidas a diferentes condi¢cdes de pH e forca idnica visando obter

informacoes sobre o conteudo de estrutura secundaria e estado de
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oligomerizacdo. Para esta finalidade foram utilizadas as metodologias de
dicroismo circular (DC) e espalhamento dindmico da luz (EDL) quando as
proteinas recombinantes IBMP 8-1 a IBMP 8-4 encontravam-se nos sistemas-
tampao carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), fosfato de sédio (50 mM pH
7,5) e 4cido 2-N-morfolinoetanosulfénico (MES; 50 mM pH 5,5). Os
espectros de CD para as proteinas recombinantes foram determinados no
espectropolarimetro JASCO J-815 (Hachioji, Tokio, Japao), equipado com
um controlador de temperatura acoplado a um banho de agua circulante,
denominado Peltier type CD/FL cell (Jasco, Tokio, Japao). Foram utilizadas
cubetas retangulares de quartzo de 1 mm de caminho O&ptico. O
espectropolarimetro foi programado para gerar médias espectrais a partir de
quatro aquisicoes e, em cada uma delas, mediu-se a elipcidade em graus na
regido do UV, no intervalo de comprimento de onda de 260 nm a 190 nm,
com uma velocidade de 100 nm/min. O estado de agregacao e oligomerizacao
das proteinas IBMP 8-1 a IBMP 8-4 foram avaliados através do EDL. O
coeficiente de difusdo foi determinado a partir da taxa de decaimento de
intensidade e foi utilizado para calcular o raio hidrodinamico (Rh) da proteina
através da equacado de Stokes-Einsteis (DT=KBT (6nnRh)-1. A aquisi¢do dos
dados foi realizada no equipamento Dynamic Light Scattering DynaPro
NanoStar (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara-CA, EUA) e a sua andlise
no programa Dynamics 7.1.7.16.

[00175] Os resultados do EDL e os espectros de DC, obtidos quando as
proteinas recombinantes se encontravam nos sistemas-tampao carbonato de
sédio (50 mM, pH 9,6), fosfato de sédio (50 mM, pH 7,5) e MES (50 mM,
pH 5,5), encontram-se descritos na Tabela 12 e na Figura 2, respectivamente.
[00176] Tabela 12: Analise do espalhamento dindmico da luz para as

proteinas recombinantes
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PEP Massa Raio hidrodinamico Peso molecular Polidispersividade
IBEMP (%) {nm) {(kDa) (%)
Carbonato de sodio (50 mM pH 9,6)
8.1 940 23 24 7.2
8.2 99.8 3.8 76 15.5
8.3 97.9 3.9 80 10.2
8.4 97.7 472 98 143
Fosfato de sodio (50 mM pH 7.5)
8.1 96.6 2.1 20 11.8
8.2 995 3.7 72 18.1
83 993 41 o4 11.5
8.4 97.7 43 103 237
MES (50 mM pH 5.5)
8.1 79.6 2.7 35 11.8
8.2 94 5 3.5 65 159
8.3 993 3.3 57 28.2
8.4 995 4.0 84 342
[00177] Padronizacao dos componentes do ELISA indireto
[00178] Os ensaios imunoenzimaticos indiretos no formato ELISA

foram padronizados de forma a determinar a quantidade 6tima das proteinas
recombinantes, bem como a melhor titulacdo do anticorpo secundério
(checkboarder titration) e das amostras séricas. Em microplacas de
poliestireno de 96 cavidades de fundo chato (Nunc MaxiSorp®, EUA) foram
distribuidos 100 ul da solu¢do tampao carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6)
contendo quantidades distintas dos antigenos recombinantes (200, 100, 50, 25
e 12,5 ng). Cada um dos IBMP foi utilizado separadamente como antigeno de
captura. Apds adicdo dos antigenos, a sensibilizacdo ocorreu através do
acréscimo de 100 ul da solu¢do WellChampionTM lote 130703 (Ken-Em-Tec
Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) por cavidade e, apds um periodo de
incubacdo de 15 min a temperatura ambiente, as microplacas foram
esvaziadas por inversdo e colocadas em estufa a 37°C por 20 minutos para
secagem (Quimis® Estufa incubadora Q316M2, Diadema, Brasil). Ao final
deste tempo, as microplacas encontravam-se prontas para uso. Para a
padronizacdo do ELISA indireto foram utilizadas em duplicata amostras
séricas de quatro individuos negativos e trés positivos para a doenca de

Chagas nas dilui¢des de 25, 50, 100 e 200 vezes utilizando o tampdao PBS-T
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(fosfato de s6dio 10 mM - NazPOQy, cloreto de sédio 150 mM - NaCl e Tween-
20 0,05%, pH 7,2) acrescido de extrato de E. coli 2%. Seis cavidades sem
adicdo de antigeno (somente tampao de dilui¢do, denominadas “SS”) e seis
cavidades sensibilizadas, porém sem adicdo de amostra sérica (denominadas
“branco”) foram utilizadas como controle negativo. Apds sensibiliza¢ao, 100
ul das amostras séricas diluidas foram adicionadas a cada cavidade. As placas
foram seladas e incubadas em estufa a 37°C por 60 min (Quimis® Estufa
incubadora Q316M2, Diadema, Brasil). Ao final deste periodo e com auxilio
da lavadora de microplacas WellwashTM Microplater Washer (Thermo
Scientific™, Finlandia), as placas foram lavadas cinco vezes com adicdo de
300 ul de tampao PBS-T para retirada do material ndo adsorvido. A cada
ciclo de lavagem, o tampao era deixado em contato com as cavidades por 1
min. Em seguida, foram adicionados 100 pl do anticorpo secundéario diluido
em PBS-T em cada cavidade. O anticorpo secundério, lote 135EXCJAP0047,
foi conjugado a peroxidase no Laboratorio de Tecnologia Diagndstica
(LATED, Biomanguinhos, FIOCRUZ-RJ). Trata-se de uma antiglobulina
humana (anti-IgG) produzida a partir da inoculacdo de IgG humana em cabra,
a qual encontrava-se em uma concentracdo final de 14 mg/mL. Para a
padronizacdo da reacdo de ELISA, o anticorpo secundério foi avaliado nas
dilui¢des de 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:4.000, 1:20.000, 1:40.000 e 1:80.000.
As microplacas foram novamente seladas e incubadas em estufa a 37°C por
30 minutos (Quimis® Estufa incubadora Q316M2, Diadema, Brasil). Ao final
da incubagdo, as microplacas foram lavadas conforme descrito anteriormente.
A cada cavidade foram adicionados 100 puL do substrato TMB Plus lote
111011 (Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) e, apos 10
minutos e sob abrigo da luz, adicionou-se 50 ul de H,SO4 0,5M com objetivo
de parar as reagdes, as quais foram quantificadas no fotdmetro de microplacas
Multiskan® FC (Thermo ScientificTM, Finlandia) com filtro de 450 nm. Para

a interpretacdo dos dados, os valores de DO obtidos das cavidades

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 49/115



42 /74

denominadas branco foram subtraidos das DO das amostras. Em seguida as
médias aritméticas dos valores das DO das amostras positivas € negativas
foram calculadas, bem como os seus respectivos desvios padrao, utilizando o
programa Microsoft Excel 2010. Os critérios estabelecidos para a
determinacdo das condi¢Oes Otimas basearam-se na maior distincia entre a
média aritmética das DO das amostras positivas daquela obtida para as
amostras negativas acrescida a trés desvios-padrao (DP). Além disto, foi
estabelecido para esta padronizacdo que a média aritmética das DO das
amostras positivas deveriam obrigatoriamente ultrapassar valores de 1,000 e
das amostras negativas nao atingir o valor de 0,200, ou de 0,300 caso

considerasse X DO + 3DP.
A proteina IBMP-8.1 foi avaliada inicialmente utilizando as quantidades de

200, 100, 50, 25 e 12,5 ng do antigeno por cavidade, além de diferentes
dilui¢des do anticorpo conjugado (500, 1.000, 2.000 e 4.000 vezes) e das
amostras séricas, a saber: 25 (Figuras 3A e 3B), 50 (Figuras 3C e 3D), 100
(Figuras 3E e 3F) e 200 vezes (Figuras 3G e 3H).

[00179] Posteriormente, o experimento foi repetido utilizando 50, 25 e
12,5 ng do antigeno por cavidade e amostras séricas diluidas 100 (Figuras 4A
e 4B) e 200 vezes (Figuras 4C e 4D). Nesta nova situacdo o conjugado foi
usado quando diluido 20.000, 40.000 e 80.000 vezes.

[00180] A maior diferenca encontrada entre a média aritmética do sinal
(DO) das amostras positivas € a média aritmética do sinal das amostras
negativas acrescida de trés desvios-padrio foi encontrada ao utilizar 25 ng da
proteina IBMP-8.1 por cavidade somada a dilui¢do sérica de 100 vezes e do
conjugado de 40.000.

[00181] Tabela 13: Andlise da densidade oOtica das amostras
submetidas a proteina recombinante 8.1 (PRP-IBMP-8.1):
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. PRP XDONEG — % DO NEG + 30

Comjugado vy, Soro 122 o +3g YDOPOS * X DO POS) }
song 1100 0369 0060 0550 1.568 1.018
1200 0267 0095 0551 1.487 0.936
11000408 0280 1.047 1784 0.536

1:20000  25ng
® 1200 0263 0041 0387 1389 1.002
12fng 110 0327 0091 000 1592 0.992
1200 0226 0049 0371 1360 0.988
) 1100 0180 0044 0313 1325 1.012
002 000 0159 0045 0296 1.040 0.744
1100 0179 0.034 0280 1302 1,022
1:40.000  25ng
1200 0153 0023 0223 1.017 0,794
hsee 1100 0178 0028 0263 1073 0.810
® 1200 0158 0015 0202 0.927 0.724
- 1100 0149 0031 0243 0.806 0.564
002 000 0134 0031 0227 0.548 0,322
Lsoo0s  2ene 1100 0146 0034 0218 0.798 0,580
® 1200 0133 0025 0208 0.585 0377
1100 0.145 0009 0.173 0.734 0.561
12502 1000 0120 0021 0183 0,583 0.400
[00182] A proteina recombinante 8.2 (PRP-IBMP-8.2) foi avaliada nas

quantidades de 50, 25 e 12,5 ng por cavidade e amostras séricas diluidas 100
(Figuras 5A e 5B) e 200 vezes (Figuras 5C e 5D). O conjugado foi usado
quando diluido 20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A andlise da DO demonstrou
que a maior diferenca observada entre a média aritmética do sinal das
amostras positivas e a média aritmética do sinal das amostras negativas
acrescida de trés desvios-padrdo foi conseguida utilizando 12,5 ng do
antigeno, aliada a dilui¢do sérica de 100 vezes e do anticorpo secundério de
40.000, conforme Tabela 14.

[00183] Tabela 14: Andalise da densidade oOtica das amostras
submetidas a proteina recombinante 8.2 (PRP-IBMP-8.2)
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Conjugado [lgl:fp Soro fﬂ']?g o X I:_(;]:,EG X DO POS (%IE_;)II:;{;;;U)
song 1100 0846 0329 1.835 2322 0,487
® 1200 0624 0318 1.579 1772 0,193
- ysge 1100 0439 0157 0.910 1.758 0.848
® 1200 0345 0253 1.105 1.529 0.424
12 sqg 1100 0366 0064 0.558 1.297 0.739
® 1200 0337 0127 0.718 1412 0.694
] 1:100 0489  0.197 1.080 1.388 0.308
088 o0 0324 0110 0.654 1.043 0.389
1:100 0,196 0042 0.324 1.118 0.795

1:40.000 25ng
1200 0171 0,024 0.243 0.890 0,647
125ne 1100 0196 0027 0.276 1.097 0.821
S 1:200 0239 0,094 0.521 0.841 0.320
song 1100 0348 0124 0.719 0.968 0.248
S 1200 0244 0,067 0445 0.702 0.256
1550000 rspe 1100 0191 0097 0.483 0.755 0273
® 1200 0.160  0.063 0.349 0.613 0.264
1:100 0,156 0,008 0.179 0.738 0,559
12502 1200 0145 0026 0223 0.580 0357
[00184] A proteina recombinante IBMP 8.3 (PRP-IBMP-8.3) foi

avaliado nas quantidades de 50, 25 e 12,5 ng por cavidade e diluicdes séricas
de 1:100 (Figuras 6A e 6B) e 1:200 (Figuras 6C e 6D). O conjugado foi usado
quando diluido 20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A maior diferenca observada
entre a média aritmética das DO das amostras positivas € a média aritmética
das DO das amostras negativas acrescida de trés desvios-padrao foi de 1,335,
conforme Tabela 15.

[00185] Tabela 15: Andlise da densidade oOtica das amostras
submetidas a proteina IBMP 8.3 (PRP-IBMP-8.3)

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 52/115



45174

. PRP X¥DONEG — ¥ DO NEG + 30
Comjugado  pvp Soro (PO o g RO AR (—(_Ju’lzucm:)s):I
sone V100 0647 0304 1560 2356 0.797
1200 0482 0299 1378 2334 0.956
20000 250 FI00 0572 0254 133 5488 1.154
£ 1200 0359 0241 1,083 2,244 1.161
1250 F100 0518 0223 L6 2453 1268
1200 0343 0246 1082 2,023 0.941
] 1100 0328 0131 0722 1.490 0.768
002 000 0224 0106 0543 1.269 0.726
1100 0.192 0026 0271 1.607 1,335
1:40.000  251g
1200 0206 0108 0531 1.246 0.715
psge 1100 0303 014l 0725 1.461 0.736
® 1200 0221 0069 0428 1.184 0.756
1100 0218 0092 0493 1.119 0.626
002 00 0431 0015 0175 0.958 0,783
L5000  250e 1100 0261 0186 0820 1129 0309
#1200 0140 0038 0254 0.806 0,552
1100 0219 0127 0.601 0.947 0346
12502 1500 0144 0034 0246 0.704 0.458
[00186] A otimizacdo dos componentes do ELISA para a proteina

recombinante 8.4 (PRP-IBMP-8.4) foi realizada utilizando o antigeno nas

quantidades de 50, 25 e 12,5 ng por cavidade e amostras séricas diluidas 100

(Figuras 7A e 7B) e 200 vezes (Figuras 7C e 7D). Conforme Tabela 16, a

maior diferenca encontrada entre a média aritmética da DO das amostras

positivas e a média aritmética da DO das amostras negativas acrescida de trés

desvios-padrao foi de 1,414 ao utilizar 25 ng do PRP-IBMP-8.4 somada a

diluicdo sérica de 1:100 e do anticorpo secundéario 1:40.000.

[00187]

Tabela 16: Analise da densidade otica das amostras

submetidas ao PRP-IBMP-8.4
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. PRP XDONEG — XDONEG + 30
Conjugado vy Soro 1P0 o +3g  YDOPOS = X DO POS) )
_ 1:100 0.405 0,159 (0883 2.267 1.383
501g 1:200 0307 0.168 0,810 2.042 1232
1:20.000 25 ne 1:100 0,384 0.141 0808 2.141 1.333
- 1:200 0,288 0,180 0,829 1.903 1.074
12.5 ng 1:100 0,342 0,148 0,787 2,086 1.300
= 1:200 0.203 0.069 0412 1.776 1364
~ 1:100 0.236 0.049 0384 1.779 1.394
50ng 1:200 0.163 0,016 0211 1.536 1.325
1:100 0.179 0.024 0,252 1.667 1.414
1:40.000  25ng ’
1:200 0.165 0,016 0213 1.404 1.191
195 e 1:100 0,219 0.060 0398 1.402 1.003
- 1:200 0.184 0.039 0,299 1.183 0884
50 1g 1:100 0.134 0,008 0,160 0,995 0,836
- 1:200 0,117 0.006 0,134 0,813 0,679
1-50.000 25 ng 1:100 0.133 0.006 0,152 0,889 0,737
- 1:200 0.113 0.006 0,130 0.718 0588
1:100 0,128 0,007 0,149 0,730 0,581
125 ng 1:200 0,117 0,008 0,140 0,610 0.469

Exemplo 8 - Avaliacio do soro fetal bovino (SFB) e da albumina sérica

bovina (BSA) como agentes bloqueadores

[00188] Com o objetivo de aperfeicoar os resultados obtidos na
padronizacio dos componentes do ELISA indireto, foi investigada a adi¢do de
SFB nas concentracdes de 10,0%, 5,0% e 2,5% e de BSA nas concentragdes
de 2,0%, 1,0% e 0,5% ao tampao de diluicdo das amostras séricas. As reacdes
de ELISA foram realizadas conforme descrito acima. Para esta finalidade,
foram utilizadas amostras séricas de 54 individuos negativos e 36 positivos
para a doenca de Chagas. Os resultados foram analisados de acordo com
diferencas estatisticas das médias geométricas dos indices de reatividade (IR;
relacdio DO/CO) das amostras positivas e negativas para cada uma das
condi¢Oes testadas e dos parametros de desempenho determinados.

[00189] A adicdo de SFB ou BSA ao tampao de diluicdo de amostras
(PBS-T) revelou valores variados dos IR médios para as amostras positivas e

negativas quando comparados a ndo adi¢cdo dos mesmos. Tais resultados

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 54/115



47174

encontram-se descritos na Tabela 17 e apresentados na Figura 8.

[00190] Tabela 17: Indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando
SFB e BSA
PRP Agente AMOSRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP  bloqueador IR IC95% (4] CVv IR 1C95% o CV
SFB 2.5% 464 427504 128 028 027 023032 179 662
SFB 5% 274 219343 194 071 045 042050 138 304
SFB 10% 297 241366 185 062 046 042049 134 294
SEM SFB
. oy 2 2 29
81 [eeese 240 196294 182 076 032 029036 149 460
BSA 0.5% 256 207317 188 074 039 036043 139 356
BSA 1% 1,81 146224 188 104 037 033041 148 402
BSA 2% 299 252355 166 055 058 054062 128 220
SFB 2.5% 1,50 124-182 177 118 062 057066 131 213
SFB 5% 1,89 161222 161 085 061 056066 134 220
SFB 10% 184 137247 240 131 064 060069 132 205
SEM SFB -
: : 559 _ 420, 29 2
8z FEoEl 184 155218 166 090 045 042049 129 2384
BSA 0.5% 205 169248 176 086 045 040-050 153 342
BSA 1% 228 189275 174 077 061 055067 143 234
BSA 2% 1,66 141-196 163 098 054 050059 133 245
SFB 2.5% 261 208328 195 075 039 035043 144 372
SFB 5% 2,16 186251 156 072 038 033-042 155 411
SFB 10% 215 177262 179 083 036 032040 150 4,14
SEM SFB
3 .3 782, 28 3
8 s 09 178245 160 076 030 028033 139 455
BSA 0.5% 404 343475 162 040 048 043055 161 332
BSA 1% 275 234324 162 059 040 037043 131 326
BSA 2% 314 269366 158 050 045 042048 124 2176
SFB 2.5% 2,03 184225 134 066 038 034042 150 4,00
SFB 5% 205 186225 132 065 037 034040 135 362
SFB 10% 197 179216 132 067 043 040046 131 307
SEM SFB - A
g 2 06-2 2 2202
84 oot 227 206250 134 059 024 022027 140 579
BSA 0.5% 264 231300 147 056 026 024029 150 569
BSA 1% 357 321398 137 038 039 035043 140 36l
BSA 2% 316 281356 141 045 052 049056 126 241
[00191] Os parametros de desempenho determinados para os casos de

adicdo de SFB e BSA as proteinas recombinantes encontram-se sumarizados
na Tabela 18. Além disso, sdo também mostrados os dados referentes a

utilizacdo do tampao de amostra sem acréscimo dos agentes bloqueadores.
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Tabela 18: Parametros de desempenho dos PRP-IBMP

utilizando SFB e BSA

48 174

PRP Agente AUC Sen (%) Esp (%0) Exa (%) J
IBMP blogueador (IC95%) (IC95%) (IC95%) (IC95%) (%o)
SFB 2,5% 1,00 100 (90.4-100) 100 (93.4-100) 100 (95,9-100) 100
SFB 5% 0,99 (0.97-1,00) 88,9 (74,7-956) 963 (87.5-99,0) 93.3(862969) 852
SEB 10% 0,99 (0.,97-1,00)  91.7(78,2-97.1) 100 (93.4-1000) 96,7 (90.7-98,90) 91.7
SEM SFB
. 0,99 (0.99-1.00 94.4 (81.9-98.5 100 (93.4-100 97.8(92.3-994 94.4
AN ( ) ( ) ( ) ( )
BSA 0,5%  099(0.97-1,00) 88.9(74.7-95.6) 981 (90,2-99,7) 94.4(87,6-97.6) 87.0
BSA 1% 0,97(0.92-1,00) 83.3(68,1-92.1) 98,1(90.2-99,7) 92,2 (84.8-96,2) 81,5
BSA 2% 0,99 (0,99-1,00)  97.2 (85,8-99.5) 100 (93.4-100) 98.9(94,0998) 972
SEB 2,5% 0,96 (0,90-1,00) 75,0(589-86,2) 98.1(90,2-99.7) 88.9(80,7-939) 73.1
SFB 5% 0,99 (0.98-1,00)  86.1(71,3-93.9) 100 (93.4-100) 94.4 (87.6-97.6) 86,1
SEB 10% 0,97(0,91-1,00) 91,7(782-97.1) 981(90.2-99,7) 956(89.1983) 8938
SEM SFB -
2 - 55995 B E
8.2 SEM BSA 0,99 (0,98-1,00) 97,1 (85.5-99.5) 100 (93.4-100) 98.9(93,9-99.8) 97.1
BSA 0,5%  098(0.96-1.00) 86.1(71.3-93.9) 963 (87.5-990) 922(848962) 824
BSA 1% 098 (0,95-1,00) 94.4(819-98.5) 926(82.4-97.1) 93.3(862-969) 870
BSA 2% 0,98 (0.96-1,00) 80.6(65,0-90.2) 98.1(90.2-99,7) 91.1(83.4954) 787
SEB 2,5% 098 (0.94-1.00) 94.4(819-98.5) 100 (93.4-100) 97.8(923994) 944
SFB 5% 0,98 (0,95-1,00) 94.4(819-98.5) 100 (93.4-100) 97.8(92,3-994) 944
SEB 10% 0,98 (0.94-1,00) 94.4(81,9-98.5) 100 (93.4-100) 97.8(92,3-99.4) 944
SEM SFB
3 0,99 (0.98-1.00 97.2 (85.8-99.5 100 (93.4-100 98.9 (94.0-99.8 97.2
83 Sraioth  099(095-100) (85.8-99.5) (93.4-100) (940998) 97,
BSA 0.5%  0,99(0.98-1,00) 97.2(85.8-99.5) 96,3 (87.5-99.0)  96.7(90,7-98,9)  93.5
B5SA 1% 0,99 (0.97-1,00) 94.4(81,9-98.5) 100 (93.4-100) 97.8(92,3-994) 944
B5A 2% 0,99 (0,98-1,00) 972 (85.8-99.5) 100 (93.4-100) 98.9(94,0-99.8) 972
SFB 2,5% 0,99 (0,99-1,00) 97,2 (85,8-99.5) 100 (90.4-100) 98.9 (94,0-99.8) 972
SFB 5% 0,99 (0.99-1,00) 97,2 (85,8-99.5) 100 (90.4-100) 98.9(94,0-998) 972
SEB 10% 1,00 100 (90.4-100) 100 (93.4-100) 100 (95,9-100}) 100
SEM SFB -
8.4 SEM BSA 1,00 100 (90.4-100) 100 (93.4-100) 100 (95.9-100) 100
BSA 0,5%  0,99(0,99-1.00)  97.2 (85.8-99.5) 100 (90.4-100) 98.9 (94,0-99.8) 97.2
BSA 1% 1,00 100 (90.4-100) 100 (93.4-100) 100 (95,9-100) 100
BSA 2% 1,00 100 (90.4-100) 100 (93.4-100) 100 (95.9-100) 100

Exemplo 9 - Avaliagdo da estabilidade estrutural e funcional das proteinas
IBMP 8-1 a 8-4

[00193]
[00194]

Estabilidade a temperaturas extremas:

A estabilidade a temperaturas extremas foi realizada utilizando
o sistema-tampao carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), foi determinada
por desnaturacdo e renaturacdo através de aumento e posterior diminui¢do de
temperatura e aquisicdo de dados por DC. O espectropolarimetro foi

programado para gerar médias espectrais a partir de quatro aquisi¢des €, em
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cada uma delas, mediu-se a elipcidade em graus na regido do UV, no
intervalo de comprimento de onda de 260 nm a 202 nm, com uma velocidade
de 100 nm/min. Durante a desnaturacdo, as aquisicoes foram obtidas a cada
10°C, variando de 5°C a 85°C. Para a renaturacdo aquisi¢des também foram
obtidas a cada 10°C, porém no sentido inverso, ou seja, de 85°C a 5°C. Ao
inserir no mesmo grafico os espectros de desnaturacao e renaturagao a 5°C foi
possivel calcular a reversibilidade da desnaturacdo através da diferenca do
sinal de CD a 202 nm. Os resultados dos experimentos conduzidos no
espectropolarimetro foram comparados com andlises cuja desnaturacdo
térmica foi obtida com auxilio do termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf GA, Hamburgo, Alemanha). Entretanto, neste caso, o0
equipamento foi programado para permanecer 1, 5 e 10 minutos em cada
patamar de temperatura. Ao final do ciclo de aquecimento e resfriamento a
integridade das proteinas IBMP foi verificada por SDS-PAGE e a andlise
funcional através da reacdo do ELISA indireto utilizando 22 amostras
negativas e 22 positivas para a doenca de Chagas. As médias geométricas dos
IR bem como os parametros de desempenho foram determinados para
verificacdo do reconhecimento dos antigenos pré e pds-submissdo as
diferentes condi¢des desnaturantes. O decaimento de reatividade foi avaliado
ao comparar a reatividade dos antigenos no ponto zero (pré) daquela obtida
nos pontos de 1, 5 e 10 minutos (pos).

[00195] A Figura 9 mostra os espectros de desnaturacao e renaturacao
para as proteinas recombinantes (PRP-IBMP).

[00196] O ensaio para verificacdo de reversibilidade da desnaturagao,
realizado utilizando a temperatura de 5°C no inicio e ao final do ensaio a 202
nm, mostrou que 92,3%, 85,5% e 98,8% do PRP-IBMP-8.1 (Figura 10A), 8.2
(Figura 10B) e 8.4 (Figura 10D), respectivamente, retornaram ao seu estado
inicial de conformacgdo. Para o PRP-IBMP-8.3, somente 9,2% retornou a sua

conformacao inicial, ficando 90,8% na forma precipitada (Figura 10C).
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[00197] A Figura 11 mostra o perfil proteico dos PRP-IBMP apés
submissao a temperaturas extremas.

[00198] Os valores médios dos IR gerados a partir da analise funcional
encontram-se descritos na Tabela 19 e as analises graficas na Figura 12.
[00199] Tabela 19: Indices de reatividade obtidos da avaliacdo da
estabilidade dos PRP-IBMP a temperaturas extremas

PRP Condigio AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP  de estresse IR IC95% g CV IR IC95% g CV
Nativa 293 250343 143 049 029 026032 130 453

81 1 minuto 296 252347 144 049 031 028035 132 423

' 10 minutos 162 123213 186 115 031 024041 184 596
20 minutos 169 138206 158 094 031 026-037 144 464

Nativa 280 233336 151 054 031 027036 139 446

82 1 minuto 351 292422 152 043 034 032037 116 3.39
- 10 minutos 335 266469 190 054 034 026044 177 523
20 minutos 319 249407 174 055 029 025-034 142 486

Nativa 272 242307_131 048 024 021028 139 575

83 1 minuto 320 2380366 135 042 028 025031 127 460

' 10 minutos 308 235405 185 060 017 014021 166 9.70
20 minutos 237 189298 167 070 010 008-0.12 168 17.03

Nativa 284 251322 132 047 026 021032 159 6,12

8.4 1 minuto 256 224291 134 052 024 019030 171 724

' 10 minutos 369 297458 163 044 026 023-030 136 524
20 minutos 340 2381411 153 045 020 0.17-024 147 729
[00200] A reprodutibilidade do primeiro ponto da avaliacdo (proteina

nativa) foi comparada com os subsequentes e a determina¢do do indice de
Kappa de Cohen encontra-se descrita na Tabela 20. A Tabela 21 descreve os
parametros de desempenho para cada uma das condicdes avaliadas.

[00201] Tabela 20: Concordancia obtida da avaliagdo da estabilidade
dos PRP-IBMP a temperaturas extremas:

PROTEINA NATIVA

.1(;:;?;?:; PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
x 1C05% x  IC95% K 1C059% K 1C95%

1 min 1.00 - 1,00 _ 1,00 B 095 0.87-1,00

10 min 073 052093 095 0.87-1.00 095 0.87-1.00 095 0.87-100

20 min 086 0.71-1.00 095 0.87-1.00 095 0.87-1.00 095 0.87-100
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[00202] Tabela 21: Parametros de desempenho obtidos da avaliacdo da
estabilidade dos PRP-IBMP a temperaturas extremas:

PRP Condicao Sen (%) Esp (%) Exa (%) J
IBMP  de estregse (IC95%) (IC95%) (IC95%) (%o)

Nativa 100 (85.1-100) 100 (85.1-100) 100 (92.0-100) 100
1 min 100 (85.1-100) 100 (85.1-100) 100 (92.0-100) 100

5.1 10min  72.7(51.8-86.8) 100 (85.1-100) 86.4 (733-93.6) 72.7

20min 864 (66.7-953) 100(85.1-100) 932 (81.8-97.7) 86.4

Nativa 100 (85.1-100) 100 (85.1-100) 100 (92.0-100) 100

. 1 min 100 (85.1-100) 100 (85.1-100) 100 (92.0-100) 100

- 10 min __ 955(78.2-99.2)  100(85.1-100)  97.7 (88.2-99.6)  95.5

20min  95.5(78.2-99.2) 100 (85.1-100) 97.7 (88.2-99.6) 95.5

Nativa 100 (85.1-100) 100 (85.1-100) 100 (92.0-100) 100

5.3 1 min 100 (85.1-100) 100 (85.1-100) 100 (92.0-100) 100

. 10 min _ 955(78.2992) 100 (85.1-100) 97.7(88.2.996) 955

20min 955 (78.2-992)  100(85.1-100)  97.7 (88.2-99.6) 95.5

Nativa 100 (85.1-100) 100 (85.1-100) 100 (92.0-100) 100

54 1 min 955(78.2-992) 100 (85.1-100)  97.7 (88.2-99.6) 955

' 10 min___ 95.5(78.2-992)  100(85.1-100) 97.7 (88.2-99.6) 95.5

20min 95.5(78.2-99.2) 100 (85.1-100) 97.7 (88.2-99.6) 95.5

[00203] Estabilidade a temperatura ambiente

[00204] As proteinas recombinantes foram incubadas a 25°C em

sistema-tampao carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6) em uma incubadora
com temperatura controlada e sem agitacdo (Innova® 40 Incubator Shaker
Series, New Brunswick Scientific, EUA). A verificacio de alteracoes
estruturais dos antigenos foi realizada por DC nos tempos de 0, 24, 72 e 96
horas. O espectropolarimetro foi programado para gerar médias espectrais a
partir de quatro aquisicdes e, em cada uma delas, mediu-se a elipcidade em
graus na regidao do UV, no intervalo de comprimento de onda de 260 nm a
200 nm, com uma velocidade de 100 nm/min. Através da andlise da diferenca
do sinal de CD a 200 nm foi possivel calcular quantidade estruturas
secunddrias resultantes nos diferentes momentos de andlise. A verificacdo da
integridade das bandas foi realizada por meio de SDS-PAGE e a andlise

funcional através da reacdao de ELISA indireto, incluindo nesta abordagem o
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tempo de 120 horas. Assim, 46 amostras negativas e 46 positivas para a
doenca de Chagas foram submetidas a reacdo de ELISA. A avaliagdo das
proteinas pré e poOs-submissdo as diferentes condi¢Oes desnaturantes foi
realizada através da determinacdo das médias geométricas dos IR e dos
parametros de desempenhos. O decaimento do IR foi avaliado ao comparar a
reatividade dos antigenos antes e apos estresse térmico.

[00205] No sistema-tampao carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), o
PRP-IBMP-8.1 apresentou precipitagao de 10,1%, 14,0% e 18,6% nos tempos
de 24, 72 e 96 horas a 25°C, respectivamente, quando comparado com a
proteina nativa (Figura 13A). Para o PRP-IBMP-8.2, os valores apresentados
foram de 59,2%, 93,8% e 100%, respectivamente (Figura 13B). Quanto ao
PRP-IBMP-8.3 foi verificada precipitagdo de 2,1% apds 24h, 9,2% apos 72h e
41,7% apos 96h (Figura 13C). E, na avaliacio do PRP-IBMP-8.4 foi
observada 1,3% de precipitagdo das amostras apos 24h, 13,2% apds 72h e
54,5% ap6s 96h (Figura 13D).

[00206] A integridade das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) foi
avaliada por SDS-PAGE e os seus resultados estdo demonstrados na Figura
14. Os valores médios dos IR determinados para as proteinas recombinantes
(PRP-IBMP) em cada uma das condi¢des analisadas estao descritos na Tabela
22, indicando que, apesar da degradacdo observada em alguns pontos de
analise, as proteinas recombinantes (PRP-IBMP) continuaram a ser
reconhecidos por anticorpos anti-7. cruzi presentes nas amostras séricas
positivas para a doenca de Chagas. A Figura 15, além de apresentar os
resultados em forma gréfica, descreve a relagcdo estatistica entre as condicoes
de andlise, mensurada pelo método de Wilcoxon.

[00207] Tabela 22: Indices de reatividade obtidos da avaliacdo da
estabilidade das proteinas recombinantes (PRP-IBMP) a temperatura

ambiente.
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PRP Condicio AMOSTEAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP  de estresse IR IC95% (] v IR IC95% o v

Nativa 268 234307 158 0,59 0.32  0.30-0,35 1,30 405

24 h 212 184245 162 077 050 045055 139 280

51 48 h 154 132178 165 108 037 033041 150 408
' 72 h 100 088114 157 157 049 044-054 141 288
96 h 110 096-125 156 142 040 036046 155 3383

120 h 0,60 039092 427 716 025 019031 224 904

Nativa 235 210264 148 063 040 034046 166 415

24 h 278 240324 166 060 035 031-040 158 451

5.2 48 h 269 235309 159 059 041 037045 139 340
u 72 h 268 232311 164 0.6l 049 045054 134 273
96 h 211 180248 172 082 040 034048 180 449

120 h 269 227318 178 066 _ 038 035042 139 365

Nativa 303 271338 145 048 032 028035 143 453

24 h 272 239309 155 057 032 029-036 144 443

8.3 48 h 252 22228 153 061 032 029036 148 461
' 72h 226 195263 166 074 035 032039 133 377
96 h 217 186253 168 077 028 024032 165 592

120 h 238 208272 157 066 036 031-041 159 444

Nativa 261 236289 140 054 034 029039 162 479

24 h 156 134-182 168 107 033 029037 153 465

8.4 48 h 118 103-135 157 133 038 033043 154 409
' 72h 0.87 0.75-100 161 186 037 033-042 146 391
96 h 086 071-105 193 224 040 034-046 164 414

120 h 0,57 0.49-0.67 172 302 034 028-042 194 564

[00208] A reprodutibilidade do primeiro periodo da avaliacdo (proteina

nativa) foi comparada aos subsequentes e a determinacdo do indice de Kappa
de Cohen encontra-se descrita na Tabela 23. Os parametros de desempenho
referentes a cada uma das condicoes de andlise estao descritos na Tabela 24.
[00209] Tabela 23: Concordancia obtida da avaliagdo da estabilidade
dos PRP-IBMP a temperatura ambiente.

PROTEINA NATIVA

;":;f:_‘;";‘;e PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
x 1C95% x  IC93% x 1C95% x 1C95%

24h 0.87 0.77-0.97 096 0.90-1,00 096 0.90-1.00 0.80 068093

48h 083 0.71-094 093 0.86-1.00 093 0.86-1.00 067 052082

72h 046 027-0.64 093 0.86-1.00 091 0.83-1.00 048 0.30-066

06 h 048 0.30-0.66 085 0.74-096 089 0.80-0.98 050 032068

120 043 025062 091 0.83-1.00 093 0.86-1.00 009 0.01-030
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Tabela 24: Parametros de desempenho obtidos da avaliacdo da

estabilidade dos PRP-IBMP a temperatura ambiente.

PRP Condicio Sen (%) Esp (%0) Exa (%) T (%)
IBMP _de estresse (IC95%) (IC95%) (IC95%)

Nativa 100 (92.3-100) 100 (92,3-100) 100 (96.0-100) 100

24h 89.1(77.0-953) 978(887996) 935(865970) 87.0

51 48 h 82.6 (69.3-90.9) 100 (92.3-100)  82.6 (83.8-95.5) 82.6

' 72h 50.0 (36.1-63.9)  95.7(85.5-98.8) 72.8 (63.0-80,9) 45.7
96 h 543 (40.2-67.8) 93,5(82.5978) 739(64.181.8) 47.8

120 h 43.5(302-57.8)  100(92,3-100)  71,7(61.8-79.9) 435

Nativa 100 (92.3-100)  100(92.3-100) 100 (96.0-100) 100

24h 97.8 (88.7-99.6) 97.8(88.7-99.6) 97.8(924-994) 957

5.2 48 h 95,7 (85,5-98.8) 97.8 (88.7-99.6) 96,7 (90.8-98.9) 93.5
- 72 h 95.7 (85.5-98.8) 97.8(88.7-99.6) 96.7(90.8-98.9) 935
96 h 89.1 (77.0-95.3) 93.5(82.5-97.8) 91.3(83.8-95.5) 82.6

120 h 91.3(79.7-96.6)  100(92.3-100)  95.7(89.3-98.3) 913

Nativa 100 (92.3-100) 100 (92,3-100) 100 (96.0-100) 100

24 h 97.8 (88.7-99.6) 97.8(88.7-996) 97.8(924994) 957

5.3 48 h 93.5 (82.5-97.8) 100 (92.3-100) 96,7 (90.8-98.9)  93.5
~ 72h 91.3(79.7-96.6)  100(92.3-100)  95.7(89.3-98.3) 913
96 h 91.3(79.7-966) 97.8(88.7-996) 946(879-97.7) 89.1

120 h 97.8(88.4-99.6) 97.8(88.7-99.6) 97.8(923994) 956

Nativa 100 (92.3-100) 100 (92.3-100) 100 (96.0-100) 100

24h 80.4 (66.8-89.3) 100 (92.3-100)  90.2(82.4-948) 804

54 48 h 69.6 (55.2-80.9) 97.8(88.7-99.6) 83.7(74.8-89.9) 674

' 72 h 478 (34.1-61.9)  100(92.3-100) 73.9 (64.1-81.8) 47.8
96 h 435 (30.2-57.8)  93.5(82.5-97.8) 68,5 (584-77.1)  37.0

120 h 174 (9.1-30,7)  95.7(85.5-98.8) 56.5(46.3-66.2) 13.0

[00211] Estabilidade de longa duracao
[00212] O objetivo deste experimento foi investigar a reatividade dos

IBMP por um periodo prolongado. Para tal, oito microplacas de cada antigeno
foram sensibilizadas e armazenadas a 4°C em embalagens individuais
cuidadosamente lacradas na presenca de agente dessecante. Para a realizacio
dos ensaios imunoenziméticos, 46 amostras negativas e 46 positivas para a
doencga de Chagas foram aliquotadas em oito conjuntos e armazenadas 20°C.
Os testes foram realizados entre os dias 15 e 20, totalizando oito pontos de

andlise distribuidos em um periodo de doze meses. Em cada um deles, as
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microplacas e um conjunto de amostras séricas eram removidas do
armazenamento e a reacdo de ELISA realizada. A determinagcdo dos
parametros de desempenho e das médias geométricas dos IR foi realizada
para cada um dos pontos de andlise. J4 o decaimento de reatividade foi
analisado ao comparar a reatividade dos antigenos no ponto inicial daquela
obtida para os periodos subsequentes.

[00213] Os valores médios dos IR encontrados para as proteinas
recombinantes (PRP-IBMP) estdo descritos na Tabela 25 e as representacoes
graficas na Figura 16.

[00214] Tabela 25: Indices de reatividade obtidos da avaliacdo da
estabilidade dos PRP-IBMP a um periodo de longa duracao.

PRP  Pontos de AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTEAS NEGATIVAS
IEMP analise IR IC05% o Cv IR IC95% o CV
AGO/2014 315 169-369 170 0,54 049 045-053 135 276
SET/2014 3,09 259370 183 059 0,50 043-058 162 324
OUT/2014 2,79 237328 1,73 062 0,50 045056 145 292
8.1 NOV/2014 262 216317 191 0,73 042 037-046 144 346
: DEZ/2014 281 249318 151 054 044 041-048 129 292
JAN/2015 237 197-285 186 078 046 042-050 133 291
ABR/2015 150 126-180 184 123 030 025034 168 570
AGO/2015 1,92 1,60-22%2 182 095 0,38 035-041 134 356
AGO/2014 1,84 1,60-2,11 160 087 049 043-054 147 3,02
SET/2014 187 159220 173 093 051 046056 138 271
oUT/2014 195 165230 174 090 048 042-054 152 316

8.2 NOV/2014 1.79 146-2.18 195 109 045 040-051 147 3725
I DEZ/2014 1,76 148209 178 1.01 0.48 043-052 138 290
JAN/2015 1,75 142-216 204 1.16 049 045054 138 282
ABR/2015 1,53 1,20-195 227 148 0.44 0,38-051 167 380
AGO/2015 1.82 154216 176 096 048 043-053 140 293

AGO/2014 265 232303 157 059 046 041051 146 3720

SET/2014 242 200-293 191 079 040 036-046 153 378
OUT/2014 260 218-311 183 070 049 043-055 151 3,10

8.3 NOV/2014 246 201-301 199 0381 046 041-052 146 3,16
DEZ/2014 251 212-297 1,76 0,70 049 044-055 143 291
JAN/2015 224 179280 213 095 0,51 046-057 140 272
ABR/2015 207 175245 224 108 039 034046 169 429
AGO/2015 255 208313 198 0,78 044 040-050 146 328
AGO/2014 247 219278 149 060 042 037-047 148 352
SET/2014 246 211-286 167 068 0.42 038-047 147 349
OoUT/2014 219 1.89-253 164 0.75 042 037-047 153 366

8.4 NOV/2014 246 208-290 1,76 0,72 039 034045 161 411
DEZ/2014 = 252 221-287 155 061 046 043049 127 277
JAN/2015 225 182-277 202 090 041 037-045 139 340

ABR/2015 232 188287 204 088 046 040-052 157 34l
et o 670180134202, de2aioooia AGRAMS 238 201281 176 074 040 036044 139 347
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[00215] A reprodutibilidade do primeiro periodo da avaliacdo
(AGO/2014) foi comparada com os subsequentes € a determina¢ao do indice
de Kappa de Cohen encontra-se descrita na Tabela 26. Conforme
representado na Tabela 27, os parametros de desempenho calculados variaram
de acordo com as condi¢Oes testadas.

[00216] Tabela 26: Concordancia obtida da avaliagdo da estabilidade
dos PRP-IBMP a um periodo de longa duragdo.

PROTEINA NATIVA

Condicio

do ectresse PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4

x IC95% x  1C95% x  1C95% x  1C95%

SET2014 091 083-100 087 077-097 085 074-096 0.89  0.80-098
OUT 2014 091 083-100 __ 085 0.74-096 0.83 _ 0.71-094 091 _ 0.83-1.00
NOV 2014 091 083-1.00 0387 0.77-0.97 0.87 _ 0.77-0.97 093 0.86-1.00
DEZ 2014 093 086100  0.87 0.77-0.97 093  0.86-1.00 096 0.90-1,00
JAN2015 085 074096 078 0.66-0.91 085 0.74-096 0.85 0.74-096
ABR 2015 078 0.66-091 0,74 0.60-0.88 085 074096 0.89  0.80-098
AGO 2015 083 071094 083 0.71-094 087 0,77-0.97 0.87 0.77-097
[00217] Tabela 27: Parametros de desempenho obtidos da avaliacido da

estabilidade dos PRP-IBMP a um periodo de longa duracgao.
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[00218] Populagdo do estudo

PRP Pontos de ATUC Sen (%) Esp (%) Exa (%) J
IBMP  analise {IC95%) (IC95%) (IC93%) (IC95%) (%)
AGO/2014 1,00 100 (92 3-100) 100 (92 3-100) 100 (96.0-100) 100
SET/2014 099 (097-1.,00) 913 (79.7-96.6) 100 (92.3-100) 95,7 (89.3-98.3) 913
OUT-2014 099 (098-1.00) 913(79.7-96.6) 100 (92.3-100) 95,7 (89.3-98.3) 913
NOV/2014 097(093-1.00) 913(79.7-96.6) 100 (92.3-100) 95,7 (89.3-98.3) 913
81 “DEZ2014 099 (099-1.00) 935 (82.597.8) 100 (923-100)  96.7 (90.8-989) 935
JAN/2015 0,99 (0,98-1,00) 84.8 (71.8-92.4) 100 (92.3-100) 92,4 (85.1-96,3) 84.8
ABR/2015 097 (0.93-1.00) 804 (66.8-89.3) 97.8(88.7-99.6) 89.1(81.1-940) 783
AGO/2015 098(0,96-1.00) 82,6 (69.3-90.9) 100 (92.3-100) 91,3 (83.8-95.,5) 82.6
AGO/2014 1.00 100 (92.3-100) 100 (92.3-100) 100 (96.0-100) 100
SET/2014 098 (0,97-1.00) 87,0(74.3-93.9) 100 (92,3-100) 93,5 (86.5-97.0) 87.0
OUT-2014 099(099-1.00) 89.1(77.0-953) 957(855988) 924(851-963) 848
8.2 NOV/2014 097 (092-1.00) 87,0(74.3-93.9) 100 (92.3-100) 93,5 (86.5-97.,0) 87.0
- DEZ/2014 098 (0.95-1.00) 87.0(743-939) 100 (92 3-100) 93,5 (86.5-97.0) 87.0
JAN/2015 095 (0.90-1.00) 783 (644-87.7) 100 (92.3-100) _ 89.1 (81.1-94.0) 783
ABR/2015  095(0.90-1.00) 76.1(62.1-86.1) 97.8(88.7-99.6) 87.0(78.6-924) 739
AGO/015 099 (0.97-1.00) 82,6 (69.3-90.9) 100 (92.3-100) 91,3 (83.8-95.5) 82.6
AGO/2014 1.00 100 (92.3-100) 100 (92 3-100) 100 (96.0-100) 100
SET/2014 096 (91.0-1.00) 87.0(74.3-93.9) 97.8(88.7-99.6) 92.4(85.1-963) 848
OUT/2014 096(92.1-1.00) 87.0(743-939) 95.7(855988) 913(83.8955) 826
g3 _NOV/2014 097(93.1-100) 87.0(74.3-939) 100(923-100) 93.5(865-97.0) 87.0
~ " DEZ/2014 097(938-100) 935(825978) 100(923-100) 967 (90.8-989) 935
JAN/2015 0093 (86.4-099) B84.8(71.8-924) 100(923-100) 92.4(85.1-963) 848
ABR/2015 092(854-098) 848(71.8924) 100(923-100) 924(85.1-963) 848
AGO/2015 0096 (91.8-1.00) 87.0(74.3-93.9) 100 (92.3-100)  93.5 (86.5-97.0)  87.0
AGO/2014 1.00 100 (92.3-100) 100 (92.3-100) 100 (96.0-100) 100
SET/2014 098(0.96-1.00) 913(79.7-96.6) 97.8(88.7-99.6) 94.6(87.9-97.7) 89.1
OUT/2014 099 (0.98-1.00)  93,5(82.5-97.8) 97.8(88.799.6) 95.7(89.3-983) 913
g4 _NOV/2014 099(099-100) 957(855-988) 97.8(88.7-99.6) 96.7(90.8989) 935
' DEZ/2014 099(099-1.00) 957(855-988) 100 (92.3-100)  97.8 (924-99.4) 957
JAN/2015 096(0.91-100) 87.0(74.3939) 97.8(88.799.6) 924(85.1-963) 848
ABR/2015 097 (0.92-1.00)  89.1(77.0-953)  100(923-100)  94.6(87.9-97.7) 89.1
AGO/2015 098 (0.95-1.00) 89,1(77.0-953) 97.8(88.7-99.6) 93.5(86.5-97.0) 87.0

Exemplo 10 - Dimensionamento amostral

[00219] A amostragem foi dimensionada com auxilio do programa
estatistico R (The R Project for Statistical Computing, Viena, Austria) para
estimacdo de proporcdes, supondo-se sensibilidade de 99% e especificidade
de 99%, adotando-se um erro absoluto (semi-amplitude do intervalo de
confianca) de 2% e nivel de confianca em 95%. Para avaliacdo de reacdes
cruzadas foi utilizada a estimativa da distribuicdo binominal negativa,
extrapolando em 5% o quantitativo de reagdes cruzadas possivelmente
encontradas para outras doengas infecciosas.

[00220] A amostragem foi estimada em 380 amostras positivas e 380
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negativas para a doenca de Chagas. Para avaliacdo de reacdes cruzadas a
distribuicdo binominal negativa estimou que, para cada 100 amostras
analisadas, haveria 5% de chance de se encontrar uma reagao cruzada.
Exemplo 11 - Obten¢ao dos painéis sorolégicos

[00221] Foram utilizadas 1546 amostras para andlise de ELISA. Para

avaliacdo de reacao cruzada foram usadas 1079 amostras de diversas doencgas
endémicas no Brasil.

[00222] Amostras séricas positivas e negativas para T. cruzi de
diferentes regides do Brasil foram selecionadas visando sua utilizacdo como
referéncia para o teste em desenvolvimento e permitindo avaliar o potencial
diagnostico das proteinas recombinantes IBMP. Dessa forma, os painéis
foram compostos por amostras da Bahia, Goids, Minas Gerais, Parana e
Pernambuco, além de amostras de painéis comerciais, sendo oriundas de
paises das Américas Central, do Norte e do Sul.

[00223] As amostras séricas que compuseram o painel soroldgico
foram cedidas por Instituicdes parceiras € encaminhadas ao SRDC, onde
foram reavaliadas para a presenca ou auséncia de anticorpos IgG anti-Chagas,
conforme descrito na Tabela 28. As amostras negativas para Chagas e
positivas para as demais doencas infecto-parasitarias foram avaliadas para
verificacdo da possibilidade de coinfec¢io com a doenca de Chagas. Do
quantitativo de 3047 amostras recebidas, 2625 participaram do estudo e 422
(13,8%) foram excluidas por nao satisfazerem os critérios de inclusdo.
[00224] Tabela 28 - Painel sorologico das amostras utilizadas para

avaliacao do potencial diagnostico dos PRP-IBMP.
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, . LACEN — LACEN  Painel Painel
CPgAM HEMOPE PE UFG PR AEQ it ety TOTAL
Eaogi P e B B Ei B Hr Bou ¥
F & & & B B B8 BB BEF B B 8 8
Doenga de Chagas 551 519 28 27 54 50 234 193 36 36 27 24 8 8 938 857
Negativas 20 19 506 502 - 63 59 50 50 45 45 14 14 698 689
TOTAL 1636 1546
Dengue B - 50 50 - - - - - - - B 50 50
Esquistossomose 43 42 - - - - =r = = = _ , = 43 42
Filariose 51 51 - - - - - - - - 51 51
HBC 4 4 52 49 31 27 2 2 - - 30 30 48 48 167 160
HCV 110 34 32 16 16 - - - - 16 16 13 13 90 87
HIV 42 40 73 68 - - - - 26 26 6 6 147 140
HTLV 4 3 35 34 23 23 - - - 28 28 20 20 110 108
Leishmaniose 417 138 - - 8 0 19 15 - - - - - 444 153
Leptospirose - - - - 100 92 - - - - - - 100 92
Rubéola - - - - 18 15 - - - 18 15
Sarampo - - - - 24 21 - - - 24 21
Sifilis - - 115 108 - 30 30 - 145 138
HBV/HCV - - - T/ 7] - 7 7
HBV/HCV/sifilis g) 1 1 - - - = 1 1
HBV/HIV s 1 1 1 1
HBV sifilis E 2. 2 - - 2 2
_HCVsifilis ] 2 2 - - 2 2
HCV/HTLV /sifilis '8 1 1 - - 1 1
HIV/sifilis b 7 i - - i i
HTLV/sifilis 1 1 - 1 1
TOTAL 1411 1079

TOTAL GERAL 3047 2625

Exemplo 12 - Definicao do padrao-ouro e caracterizacao do painel soroldgico.

[00225] Foi realizado um estudo comparativo entre o Elisa Chagas III
(BiosChile, Grupo Bios, Santiago, Chile; Lote 1F130525), o Imuno-Elisa
Wama (Wama Diagndstica, Sao Carlos, Brasil; Lote 14D061), o Pathozyme®
Chagas (Omega Diagnostics, Escocia, Reino Unido; Lote 7042779) e o Gold
Elisa Chagas (Rem, Sao Paulo, Brasil; Lote CHA132A), utilizando 499
amostras negativas e 186 positivas para a doenca de Chagas, sendo estas
ultimas provenientes de pacientes clinica e epidemiologicamente
caracterizados e acompanhados pelo Ambulatério de doenca de Chagas e
Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco
(PROCAPE) — (UPE), Brasil, as quais foram coletadas entre 2005 e 2011 e
fazem parte do acervo soroldgico do SRDC. Ao final desta avalia¢do, os dois
kits que apresentaram os melhores paridmetros de desempenho foram
selecionados para compor o padrdo-ouro, sendo utilizados para verificagdo da
condicdo sorolégica do painel sorologico obtido conforme descrito no

subtdpico “obten¢do dos painéis sorologicos”.
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[00226] Além do mais, foi utilizado o teste de imunofluorescéncia
indireta para leishmaniose humana, cedido por Biomanguinhos (FIOCRUZ-
RJ, Brasil; Lote 139LH003Z), com o objetivo de verificar se as reagdes falso-
positivas obtidas através da utilizacdo dos PRP-IBMP ocorreram devido a
reacao cruzada com leishmaniose.

[00227] O estudo comparativo entre o Elisa Chagas III, o Imuno-Elisa
Wama, o Pathozyme® Chagas € o Gold Elisa Chagas foi conduzido
utilizando 499 amostras negativas e 186 positivas para a doenca de Chagas.
De acordo com a Figura 17, todos os kits foram capazes de diferenciar
amostras negativas das positivas (p < 0,0001).

[00228] As Tabelas 29 e 30 trazem, respectivamente, a avaliacao dos
parametros de desempenho e os valores médios dos IR.

[00229] Tabela 29: Parametros de desempenho de quatro Kkits

comerciais para defini¢ao do padrdao-ouro

Elisa Chagas III  Imuno-Elisa Chagas Gold Elisa Chagas Pathozyme" Chagas

PAR
%o IC95% %o (IC95%) %% IC95% %% IC95%

Sen 973 93.8-98.8 99.5 97.0-99.9 100 98.0-100 99.5 97.0-99.9

Esp 100 99.2-100 99,2 98.0-99.7 100 99.2-100 97.0 95,1982

Exa 990 97.9-995 99.3 98.3-99.7 100 99.4-100 971.7 96.2-98.6

J 969 - 98.7 - 100 - 96.5 -
£ 974 955993 982  96.6-99.8 100 - 942 914970
[00230] Tabela 30: Indices de reatividade de quatro kits comerciais

para defini¢ao do padrao-ouro

_ B AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
Kits comerciais IR IC95% g CV IR IC95% g CV
Elisa Chagas IIT 294 2.763.12 154 033 029 028030 129 027

Tmuno-Elisa Chagas 221 214228 125 020 021 020022 164 067
Gold Elisa Chagas 595 562628 146 032 027 026027 116 017
Pathozyme” Chagas 239 230248 130 025 031 029033 172 0.71

Exemplo 13 - Avaliacio do potencial diagndstico dos PRP-IBMP
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[00231] Estudo de fase I

[00232] O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade que os
PRP-IBMP possuem em discriminar amostras positivas das negativas. Para
tal, foram utilizadas 280 amostras séricas positivas € 20 negativas para a
doenca de Chagas. As reacdes de ELISA foram realizadas como descrito no
subtopico “padronizacdo dos componentes do ELISA indireto”. As médias
geométricas dos IR bem como os parametros de desempenho foram
determinados para cada um dos antigenos.

[00233] A avaliacdo sorologica utilizando 280 amostras séricas
positivas e 20 negativas para a doenga de Chagas mostrou areas abaixo da
curva (AUC) de 99,64%, 99,43%, 98,39% e 99,98% paras os PRP-IBMP-8.1,
8.2, 8.3 e 8.4, respectivamente. Conforme a Tabela 31, a avaliacdo da
sensibilidade e especificidade exibiu valores acima de 95% e 90%,

respectivamente, para os PRP-IBMP.

[00234] Tabela 31: Parametros de desempenho dos PRP-IBMP na fase
I do estudo
PAR PRP-IBMP-5.1 PRP-IBMP-5.2 PRP-IBMP-8.3 PEP-IBMP-8.4
) %% IC95% k] IC95% % IC95% % IC95%
AUC 9964 98.94-100 99 43 98.74-100 98.39 96.39-100 99 86 99.92-100
Sen 9893 96.90-99.63 98.21 9589-9923 9536 92 2297 27 99 64 98.01-99 94
Esp 100 83.89-100 90,00 69.90-9721 95.00 76.39-99.11 100 83.89-100
PEN 1.07 0.37-3.10 1,79 0,77-4,11 4.64 2.73-7,78 0.36 0.06-1.99
PFP 0.0 - 10,00 2.79-30.10 5.00 0.89-23 61 0.0 -
ET 1.00 0.34-2 90 233 1.13-474 4.67 2.80-7 68 033 0.06-1_86
Exa 9900 97.10-99.66 97.67 9526-98 87 9533 92.32-97.20 99.67 98.14-99 94
of 98.93 - 88.21 - 9036 - 99 64 -
[00235] Os valores médios dos IR estdo discriminados por molécula na

Tabela 32. A andlise grafica dos dados pode ser verificada na Figura 18.
[00236] Tabela 32: Indice de reatividade dos PRP-IBMP na fase I do

estudo.
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PRP- AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP IR IC95% g CV IR  IC95% a cv
5.1 6.01 5.68-636 162 027 048 043-054 128 2.66
5.2 526 493561 175 033 065 055076 140 216
8.3 496 459537 196 040 0.59 0.46-0,74 166 283
8.4 593 564-623 153 026 0.50 043-057 137 276
[00237] Estudo de fase 11
[00238] O estudo de fase II foi realizado com a finalidade de avaliar o

potencial diagndstico dos PRP-IBMP. Com esta finalidade, foram utilizadas
857 amostras s€ricas positivas e 689 negativas para a doenca de Chagas. As
amostras foram avaliadas conjuntamente e subdivididas nas regides
geogréficas das quais foram oriundas, a saber: Bahia, Goids, Minas Gerais,
Parand e Pernambuco, além da utilizacdo de painéis comerciais. As reacdes de
ELISA foram realizadas como descrito no subtopico “padronizacdo dos
componentes do ELISA indireto”. As médias geométricas dos IR bem como
os parametros de desempenhos foram determinados para cada um dos
antigenos. Os valores de IR e dos pardmetros de desempenho e de IR foram
comparados entre as moléculas a fim de verificar possivel capacidade
diagnostica.

[00239] A avaliac¢do soroldgica dos PRP-IBMP foi realizada utilizando
o painel soroldgico descrito na Tabela 28, ou seja, 857 amostras positivas para
a doenca de Chagas e 689 negativas. Os parametros de desempenho estimados
para os quatro PRP-IBMP encontram-se descritos na Tabela 33 e os valores
médios dos IR estdo discriminados por molécula na Tabela 34. As andlises
graficas dos IR estdo representadas na Figura 19.

[00240] Tabela 33: Parametros de desempenho dos PRP-IBMP na fase
IT do estudo

PAR PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-5.4

i % IC95% %o IC95% Yo 1C95% % IC95%
ATC  99.77 99.53-100 99.85 99.76-99.94 9990  99.81-99.99 99.99 99.98-100
Sen 9743  96.1498.30 9428 92529565 9790  96,70-98,67 99.30 98.48-99.68
Esp 9942 98529977 99,56 98.73-99.85 99,85 99,18-99.97 100 99.45-100
PFN 2,57 1.70-3.86 5,72 4.35-7.48 2.10 1,33-330 0.70 0.32-1.52
PFP 0.58 0.23-1.48 0.44 0.15-1.27 0.15 0,03-0.82 0.00 -

ET 1.68 1.15-2.45 3.36 257438 1,23 0,79-1.91 0.39 0.18-0.84
Exa 9832 97.55-98.85 96,64 95,62-9743 98,77  98,09-99.21 99.61 99.16-99.82

J 96.85 - 93.85 - 97.75 - 99.30 -
RV+ 168 63-446 217 70-670 674 954782 1986* 70-56087
RV- 0,026 0,017-0,039 0,057 0.044-0,075 0,021  0.013-0,033 0.007 0.003-0,016
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[00241] Tabela 34: Indice de reatividade dos PRP-IBMP na fase II do
estudo
PRP- AMOSTEAS POSITIVAS AMOSTREAS NEGATIVAS
IEMDP IR IC9504 o v IR [Co504 g cv
5.1 284 274294 168 059 028 027029 160 5,67
8.2 2.15 208-223 168 078 033 032-034 150 455
5.3 254 246-262 156 062 023 022-024 173 751
5.4 258 252-264 145 056 020  0.19-0.21 1.77 892
[00242] A andlise das quatro moléculas utilizando os IR médios das

amostras negativas mostrou ndo haver sobreposi¢do dos 1C95% dentre elas.
Além do mais, a avaliacdo estatistica revelou diferenca significativa entre os
grupos (p < 0,0001) (Figura 20A). Resultados semelhantes foram encontrados
para as amostras positivas, com excecdao para as moléculas IBMP-8.3 e
IBMP-8.4 (p=0,4160) (Figura 20B). Ademais, também foi avaliada a
sobreposicdo dos IC95% para os valores de sensibilidade e especificidade.
Dentre os IC95% analisados, a sensibilidade do PRP-IBMP-8.2 apresentou o
menor 1C95%, ndo se sobrepondo com aquele calculado para as demais
moléculas. Nao foi também observada sobreposicao entre o [C95% dos PRP-
IBMP-8.1 e 8.4 (Figura 21). Quanto a especificidade foi demonstrada
sobreposicao entre os IC95% para todas as moléculas (Figura 21).

[00243] A correlagdo entre os resultados obtidos para cada um dos PRP
foi avaliada pelo método de Spearman, mostrando resultados acima de 0,81

para todas as possibilidades testadas, como resumido na Tabela 35.

[00244] Tabela 35: Correlacdo entre os PRP-IBMP na fase II do estudo
PRP 8.2 8.3 5.4
IBMP r IC95% r IC95% T IC95%
5.1 0.87 (0.86-0.88) 0,81 (0.80-0.83) 087 (0.86-0289)
3.2 - - 0,84 {0.83-0,86) 0.87 (0.86-088)
8.3 - - - - 0.85 (0.83-0.86)
[00245] Conforme descrito na Tabela 36, os IR estratificados por
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origem regidao geografica foram descritos com objetivo de verificacdo da

magnitude de resposta aos antigenos PRP-IBMP por individuos infectados

provenientes de diferentes localidades do Brasil e de alguns paises da

América Latina e Estados Unidos (pain€is internacionais). A andlise grafica

destes dados encontra-se disposta nas Figuras 22 e 23.

[00246]

Tabela 36: Parametros

estratificados por origem ou regido geografica na fase II do estudo

de desempenho do PRP-IBM

PRP
IBMP

AUC
(IC95%)

Sen (%)
(IC95%)

Esp (%)
(IC95%)

Exa (%)
(IC95%)

T (%)

5.1
8.2
8.3
5.4

BA

0.99 (0.98-1.00)
0.99 (0.99-1.00)
1.00
0.99 (0.99-1.00)

98.5(91.8-99.7)
93.8 (85.2-97.6)
100 (94.4-100)
98.5 (91.8-99.7)

94.7 (75.4-99.1)
100 (83.2-100)
100 (83.2-100)
100 (83.2-100)

97.6(91.7-99.3)
95.2 (88.4-98.1)
100 (95,6-100)
98.8 (93.6-99.8)

932
938
100
98.5

5.1
8.2
5.3
5.4

GO

0.99 (0,99-1,00)

0.99 (0,99-1.00)

0.99 (0,99-1.00)
1.00

97.1(90,2-99.2)
98.6 (92.3-99.7)
97.1(90,2-99.2)
100 (94.8-100)

95,2 (77.3-99.2)
95,2 (77.3-99.2)
100 (84.5-100)
100 (84.5-100)

96,7 (90,8-98.9)
97.8 (92,3-99.4)
97.8 (92,3-99.4)

100 (95,9-100)

924
938
97.1
100

5.1
8.2
8.3
5.4

MG

0.94 (0,86-1.00)

0.99 (0,99-1.00)

0.99 (0,99-1.00)
1.00

94.8 (85.9-98.2)
94.8 (85.9-98.2)
93.1(83.6-97.3)
100 (93.8-100)

94.7 (75.4-99.1)
94.7 (75.4-99.1)
100 (83.2-100)
100 (83.2-100)

94.8 (87.4-98.0)
94.8 (87.4-98.0)
94.8 (87.4-98.0)

100 (95.,2-100)

89.6
89.6
93.1
100

51
82
83

54

PAINEL

1.00
0.99 (0,99-1.00)
1.00

1.00

93,8 (79.9-98.3)
84.4 (68.2-93.1)
100 (89,3-100)

100 (89,3-100)

100 (93.9-100)
100 (93.9-100)
100 (93.9-100)

100 (93.9-100)

97.8 (92,3-99.4)
94.5 (87,8-97.6)
100 (95,9-100)

100 (95,9-100)

93.8
84.4
100

100

5.1
8.2
5.3
5.4

PR

0.99 (0,99-1.00)
0.99 (0,99-1.00)
1.00
1.00

97.2 (85.8-99.5)
97.2 (85.8-99.5)
100 (90.4-100)
100 (90.4-100)

100 (92.9-100)
100 (92.9-100)
100 (92.9-100)
100 (92.9-100)

98.8 (93,7-99.8)
98.8 (93,7-99.8)
100 (95,7-100)
100 (95,7-100)

972
972
100
100

81
8.2
5.3
5.4

PE

0.99 (0,99-1.00)
0.99 (0.99-1.00)
0.99 (0,99-1.00)
0.99 (0.99-1.00)

97.8 (96.3-98.7)
94.1(91.9-95.7)
98.0 (96.5-98.8)
99.2 (98.1-99.6)

99.8 (98.9-100)
99.8 (98.9-100)
99.8 (98.9-100)
100 (99.3-100)

98.7 (97.9-99.3)
96.8 (95.6-97.7)
98.8 (98.0-99.3)
996 (99.0-99_8)

97.6
939
97.8
992

Exemplo 14 - Reacoes cruzadas

[00247]

A investigacdo de possiveis reacdes cruzadas foi conduzida

através da utilizacdo de amostras séricas de individuos portadores de doencas

infecto-parasitdrias, sdo elas: dengue, esquistossomose, filariose, hepatite B,
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hepatite C, HIV, HTLV, leishmaniose, leptospirose, rubéola, sarampo e
sifilis; porém negativas para a doenca de Chagas. As reacdes de ELISA foram
realizadas como descrito no topico Padronizacdo dos componentes do ELISA
indireto e as médias geométricas dos IR e os parametros de desempenho
foram determinados para cada um dos antigenos.

[00248] A avaliagdo grafica das reacOes cruzadas estd descrita na
Figura 24. Os pontos em vermelho representam as reagdes cruzadas utilizando
os PRP-IBMP. Desta maneira, das 1079 amostras séricas de individuos
portadores de outras doencas infecto-parasitarias, foi observada reatividade
para 0,46% (5/1079) para o PRP-IBMP-8.1 (leptospirose: 2; HTLV: 1;
leishmaniose: 2) (Figura 22A), 0,85% (8/1079) para o PRP-IBMP-8.2
(leptospirose: 2; sifilis: 2; HCV: 1; HIV: 1; HTLV: 1 e esquistossomose: 1)
(Figura 22B), 0,46% (5/1079) para o PRP-IBMP-8.3 (HIV: 1; HTLV: 1I;
sifilis: 1; leishmaniose: 1 e esquistossomose: 1) (Figura 22C) e 0,37%
(4/1079) para o PRP-IBMP-8.4 (HIV:1, HTLV: 1, leishmaniose: 1 e sifilis: 1)
(Figura 23D). Ao considerar a faixa do CO £+ 10% como a zona cinza foi
observado que 0,74% (8/1079) das amostras apresentaram resultados
inconclusivos para o PRP-IBMP-8.1, 1,01% (11/1079) para o PRP-IBMP-8.2,
0,28% (3/1079) para o PRP-IBMP-8.3 e 0,37% (4/1079) para o PRP-IBMP-
8.4. Esta condi¢ao encontra-se representada na Figura 24 com o simbolo de
estrela.

Exemplo 15 - Concordancia de desempenho com kits comerciais

[00249] Para avaliar a concordancia das proteinas recombinantes IBMP
8-1 a 8-4 com kits comerciais foram testadas 688 amostras negativas e 854
positivas para a doenca de Chagas, em paralelo com o Gold Elisa Chagas lote
CHA132A (REM Indistria e Comércio Ltda, Sao Paulo, Brasil) e o
Pathozyme® Chagas lote 7042779 (Omega Diagnostics, Escocia, Reino
Unido). Ademais, foram também avaliadas 932 amostras negativas para a

doenga de Chagas, porém positivas para dengue (n=50), esquistossomose
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(n=42), filariose (n=51), hepatite B (n=158), hepatite C (n=84), HIV (n=140),
HTLV (n=108), leishmaniose (n=16), leptospirose (n=90), rubéola (n=13),
sarampo (n=20), sifilis (n=138) e 22 de co-infec¢des, a saber: HIV e sifilis
(n=7), hepatite B e sifilis (n=2), hepatite C e sifilis (n=2), HTLV e sifilis
(n=1), HIV e hepatite B (n=1), hepatite B e hepatite C (n=7), hepatite C,
hepatite B e sifilis (n=1) e hepatite C, HTLV e sifilis (n=1). As reagdes de
ELISA foram realizadas de acordo com as recomendac¢des dos fabricantes. Ao
final das reacdes os resultados foram normalizados com objetivo de torna-los
compardveis quantitativamente aqueles obtidos para as proteinas
recombinantes. As médias geométricas dos IR bem como os parametros de
desempenhos foram determinados e os resultados comparados ao das
proteinas recombinantes.

[00250] Como demonstrado na Tabela 37, a avaliacdo do painel
soroldgico utilizando os kits comerciais Gold Elisa Chagas e o Pathozyme®
Chagas mostrou sensibilidade de 98,9% e 98,4%, e especificidade de 99,7%, e
96,7%, respectivamente. Demais parametros de desempenho podem ser
visualizados diretamente na mesma Tabela.

[00251] Tabela 37: Comparacdo dos parametros de desempenho dos
PRP-IBMP com kits comerciais

Sen (%) Esp (%) Exa (%) Erro (%) oF

Teste  1coses)  (1CO5%)  (IC95%)  (IC95%) (%) RV+ RV-
61 987 99.4 99.0 1.0 08 1 167.8 0.025
' (97.7-993) (98.5998) (984994) (0.6-16) : (63.1-4458)  (0.016-0,038)
5 943 99.6 96 6 34 03 8 216.2 0.058
©(925956) (98.7999) (95.6974) (2.64.4) ; (69.9-688.7)  (0.044-0,076)
53 979 99.9 988 1.2 077 673.5 0.021
' (96,7-98.7)  (99.2-100) (98.1-992) (0.8-1.9) 1 (950-4774.7)  (0.013-0,033)
51 993 100 99.6 0.4 0 3 1985.0 0.007
' (98.5-99.7)  (99.4-100)  (99.2-99.8)  (0.2-0.8) ~ (70.3-56064.3)  (0.003-0,016)
Gold 989 99.7 993 0.7 087 3404 0.011
(98.0-994)  (98.9-99.9)  (98.7-99.6)  (0.4-1.3) ' (85.3-1358.3)  (0.006-0.20)
otho 98.4 96.7 97.6 24 050 29.42 0.017
(97.3-990) (95.0978) (967983) (1.7-33) : (19.7-440)  (0.010-0,029)
[00252] Os valores médios dos IR relativos ao Gold Elisa Chagas e ao

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 74/115



67/74

Pathozyme® Chagas para as amostras positivas € negativas sdo exibidos na
Tabela 38. As andlises gréficas e a avaliacdo da significancia estatistica entre
os grupos podem ser visualizadas na Figura 28.

[00253] Tabela 38: Comparacdo dos indices de reatividade dos PRP-

IBMP com kits comerciais

o N AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
Condicbes de analise ™1p™ 1C95% o CV IR IC95% g  CV
PRP-IBMP-8.1 285 275295 168 059 028  027-029 159 5.66
PRP-IBMP-82 215 207222 168 0,78 033 032-034 150 455
PRP-IBMP-8.3 254 247262 156 061 023 022-024 173 749
PRP-IBMP-84 258 251265 145 056 020 019021 177 892

Gold Elisa Chagas 515 497-533 167 032 027 _026-028 124 451
Pathozyme” Chagas 230 224235 143 0.2 030 029-031 174 576
[00254] A andlise da correlagdo de Spearman entre os resultados

obtidos pelos kits comerciais com aqueles obtidos pelos PRP-IBMP mostrou
valores acima de 0,80 para todas as possibilidades de analise (Tabela 39).
Entre os kits a correlagdo determinada foi de 0,82 (IC95%: 0,80-0,84).

[00255] Tabela 39 - Andlise da correlacdo entre os PRP-IBMP com

kits comerciais

PRP Gold Elisa Chagas Pﬂihnz)'me't Chagas
IBMP r IC95% r IC95%
8.1 0.81 (0.79-0.82) 080  (0.78-0.81)
8.2 0.83 (0.81-0.84) 081  (0.80-0.83)
8.3 0.86  (0.84-0.87) 084  (0,82-0.85)
8.4 0.84 (0.83-0.86) 0.84  (0.82-0.85)
[00256] A Figura 29 apresenta um grafico de sensibilidade versus

especificidade no qual podem ser visualizados os parametros de desempenho
dos PRP-IBMP e dos kits comerciais Gold Elisa Chagas e Pathozyme®
Chagas.

[00257] Das 932 amostras séricas de individuos portadores de outras
doengas infectoparasitarias 0,43% (4/932) apresentou reatividade para a

doenca de Chagas (sifilis: 2; HTLV: 1; leptospirose: 1) no kit Gold Elisa
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Chagas (Figura 30A). Para o Pathozyme® Chagas 0,21% (2/932) das
amostras foi reativa para Chagas (HTLV: 2). No entanto, o Gold Elisa Chagas
forneceu somente 0,12% (1/932) de resultado inconclusivo (leishmaniose: 1),
enquanto que o Pathozyme® Chagas forneceu 1,50% (14/932) de resultado
nesta condi¢do (co-infeccao HIV/HBV: 1; dengue: 1; HCV: 4; HIV: 1;
HTLV: 3; rubéola:1; esquistossomose: 1; sifilis: 3) (Figura 30B). Os valores

dos IR médios para ambos os kits estdo descritos na Tabela 40.

[00258] Tabela 40: Indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando
amostras séricas de individuos portadores de outras doencas infecto-
parasitarias
. Go0ld Elisa Chagas Pathozvme” Chngﬂs
Morbidades IR 1C95% s CV IR IC95% o CV
Co-infeccies 031 030033 110 335 038 031048 166 432
Dengue 035 034-037 1116 327 027 024032 165 603
Esquistossomose 033  032-034 114 344 030 025035 173 578
Filariose 033 032034 112 344 029 026033 154 525
HBV 030 029-031 122 408 028 026030 153 544
HCV 033 031034 121 3.70 034 031038 162 474
HIV 031 030-033 129 411 030 028032 152 509
HILV 029 0028-031 127 433 031 028034 171 562
Leishmaniose 038 031047 151 394 018 014023 160 896
Leptospirose 032  0.30-0.33 126 400 027 025020 152 568
Rubéola 028 026030 115 414 021 015030 181 854
Sarampo 029 027-030 115 403 025 021030 149 601
Sifilis 0.35 0.34-036 126  3.60 031 028033 164 536

Exemplo 16 - Analise dos resultados inconclusivos

[00259] Do total de amostras séricas positivas para a doenca de Chagas
cedidas pelas Instituicdes parceiras, 81 (8,6%) (Tabela 28) apresentaram
resultados discordantes quando submetidas a anélise dos testes usados como
padrdo-ouro neste estudo. As anélises utilizando os PRP-IBMP isoladamente
ou em diferentes combinagcdes (intersecoes de conjuntos) encontram-se

descritas na Figura 31.

Microarranjo liquido:

Exemplo 17 - Acoplamento das proteinas IBMP com microesferas e
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procedimento LMA

[00260] Os antigenos foram acoplados sob diferentes condicoes de pH
do tampao e concentra¢ao de antigenos: IBMP-8.1 em PBS pH 7.4 em 66 ng /
mL, IBMP-8.2 em PBS pH 7,4 a 80,3 ug/mL, IBMP-8.3 em PBS pH 7,2 a 70
ug/mL e IBMP-84 em PBS pH 7,0 a 70 upg/mL. Estas condi¢oes
correspondem ao maior sinal ao ruido propor¢des € a melhor curva de ROC
depois de testa-los contra amostras de soro positivo e negativo. O
acoplamento das proteinas IBMP em microesferas carboxiladas
paramagnéticas (Luminex Corp, Austin-TX, EUA) foi realizado usando o
protocolo do fabricante. Em resumo, uma suspensio de 2 x 10° microesferas
foram misturadas em banho de ultrassom (Cole-Parmer ultrasonic cleaner,
Cole-ParmerInstruments Company, Vernon Hills-IL, USA) e agitacao
horizontal (IKA vortex genius 3 VG3S32, IKA do Brasil, Campinas-SP,
Brasil) para assegurar a distribuicio homogénea da suspensdo. Apds duas
lavagens, as microesferas foram suspensas em 400 ul de tampao de ativagao
(100 mM de fosfato de sodio, pH 6,3). Solucoes (50 uL. de cada) de N-
hidroxissulfosuccinimida (Pierce, Rockford-IL, EUA) e cloridrato de 1-etil-
3(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (Pierce), ambos diluidos para 50
mg/mL em &4gua de duplamente destilada (dH,O), foram adicionados para
ativar as microesferas quimicamente. Apds a mistura, as microesferas foram
incubadas durante 20 minutos no escuro a 25°C a uma agitagao lateral de 250
rpm. As microesferas ativadas foram posteriormente lavadas duas vezes com
tampao de acoplamento, apds a dilui¢do de 200 ul de antigeno no tampao de
acoplamento na concentra¢do escolhida. Estas suspensdes foram incubadas a
250 rpm agitacdo horizontal durante 2 horas a 37°C. Apds a incubagdo, as
microesferas foram lavadas trés vezes com tampdo de lavagem (PBS,
contendo 1% de BSA, 0,05% de Tween 20). As suspensdes finais de
microesferas foram contadas (Beckman Coulter Z3, Kendall-FL., EUA) e

ajustadas para uma concentra¢do de 4 x 10* microesferas/mL em tampdo de
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armazenamento (PBS contendo 1% de BSA e 0,02% de azida de sddio) e
armazenado, protegidas da luz a 2-8°C em tubos de baixa ligacao (# 0030
108.116, Eppendorf, Ham- Burg, Alemanha) por 24 horas. Os imunoensaios
de microarranjo liquido foram realizados utilizando amostras de soro diluido
para 1: 200 em tampao de ensaio (PBS contendo 1% de BSA, Tween 20 a
0,05%). 50 mL de micro suspensao de esfera (~ 2.500) e 50 ul de soro diluido
foram misturados em cada poco de uma placa de 96 pogos placa e incubada
durante 15 minutos no escuro a 37°C com rotacdo horizontal a 600 rpm. As
microesferas foram entdo lavadas duas vezes com 100 uL de tampdo de
lavagem em placa Hydroflex com suporte de placa magnética (TECAN,
Durham-NC, EUA). IgG anti-humana de cabra conjugada a ficoeritrina
(GTIG-001, substratos de musgo, Pasadena-MD, EUA) diluido 1: 1000 em
tampao de ensaio foi adicionado e as microesferas foram incubadas durante
15 minutos no escuro a 37°C com rotagdo horizontal a 600 rpm. As
microesferas foram lavadas duas vezes com 200 pL. de tampao de lavagem e
uma vez com Sheath Fluid 1x (Luminex Corp, Austin-TX, EUA). Os
resultados, expressos como intensidade mediana de fluorescéncia (MFI), foi
determinada com um dispositivo Luminex 200.

Exemplo 18 - Avaliacdo das proteinas recombinantes em ELISA e

Microarranjo liquido

[00261] Soros de 300 individuos que vivem em uma 4rea endémica
para doenca de Chagas previamente testados para infec¢do por 7. cruzi
usando dois testes, conforme recomendado pelo Ministério da Saude do
Brasil, foram testados por testes de deteccdo de antigeno-anticorpo usando
quatro proteinas quiméricas recombinantes.

[00262] Com base no ndmero total de amostras, a area sob a curva
(AUC) para proteinas IBMP variou de 0,9839 a 0,9998 (p <0,0001) como
detectado por ELISA e de 0,9784 a 0,9971 (p <0,0001) por microarranjo

liquido, demonstrando alta precisdo diagnostica para todas as proteinas
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quiméricas recombinantes de IBMP (Figuras 32 e 33). Nas anélises ELISA, o
escore de sensibilidade apresentou valores de até 98% para IBMP-8.1, -8.2 e -
8.4 proteinas e até 95% para IBMP-8.3. A andlise global de negativos
amostras de soro revelaram que os valores negativos mais baixos e mais altos
foram apresentados pelo IBMP-8.2 (90%) e pelos antigenos IBMP-8.1 e -8.4
(100%). Com IC 95%, os dados de sensibilidade e especificidade nao
mostraram diferenga entre os antigenos. Para amostras positivas, as proteinas
8.1 e -8.4 apresentaram RI mais elevado seguido de IBMP-8.2 e -8.3.
Diferencas significantes foram evidenciados entre amostras positivas e
negativas considerando a andlise RI (p <0,0001).

[00263] Resultados semelhantes foram obtidos no microarranjo liquido
(Fig. 33). Com essa metodologia, a sensibilidade variou de 98,6% (IBMP-8.1
e -8.2) para 100% (IBMP-8.4) e especificidade de 90% (IBMP-8.1) para
100% (IBMP-8.3). O RI mais alto foi alcancado pelo IBMP-8.3, seguido pelo
IBMP-8.2, -8.4, e -8.1. Nao houve diferenca significativa nos parametros de
desempenho quando os antigenos foram avaliados pelas metodologias ELISA
e microarranjo liquido, exceto a sensibilidade IBMP-8.3.

[00264] O acordo entre os resultados esperados fornecidos por
antigenos quiméricos de 7. cruzi variou de 95,3% para IBMP-8.3 a 99,7%
para IBMP-8.4 em amostras avaliadas por ELISA e 98,0% para IBMP-8.1 e
99,7% para IBMP-8.4 por microarranjo liquido. O alto indice de Cohen
Kappa (x> 0,81) de IBMP-8.1, -8.2 e -8.4 por ELISA e de IBMP-8.1 a -8.4
pela LMA sublinham excelente acordo de resultados de teste, que mostrou
concordancia quase perfeita com os testes de referéncia. O IBMP-8.3 em
amostras avaliadas por ELISA proporcionou 14 resultados discordantes,
revelando substancial acordo (k = 0,71) com testes de referéncia.

[00265] E evidente que os exemplos acima foram apresentados apenas
em cardter ilustrativo, ¢ que modificacdes e variagdes dos mesmos, Obvias

para os técnicos no assunto, sdo consideradas como inclusas no escopo da
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presente invengao.
[00266] As reivindicagdes a seguir ndo pretendem, de modo algum,
serem limitadoras do escopo da presente inveng¢do. Varias modificagcoes

podem ser feitas sem se afastar do espirito e do escopo da presente invencao.

REFERENCIAS

Os documentos citados sdo incorporados aqui por referéncia em sua
totalidade.

BRASIL. Secretaria de Vigilancia em Saude. Consenso Brasileiro em Doenca
de Chagas. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Rio de
Janeiro, v. 38, supl. 3, p. 7-29, 2005.

CAMUSSONE, C. et al. Comparison of recombinant T. cruzi peptide
mixtures versus multiepitope chimeric proteins as sensitizing antigens for
immunodiagnosis. Clinic. And Vaccine Immunol, v. 16, n.6, p. 899-905,
2009.

CORDERO, E. M. et al. Proteomic analysis of detergent-solubilized
membrane proteins from insect-developmental forms of Trypanosoma cruzi.
Journal of Proteome Research, Washington, v. 8, n. 7, p. 3642-3652, July
20009.

COURA, J. R.; VINAS, P. A. Chagas disease: a new worldwide challenge.
Nature, London, v. 465, n. 7301, p. S6-S7, June 2010.

DA SILVEIRA, J. F.; UMEZAWA, E. S.; LUQUETTI, A. O. Trends in
Parasitology, Oxford, v. 17, n. 6, p. 286-291, June 2001.

FRASCH, A. C. et al. Comparison of genes encoding Trypanosoma cruzi
antigens. Parasitology Today, Amsterdam, v. 7, n. 6, p. 148-151, June 1991.
GOMES, Y. M. PCR and Sero-diagnosis of Chronic Chagas’ diasease.
Biotechnological advances. Appl. Biochem. Biotech, v.66,p.119. 1997.
GOMES, Y. M. et al. Emprego do kit EIE-Recombinante-Chagas-Bio-

Manguinhos no diagndstico da doenga de Chagas cronica. Salud y Ciéncia,

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 80/115



73174

v.1,p. 1- 10, 2004.

GOMES, Y. M., LORENA, V. M.; LUQUETTI, A. O. Diagnosis of Chagas
disease: what has been achieved? What remains to be done with regard to
diagnosis and follow up studies? Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, v. 104, supl. 1, p. 115-121, jul. 2009.

HERNANDEZ, P. et al. Highly effective serodiagnosis for chagas’disesase.
Clin. And Vccine Immnuology, p. 1589-1603, 2010.HOTEZ, P. J. et al.,
Chagas Disease: “The New HIV/AIDS of the Americas”. PLoS Neglected
Tropical Diseases, San Francisco, v. 6, n. 5, p. e1498, May 2012.
HOUGHTON, R.L. et al. Multiepitope synthetic peptide and recombinant
protein for the detection of antibodies to T. cruzi in patients with treated or
untreated Chagas’ disease. J. Infect. Disease,v. 181, p. 325-330, 2000.
HOUGHTON, R.L. et al. Lateral Flow Immunoassay for Diagnosis of
Trypanosoma cruzi Infection with High Correlation to the
Radioimmunoprecipitation Assay. Clin. And Vccine Immnuology, v.16, No.
4, p. 515-520, Apr. 20009.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Control of Chagas disease.
Second report of the WHO Expert Committee. Geneva, 2002.
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Chagas disease in Latin
America: an epidemiological update based on 2010 estimates. The Weekly
Epidemiological Record, Geneva, v. 90, n. 6, p. 33-43, Feb. 2015.
ORGANIZACAO PANAMERICANDA DA SAUDE. Chagas in the
Americas for Public Health Workers. Washington, 10 jul. 2014. Disponivel
em: <http://www.paho.org/hg/index.php? option=com_
topics&view=article&id= 10&Itemid= 40743> . Acesso em: 22 out. 2015.
PAN, A. A. et al. Clinical evaluation of an EIA for the sensitive and specific
detection of serum antibody to Trypanosoma cruzi (Chagas’ disease). The
Journal of Infectious Diseases, Chicago, v. 165, n. 3, p. 585-588, Mar. 1992.
SANTOS, L. et al. In-house ELISA method to analyze anti-Trypanosoma

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 81/115



74174

cruzi IgG reactivity for differential diagnosis and evaluation of Chagas
disease morbidity. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Rio
de Janeiro, v. 45, n. 1, p. 35-44, fev. 2012.

TIBAYRENC, M. Genetic subdivisions within Trypanosoma cruzi (Discrete
Typing Units) and their relevance for molecular epidemiology and
experimental evolution. Kinetoplastid Biology and Disease, London, v. 2, n.
1, p. 12, Oct. 2003.

VERISSIMO DA COSTA, G. C. et al. The 1dentification and characterization
of epitopes in the 30-34kDa Trypanosoma cruzi proteins recognized by

antibodies in the serum samples of chagasic patients. Journal of Proteomics,

Amsterdam, v. 80, p. 34-42, Mar. 2013.

Peticdo 870180134202, de 25/09/2018, pag. 82/115



1/6

REIVINDICACOES

1. Proteina recombinante ou sintética, caracterizada pelo fato

de que compreende pelo menos um fragmento de uma ou mais proteinas
selecionadas do grupo de: fragmento do vetor, antigeno de superficie 2, trans-
sialidase, proteina L19 de subnidade ribossomal 60S, calpaina cisteina
peptidase, proteina de antigeno repetitivo flagelar, proteina associada ao
microtibulo de Trypanosoma cruzi, proteina de membrana citoplasmadtica, e
opcionalmente ligadores ou espacadores, em que um ou mais aminoacidos sao
opcionalmente substituidos, adicionados ou deletados em relacdo a sequéncia
natural.

2. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que compreende um ou mais

fragmentos de cada uma das proteinas selecionadas dentre: fragmento do
vetor da SEQ ID NO:1, antigeno de superficie 2 da SEQ ID NO: 2, trans-
sialidase da SEQ ID NO: 3, proteina L19 de subnidade ribossomal 60S da
SEQ ID NO: 4 e trans-sialidase da SEQ ID NO: 5.

3. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacado 2, caracterizada pelo fato de que compreende ainda pelo menos

um ligador ou espagador entre os referidos fragmentos.
4. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacdo 2 ou 3, caracterizado pelo fato de que compreende os

fragmentos selecionados do grupo: aminodcidos 1 a 34 da SEQ ID NO: 1, os
aminoacidos 288 a 333 da SEQ ID NO: 2, aminoacidos 1000 a 1013 da SEQ
ID NO: 3, aminodcidos 218 a 234 da SEQ ID NO: 4 e 724-743 da SEQ ID
NO:5.

5. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a
reivindicacdo 4, caracterizada pelo fato de que € apresentada pela SEQ ID

NO: 21 ou uma sequéncia com 90% de identidade com a SEQ ID NO: 21.

6. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a
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reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que compreende um ou mais

fragmentos de cada uma das proteinas selecionadas dentre: fragmento do
vetor da SEQ ID NO: 1, calpaina cisteina peptidase da SEQ ID NO: 6, trans-
sialidase da SEQ ID NO: 7, trans-sialidase da SEQ ID NO: 8, antigeno de
superficie 2 de SEQ ID NO: 9.

7. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacado 6, caracterizada pelo fato de que compreende ainda pelo menos

um ligador entre os referidos fragmentos.

8. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a
reivindicacdo 6 ou 7, caracterizado pelo fato de que compreende os
aminodcidos 1 a 34 da SEQ ID NO: 1, aminoacidos 31 a 97 da SEQ ID NO:
6, aminoacidos 658 a 669 da SEQ ID NO: 7, aminoacidos 283 a 343 da SEQ
ID NO: 8 e aminodacidos 166 a 231 da SEQ ID NO: 9.

0. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a
reivindicacdo 8, caracterizada pelo fato de que € apresentada pela SEQ ID

NO: 22 ou uma sequéncia com 90% de identidade com a SEQ ID NO: 22.

10. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que compreende um ou mais

fragmentos de cada uma das proteinas selecionadas dentre: antigeno de
superficie 2 de SEQ ID NO: 10, proteina de antigeno repetitivo flagelar de
SEQ ID NO: 11, trans-sialidase de SEQ ID NO:12, proteina L19 de
subunidade ribossomal 60S de SEQ ID NO: 13 e fragmento do vetor de SEQ
ID NO: 14.

1. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacao 10, caracterizada pelo fato de que compreende ainda pelo

menos um ligador entre os referidos fragmentos.
12. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a
reivindicacdao 10 ou 11, caracterizado pelo fato de que compreende os

aminoacidos 566 a 602 da SEQ ID NO: 10, os aminoicidos 2 a 44 da SEQ ID
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NO: 11, aminoacidos 507 a 551 da SEQ ID NO: 12, aminoacidos 236-284 da
SEQ ID NO: 13 e aminoacidos 1 a 17 da SEQ ID NO: 14.
13. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacdo 12, caracterizada pelo fato de que € apresentada pela SEQ ID

NO: 23 ou uma sequéncia com 90% de identidade com a SEQ ID NO: 23.

14. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que compreende um ou mais

fragmentos de cada uma das proteinas selecionadas dentre: antigeno de
superficie 2 de SEQ ID NO: 2, trans-sialidase de SEQ ID NO:15, trans-
sialidase de SEQ ID NO:16, trans-sialidase de SEQ ID NO:17, proteina de
antigeno repetitivo flagelar de SEQ ID NO: 11, proteina associada ao
microtibulo de SEQ ID NO: 18, proteina de membrana citoplasmatica de
SEQ ID NO: 19, proteina de antigeno repetitivo flagelar de SEQ ID NO: 20 e
fragmento do vetor de SEQ ID NO: 14.

15. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacdo 14, caracterizada pelo fato de que compreende ainda pelo

menos um ligador entre os referidos fragmentos.

16. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a

reivindicacao 14 ou 15, caracterizado pelo fato de que compreende os
aminodcidos 288 a 334 da SEQ ID NO: 2, os aminodcidos 776 a 809 da SEQ
ID NO: 15, aminoacidos 724 a 743 da SEQ ID NO: 16, aminoacidos 682 a
705 da SEQ ID NO: 17, aminoacidos 19 a 47 da SEQ ID NO: 11, os
aminodcidos 349 a 386 da SEQ ID NO: 18, aminoacidos 74 a 92 da SEQ ID
NO: 19, aminodcidos 1 a 68 da SEQ ID NO: 20 e aminoacidos 1 a 18 da SEQ
ID NO: 14.

17. Proteina recombinante ou sintética de acordo com a
reivindicacdo 16, caracterizada pelo fato de que € apresentada pela SEQ ID

NO: 24 ou uma sequéncia com 90% de identidade com a SEQ ID NO: 24.

18. Sequéncia de DNA sintético, caracterizado pelo fato de
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que codifica a proteina como definida em qualquer uma das reivindicac¢des 1 a
17.
19. Sequéncia de DNA sintético de acordo com a

reivindicacdo 18, caracterizada pelo fato de que é representado pela SEQ ID

NOs: 25-28 ou uma sequéncia com 90% de identidade com as sequéncias
SEQ ID NO: 25-28.
20. Sequéncia de DNA sintético de acordo com a

reivindicagdo 18 ou 19, caracterizado pelo fato de que € otimizado para uso de

codon para Escherichia coli.

21. Cassete de expressdo, caracterizado pelo fato de que

compreende uma sequéncia de DNA sintético como definido na reivindicagao
18 ou 19.

22. Vetor de expressdo, caracterizado pelo fato de que

compreende uma sequéncia de DNA sintético como definido na reivindicagao
18 ou 19 ou um cassete de expressao como definido na reivindicagdo 21.

23. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato que de

compreende uma sequéncia de DNA sintético como definido na reivindicagao
18 ou 19, ou um vetor de expressdao como definido na reivindicagdo 22 ou um
cassete de expressdo como definido na reivindicacado 21.

24. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 23,

caracterizada pelo fato de que o dito sistema procaridtico compreende uma

bactéria do género Escherichia.
25. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 24,

caracterizada pelo fato de que € da espécie Escherichia coli.

26. Método para produzir uma proteina recombinante ou

sintética, caracterizado pelo fato de compreender:

(a) transferir para uma célula hospedeira uma sequéncia de DNA
sintético como definido em qualquer uma das reivindicacdes 18 a 20 para

obter uma célula hospedeira transformada ou transfectada;
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(b) cultivar a célula hospedeira transformada ou transfectada para
obter uma cultura de células;

(c) expressar a proteina recombinante ou sintética como definida
em qualquer uma das reivindicacoes 1 a 17 em uma célula hospedeira
transformada ou transfectada para produzir uma proteina recombinante ou
sintética; e

(e) 1solar a proteina recombinante da célula ou da cultura de
célula.

27. Composic¢do, caracterizada pelo fato de que compreende

uma proteina como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 17 ou
uma combinacdo de duas ou mais proteinas como definidas em qualquer uma
das reivindicagoes 1 a 17.

28. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 27,

caracterizada pelo fato de ser utilizada em um método para diagndstico de

doenca de Chagas ou kit para diagnostico da doencga de Chagas.
29. Uso da proteina recombinante ou sintética como definida

na reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de ser para a manufatura de uma

composi¢ao para diagnoéstico de doenca de Chagas.

30. Kit para diagnéstico da doenca de Chagas, caracterizado

pelo fato de que compreende uma ou mais proteinas recombinantes ou
sintéticas como definidas na reivindicacdo 1 ou uma composicdo como
definida na reivindicacao 27.

31. Kit para diagnostico da doenga de Chagas de acordo com a

reivindicacdo 30, caracterizado pelo fato de que compreende um meio de

deteccao para detectar o complexo antigeno-anticorpo.

32. Kit de acordo com a reivindicagao 30 ou 31, caracterizado

pelo fato de que compreende instrugdes de uso.
33. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 31 a

32, caracterizado pelo fato de que compreende ainda controle positivo de
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reacao.

34. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 31 a

33, caracterizado pelo fato de que € desenvolvido para ensaios
imunoenzimaticos (EIE), ensaios imunocromatogrificos e microarranjo
liquido.

35. Kit de acordo com a reivindicagdo 34, caracterizado pelo

fato de que os ensaios imunoenzimaticos (EIE) sdo ensaios do tipo indireto.

36. Método para diagnostico da Doenca de Chagas, caracterizado

pelo fato de compreender as etapas de:

(a) prover uma ou mais proteinas recombinantes ou sintéticas
como definida na reivindicacdo 1 ou uma composicdo como definida na
reivindicacao 27;

(b) contatar as ditas uma ou mais proteinas recombinantes ou
sintéticas ou a dita composi¢do com a amostra bioldgica a ser testada por um
tempo suficiente e sob condi¢Oes suficientes para formacdo de complexos
anticorpo/ antigeno; e

(©) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na etapa
(b), pela adicdo de um meio de detec¢do, capaz de gerar um sinal detectavel

na presenca do referido complexo antigeno/ anticorpo.
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RESUMO

“PROTEINA RECOMBINANTE OU SINTETICA, SEQUENCIA DE
DNA SINTETICO, CASSETE DE EXPRESSAO, VETOR DE
EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA, METODO DE PRODUCAO DA
PROTEINA RECOMBINANTE OU SINTETICA, COMPOSICAO, USO
DA PROTEINA RECOMBINANTE OU SINTETICA, KIT PARA
DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS, E, METODO PARA
DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS”

A presente inven¢do refere-se a uma proteina recombinante
ou sintética com atividade imunogénica, util para deteccdo de anticorpos
anti-Trypanosoma cruzi na fase cronica da doenca de Chagas. A invengdo
também se refere a sequéncia de DNA sintético, cassete de expressdo, vetor
de expressdo, célula hospedeira, método de producdo da proteina
recombinante ou sintética, composi¢do, uso da proteina recombinante ou
sintética, kit para diagndstico da doenga de chagas, bem como ao método

para diagnoéstico da doenga de chagas.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

OB 9ED922A7 313226

Campo 2

6 816 A04 16 3 2B3DTFSB

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 135820.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 07/08/2018
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 16:09:17
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: OB9ED922A7313226
- Campo 2: 6816A041632B3DFB
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