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(57) Abstract: The present patent application discloses recombinant or
synthetic 7. gondii antigens that can be used for diagnosing acute and
chronic toxoplasmosis. Combinations for detecting IgG anti-7. gondii an-
tibodies and IgM anti-7. gondii antibodies are disclosed, comprising the
antigens GRA7, ROP1, p35 and GRAG, or fragments thereot. In addition,
the present patent application discloses nucleotide sequences encoding the
antigens of the present invention, as well as systems for recombinant ex-
pression and systems for purification of said antigens. Furthermore, stabi-
lized compositions comprising the antigens of the invention are also pro-
vided, as well as said antigens coupled to microbeads.

(57) Resumo: O presente pedido de patente revela antigenos recombinan-
tes ou sintéticos de 7. gondii Uteis para diagnosticar a toxoplasmose agu-
da e crénica. Sdo reveladas combinacles para detecgéio de anticorpos IgG
anti-7. gondii e anticorpos IgM anti-7. gondii, as quais compreendem os
antigenos GRA7, ROP1, p35 e GRAG, ou fragmentos dos mesmos. Adi-
cionalmente, o presente pedido de patente revela sequéncias nucleotidicas
que codificam os antigenos da presente invengédo, bem como sistemas de
expressdo recombinante e sistemas de purificagéo dos referidos antigenos.
Além disso, sdo também providas composig¢des estabilizadas compreen-
dendo os antigenos da inveng#o, bem como os referidos antigenos acopla-
dos a microesteras.
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“METODO  PARA IMUNODIAGNOSTICO DE  TOXOPLASMOSE
AGUDA E CRONICA”

Campo da Invencao

[001] A presente invencdo refere-se ao wuso de antigenos
recombinantes ou sintéticos para deteccdo de toxoplasmose aguda ou crdnica.
Particularmente, a presente invenc¢io refere-se a combinacfes ou misturas que
podem ser utilizadas na detecgdo de anticorpos 1gG e IgM contra Toxoplasma
gondii. Além disso, a presente invencdo refere-se a sequéncias nucleotidicas
otimizadas e a sistemas de expressdo recombinante para obtencido dos
referidos antigenos. Adicionalmente, a presente invencio refere-se a sistemas
de purificacdo, estabilizacdo e acoplamento dos referidos antigenos as
microesferas.

Antecedentes da Invenciie

002} A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo protozodrio
Toxoplasma gondii. A principal via de contaminagido dos seres humanos
ocorre através da dgua ¢ alimentacdo (I, 2). A doenca em seres humanos
divide-se entre as fases aguda e crbnica. A fase aguda da infecgdo procede ao
contato inicial com o 7. gondii, e é caracterizada pela disseminacio do
parasita por todo organismo, seguida por destruicdo tecidual ¢ manifestacio
patogénica da doenca. A fase cronica da infeccdo ocorre posteriormente, € €
caracterizada pelo estabelecimento da laténcia da infecc@o, que ocorre através
da formacao de cistos teciduais quiescentes e permanentes, juntamente com o
desaparecimento dos sintomas (3).

[003] Os taquizoftos demonstram preferéncia pelo Sistema Nervoso
Central, tecidos musculares, e tecidos e estruturas oculares (3). Na
toxoplasmose ocular sdo observadas lesdes necrdticas na retina, cordide, e
vitreo produzindo sintomas como visdo turva, dor, fotofobia, ou perda parcial
ou total da visdo (4, 5). As manifestacdes mais comuns da encefalite

toxoplasmica sdo as anormalidades neuroldgicas, tais como hemiparesia,
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deméncia, ataxia, letargia, convulsdes, e distirbios motores ou sensorniais (3,
5).

[004] A ocorréncia desta doenga tem um impacto significativo em
gestantes e pacientes imunodeprimidos (3). Devido a auséncia de
imunossupressdo eficaz, a infeccdo aguda ou reativacio da toxoplasmose em
individuos imunocomprometidos pode levar a casos fatais. A infecgdo
adquirida por pacientes com AIDS pode envolver miltiplos 6rglos, causando
uma grande variedade de sintomas (3, 5). E estimado que nos Estados Unidos
e na Europa, respectivamente, cerca de 10% a 30% dos pacientes com AIDS e
Toxoplasmose evoluem para obito (2). A ocorréncia de toxoplasmose em
gestantes imunoccompetentes pode resultar na transmissdo vertical do 7.
gondii. As taxas de transmissdo vertical correspondem a 10 a 25% no
primeiro trimestre, 30 a 54% e 60 a 65%, durante o segundo e terceiro
trimestres, respectivamente (6). Até a 13° semana de gestagdo, 61% dos fetos
infectados desenvolvem sinais clinicos, até 26° semana, entre 18% a 33%, e
até 36° semana, entre 4% a 17% (7). As consequéncias mais comuns da
toxoplasmose congénita sdo a lesdo ocular, principalmente a coriorretinite, a
qual acomete 92% dos casos, e calcificaces intracranianas ¢ hidrocefalia, que
ocorrem em aproximadamente 15% dos casos (6, 8, 9). Também sio
documentados outros sinfomas, como convulsdo, retardo mental,
microcefalia, esplenomegalia, hepatomegalia, febre, anemia, linfoadenopatia
(10). A toxoplasmose congénita também esta associada ao risco aumentado de
parto prematuro apds o 5° més de gestacio, aborto, natimorto, e morte
neonatal (7, 8, 9). No entanto, 70% a 90% dos neonatos infectados
congenitamente s4o assintomaticos ao nascer (6). A toxoplasmose congénita
pode se manifestar tardiamente, durante a infincia ou adolescéncia,
apresentando deficiéncias relacionadas ao comprometimento de estruturas
oculares e do SNC, como retinocoroidite, estrabismo, cegueira, deficiéncias

neuroldgicas, convulsdes, retardo mental (9, 10, 11).
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1005] A toxoplasmose tem sido relatada em todo o mundo. No
Brasil, a soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-7. gondii em gestantes,
indicativos de infeccdo prévia com o parasita, varia de acordo com a regido
estudada: 88% na regido endémica de Erechim no estado do Rio Grande do
Sul (RS) (12), 91% no Mato Grosso do Sul (MS) (13), 64,9% na Bahia (14),
67% no Parana (15), e de 59,8% (16} a 74,5% no RS (17). Com relagdo a
toxoplasmose congénita, a incidéncia encontrada foi de 8/10.000 no RS (18),
e 3,3/10.000 em Ribeirdo Preto no estado de Sio Paulo (19) e no sul do
Brasil, que possul a maior soroprevaléncia de toxoplasmose ja registrada no
mundo (20).

[006] Na maioria dos casos, os sintomas s3o 1inespecificos e
presentes em apenas 10% a 20% dos individuos imunocompetentes (3). Por
esta razdo, a triagem para toxoplasmose em gestantes € realizada
rotineiramente em diferentes pafses. Estes programas de rastreio sido
inicialmente baseados em testes seroldgicos para a deteccdo de anticorpos
especificos IgG e IgM (21, 22), que requerem aquisicdo simples e ndo
invasiva de amostras de sangue, o que permife que esta abordagem seja
amplamente adotada. Os testes soroldgicos fornecem informacdes confidveis
sobre o perfil imunolégico das gestantes e indicam se uma infeccdo recente
ocorreu durante a gestacdo (22). Um individuo € considerado susceptivel a
infeccdo quando os anticorpos especificos estdio ausentes em amostras de
soro. Anticorpos IgG especificos surgem dentro de 1 a 2 semanas apds a
infeccdo com 7. gondii e atingem niveis maximos entre | e 5 meses, e
geralmente permanecem elevados. Anticorpos IgM especificos surgem na
primeira semana de infeccdo, atingindo picos de concentracio plasmatica
dentro de 2 semanas a 2 meses. Depois disto, desaparecem em taxas altamente
variavel e podem ser detectados até 18 meses depois (21, 23, 24). Portanto, a
deteccdo de anticorpos IgG anti-7. gondii na auséncia de IgM define o padrio

classico serologico de infeccio passada por pelo menos 18 meses. Neste caso,
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a gestante € considerada imunologicamente protegida, € novos eventos sdo
extremamente raros. A infecclo ativa durante a gestacdo € classicamente
identificada pela deteccdo de anticorpos IgM efou IgG anti-T gondii. No
entanto, devido a presenca de anticorpos IgM especificos até 18 meses apos a
contaminacdo, a interpretacdo correta do diagnostico exige a confirmacio
através da observacdo de soroconversido e/ou de um aumento significativo do
titulo de anticorpos, e a realizacio do teste de avidez de IgG (21, 25, 26). Se a
toxoplasmose aguda for confirmada, antibioticoterapia pode ser introduzida
com o objetivo de reduzir a lesdo fetal e neonatal e/ou minimizar o risco de
transmissao vertical (10, 27, 28).

[007] Atualmente, laboratérios clinicos utilizam amplamente testes
para o diagnéstico da toxoplasmose com base nas técnicas de ELFA (Enzyme
Fluorescent Lynked Assay), EIA (Enzyme Immunoassay), ou CMIA
(Chemiluminescent Microparticle Immunoassay) (25, 26). A maioria dos
imunoensaios comerciais atuais ainda sdo baseados em extratos e lisados de 7.
gondii. O uso destes apresentam limitacGes, como a manutencdo do parasita
vivo, dificuldades na padronizacio das culturas, e reaces cruzadas, os quais
afetam a qualidade dos imunoensaios. Os métodos de obtencido de antigenos
nativos podem variar significativamente entre laboratdrios, o que gera
variagOes entre imunoensaios decorrentes das diferencas de composicio entre
lisados e extratos de T. gondii empregados. Além disso, antigenos obtidos a
partir de taquizoftos podem conter materiais remanescentes de meio de cultura
e células eucaridticas hospedeiras (29, 30, 31, 32). Para superar essas
Iimitactes, o emprego de antigenos recombinantes de T. gondii tem sido
sugerido para a substituicdo de extratos ou lisados do parasita, por permitirem
facilmente a padronizacio do método, o conhecimento exato da composicio
de antigenos empregados nos imunocensaios (32) e custos de producido e
purificacdo mais baixos (31). Em 2008, Sickinger et al. 2008 (33)

desenvolveu o ensaio baseado na metodologia automatizada de CMIA para
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deteccdo de anticorpos IgM (Toxo IgM, ARCHITECT system, ABBOTT
Diagnostics Division), nos quais foram utilizados antigenos recombinantes
SAGH e P35 (GRAB) como moléculas de captura.

[008] Os antigenos de 7. gondii correspondem principalmente as
protefnas de superficie, e as proteinas secretadas pelas organelas de granulos
densos, pelos micronemas, e pela organela roptria. J& foram identificados e
avaliados em imunoensaios mais de 20 antigenos, como SAGI, SAG2Z,
SAG3, p35, GRAIL, GRA2, GRA4, GRAS, GRA6, GRA7, ROP1, ROP2,
B10, MICt, MAGI, MIC2, MIC3 (32), M2AP, ¢ GRA3 (34). Devido a
grande variedade de antigenos presentes no processo infeccioso, € a outros
fatores envolvidos na exposicdo destes antigenos, como a rota, a severidade, e
a tase da infeccdo, foi observado que entre os individuos infectados existe um
padrdo notavelmente variado de intensidade da resposta humoral contra os
diferentes antigenos de 7. gondii. As fases infectivas, que sdo marcadas pela
presenca de taquizoitos (forma infectiva) e bradizoitos (forma latente),
também apresentam diferencas quanto a expressio dos antigenos (33, 36, 37,
38). Alguns destes s3o expressos apenas em taquizoitos, exclusivamente
durante a invasdo celular (ROP1 (39)), e/ou no processo infeccioso, em maior
ou menor escala em relacdo aos demais antigenos, estando presentes no
citoplasma e na membrana citoplasmatica das células infectadas (GRA7 e
ROP2 (40)). Estas diferencas podem determinar o nivel de exposicdo e
reconhecimento imune dos antigenos, influenciando inclusive na maturagio e
avidez dos anticorpos IgG especificos (35, 36, 37, 38, 41). Dessa forma,
alguns individuos produzem grandes quantidades de anticorpos contra alguns
antigenos, enquanto em outros individuos, estes mesmos anticorpos inexistem
ou sdo fracamente produzidos. O sucesso das combinacbes de antigenos €
explicado pela oferta de uma gama superior de epitopos para a ligacio de
anticorpos anti- 7. gondii, de forma a cobrir as diferengas individuais na

resposta imune.
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[009] Por estes motivos, varas publicacdes cientificas apresentaram
diferentes combinacGes de antigenos, os quais demonstraram conjuntamente
maior potencial de deteccdo de anticorpos IgG e IgM comparado aos
antigenos usados isoladamente (26).

(60107 H4, portanto, uma necessidade na técnica por um imunoensaio
que permita o imunodiagnostico da toxoplasmose aguda e crbnica sem as
limitacOes apresentadas pelos métodos e antigenos propostos pelo estado da
técnica.

Sumario da Invencio

00117 Com a finalidade de solucionar o problema da técnica e de
prover um método imunodiagnostico para deteccio de toxoplasmose aguda e
crOnica em uma amostra de teste, foram desenvolvidos antigenos que podem
ser obtidos de forma recombinante ou sintética. Particularmente, foi
desenvolvido um método imunodiagndstico que permite a distincdo entre a
fase aguda e a fase crbnica da toxoplasmose.

[0012] Em um aspecto particular, ¢ fornecida uma composi¢io
compreendendo uma mistura ou combinacdo de antigenos para deteccio de
anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii e de 1gM anti-Toxoplasma gondii.
[06013] Em aspecto mais especifico, as musturas ou combinagtes de
antigenos da presente invencdo compreendem os antigenos GRA7, ROPI,
p35 (GRA 8) e GRAG.

[0014] Em um aspecto ainda mais especifico, as composi¢des
compreendemm uma combinacdo dos antigenos compreendendo os
aminoacidos 19-236 de GRA7 (SEQ ID NO:2); os aminodcidos 85-378 de
ROPI (SEQ ID NO:4); os aminodcidos 26 a 179 de p35 (SEQ 1D NO:6).
[0015] Ainda, em um outro aspecto especifico, as composi¢des
compreendem uma combinacio de antigenos compreendendo os aminodcidos
85-378 de ROP1 (SEQ ID NO:4); os aminodcidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID
NQO:6) e os aminodcidos 26 a 179 de GRAG6 (SEQ ID NO:8).
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[0016] Sdo também baseados em sequéncias nucleotidicas otimizadas
que codificam os antigenos da presente invencdo, bem como em sistemas de
expressdo que permitem a obtencao dos antigenos da presente invencgdo.
[0017] Particularmente, as sequéncias nucleotidicas da presente
invengdo estdo otimizadas quanto as seguintes caracteristicas: estrutura
secundaria do RNAm, distribui¢io do conteudo de GC, sequéncias repetitivas
longas, sitios de restricdo, e taxa da utilizacdo de codons.

[0018] E também revelado um método para purificacio dos antigenos
da invencdo compreendendo formulacSes das soluches de purificacio e
pardmetros dos programas de purificacio.

(060197 Em um aspecto da invencdo, sdo também reveladas
formulacdes de solugles de armazenamento, compreendendo os antigenos da
presente invengdo estabilizados.

{00201 Em um aspecto da invenco, sdo também reveladas
formulactes de solugbes de acoplamento dos antigenos da presente invencio
as microesferas.

[0021] Em uma modalidade, € provido um antigeno recombinante ou
sintético, selecionado do grupo consistindo em GRA7, ROPI, p35 ¢ GRA6 de
Toxoplasma gondii, ou fragmentos antigénicos dos mesmos.

10022] Em uma modalidade particular, € provido um antigeno
recombinante ou sintético compreendendo os aminodacidos 19-236 de GRAT7;
os aminodcidos 853-378 de ROPI; os aminodcidos 26-179 de p35; e os
aminoacidos 30-230 de GRAG6.

10023] Preferencialmente, o antigeno recombinante ou sintético
compreendendo os aminoédcidos 19-236 de GRA7 € representado por SEQ ID
NO:2.

(060241 Preferencialmente, o antigeno recombinante ou sintético
compreendendo os aminodcidos 85-378 de ROPI € representado por SEQ ID

NO:4.
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(00257 Preferencialmente, o antigeno recombinante ou sintético
compreendendo os aminodcidos 26-179 de p33 € representado por SEQ 1D
NO:6.

10026] Em uma modalidade particular, o antigeno recombinante ou
sintético da presente invengio pode ser purificado.

[0027] Em uma modalidade € provida uma sequéncia nucleotidica que
codifica os antigenos da presente invencdo.

10028] Em uma modalidade preferencial, a sequéncia nucleotidica
compreende SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:3; SEQ ID NO:5 ou SEQ ID NO:7.
[0029] Em uma modalidade da invengdo € provida uma composicio
compreendendo os antigenos GRAT7, ROP1 e p35 de Toxoplasma gondii, ou
fragmentos antigénicos dos mesmos.

(00301 Em uma modalidade preferencial a composicdo inclui os
antigenos que compreendem os aminodcidos 19-236 de GRA7; os
aminodcidos 85-378 de ROP1; e os aminodcidos 26-179 de p35. Os antigenos
da presente composi¢io sdo, preferencialmente, representados pelas SEQ 1D
NO:2; SEQ ID NGO:4; SEQ ID NO:6. Em uma modalidade preferencial, a
composicdo pode ser utilizada em um método para deteccao de IgG anti-
Toxoplasma gondii.

[0031] Em uma outra modalidade da invengdo, ¢ provida uma
composicdo compreendendo os antigenos p35, ROPI ¢ GRAG6 de Toxoplasma
gondii, ou fragmentos antigénicos dos mesmos.

[0032] Em uma modalidade preferencial, € provida uma composicio
incluindo os antigenos que compreenderem 0s aminoacidos 85-378 de ROPI,;
os aminodacidos 26-179 de p35; e os aminodcidos 30-230 de GRAG6. Os
antigenos da presente composicdo sao, preferencialmente, representados pelas
SEQ ID NG:4; SEQ ID NO:6; SEQ ID NO:8. Em uma modalidade
preferencial, a composicdo pode ser utilizada em um método para deteccio de

1gM anti-Toxoplasma gondii.
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[0033] Em uma modalidade particular, os antigenos inclusos nas
composicdes da presente invencao podem ser estabilizados.
(00341 Em wuma outra modalidade, as microesferas podem
compreender antigenos que inclusos nas composices da presente invengdo
podem compreender antigenos acoplados a microesferas.
[0035] Uma modalidade adicional da presente invenciio consiste em
um kit para deteccéo de IgG anti-Toxoplasma gondii, compreendendo:
(a) uma composicio compreendendo os antigenos GRA7,
ROP1 e p35;
(b) um meio de deteccio para detectar o complexo
antigeno anticorpo; e
(c) instrugdes de uso.
[0036] Em uma outra modalidade adicional da presente invencgio é
provido um kit para deteccio de IgM anti-Toxoplasma gondii,
compreendendo as etapas de:
(a) uma composiciao compreendendo os antigenos ROPH,
p35 ¢ GRAG;
(b) um meio de detecc¢do para detectar o complexo antigeno
anticorpo; e
(c) instrugdes de uso.
[0037] Em uma modalidade € ainda provido um método para deteccio
de IgG anti-Toxoplasma gondii, compreendendo as etapas de:
(a) prover uma composicdo de  antigenos
compreendendo os antigenos GRA7, ROP1 e p35;
(b) contatar a composicio de antigenos com a amostra a
ser testada por um tempo suficiente e sob condigSes
suficientes para formacdo de complexos anticorpo/
antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na



WO 2018/170571 PCT/BR2018/050079
10

etapa (b), pela adicdo de um meio de deteccfo, capaz de
gerar um sinal detectavel na presenca do referido
complexo antigeno/ anticorpo.
[0038] Em uma outra modalidade da presente invencio € provido um
método para deteccdo de IgM anti-Toxoplasma gondii, compreendendo as
etapas de:

(a) prover uma composicdo compreendendo os antigenos
ROPI, p35 e GRAG;

(b)contatar a composicdo de antigenos com a amostra a ser
testada por um tempo suficiente e sob condigdes
suficientes para formacdo de complexos anticorpo/
antigeno; e

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

Breve Descriciio das Figuras

[0039] A Figura 1 € um esquema das construces genéticas € regido
de clonagem e transcri¢do do vetor pET28a.

00407 A Figura 2 apresenta o SDS-PAGE e Western blottings das
protefnas purificadas por HPLC.

[0041] A Figura 3 demonstra os resultados dos testes de
descongelamento para avaliacdo da estabilidade dos antigenos nas condices
nao agregantes de armazenamento.

(0042} A Figura 4 apresenta o grafico de dispersdo correspondente
aos ensaios singleplex para detecgdo de anticorpos I1gG anti-7. gondii.

[0043] Figura 5 apresenta o grifico de dispersfo correspondente aos
ensaios singleplex para deteccio de anticorpos IgM anti-T. gondii.

[0044] A Figura 6 apresenta o perfil de resposta imune relativa aos
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titulos de IgQ e IgM especificos com relacio as fases da infeccéo.

100457 A Figura 7 mostra os resultados de IMFI (MFl/linha de corte)
das amostras investigadas como falso-negativas.

Descricdo Detalhada da Invencao

[0046] Existe na técnica uma necessidade por métodos diagndsticos
que permitam a detecgdo precisa de anticorpos IgM e IgG para Toxoplasma
gondii em amostras de teste. Particularmente, existe na técnica uma
necessidade por métodos diagndsticos que permitam a distingdo precisa da
fase aguda e da fase crOnica da toxoplasmose, sem a ocorréncia de falsos
negativos ou falsos positivos. A presente invengdo proporciona tais testes
imunodiagnostico. Particularmente, sdo providas combinagdes ou misturas de
antigenos recombinantes ou sintéticos os quais permitem a deteccio precisa
da presenca de anticorpos IgM e 1gG para Toxoplasma gondii em amostras.
[0047] Particularmente, a presente invencdo inclui composi¢des
compreendendo misturas ou combinacSes de antigenos recombinantes ou
sintéticos, compreendendo os antigenos GRA7, ROPI, p35 e GRAG.

[0048] Em uma modalidade especifica, as composi¢des incluem uma
combinacio dos antigenos compreendendo os aminodcidos 19-236 de GRAT
{(SEQ ID NO:2); os aminoacidos 85-378 de ROPI (SEQ ID NO:4); e os
aminoacidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID NO:6). A referida combinagido de
antigenos €, particularmente, eficaz na deteccdo de anticorpos IgG anti-
Toxomplasma gondii.

[0049] Em wuma outra modalidade especifica, as composiches
compreendem uma combinacio de antigenos compreendendo os aminoacidos
83-378 de ROP1 (SEQ ID NO:4); os aminodacidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID
NQO:6); e os aminodcidos 26 a 179 de GRAS (SEQ ID NGO:8). A referida
combinacio de antigenos &, particularmente, eficaz na detecgdo de anticorpos
IgM anti-Toxoplasma gondii.

(00301 Os antigenos da presente invencio podem ser obtidos de forma
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recombinante ou sintética. Em uma modalidade particular, os antigenos da
presente invencdo sdo obtidos por meio de um sistema de expressdo, o qual
permite a obtencdo dos antigenos da presente invengdo. Em particular, sio
preferidos os sistemas de expressio os quais compreendam sequéncias
nucleotidicas otimizadas, tais como aquelas descritas, de forma nfo limitativa,
em SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5 e SEQ ID NO:7, as quais
codificam os polipeptideos compreendendo os aminodcidos 19-236 de GRA7
(SEQ ID NO:2); os aminodcidos &85-378 de ROPI (SEQ ID NO:4); os
aminodcidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID NO:6); e os aminodcidos 26 a 179 de
GRAG6 (SEQ ID NO:8), respectivamente.

(00511 Por sistema de expressdo, compreende-se um Sistema
compreendendo as sequéncias nucleotidicas da presente invengdo, os guais
sdo capazes de codificar as sequéncias antigénicas da presente invencio. As
sequéncias nucleotidicas podem estar mseridas em cassetes de expressdo, os
guais sdo colocados em condi¢des que conduzam a expressdo do polipeptideo
correspondente.

(0032 O cassete de expressido pode compreender, ainda, sequéncias
de controle de expressio, tais como, promotores, sequéncias intensificadoras ¢
terminadoras compativeis com o sistema de expressdo. Ademais, o cassete de
expressdo pode compreender sequéncias espacadoras e sitios de restricdo
adequados. Além disso, o cassete pode compreender, ainda, uma sequéncia
codificante para cauda de histidina.

[0053] O sistema de expressdo pode compreender um cassete de
expressao inserido em um virus ou célula hospedeira, sob condi¢bes que
conduzam a expressdo do polipeptideo correspondente. Em uma modalidade,
o sistema de expressdo pode compreender células bacterianas, células de
levedura, células de fungos filamentosos, células de protozoarios, células de
insetos, células animais e células vegetais. Em uma modalidade especifica, o

sistema de expressdo pode consistir em uma célula bacteriana,
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preferivelmente uma célula de Escherichia coli.

0054] A presente invencdo também prové antigenos purificados. Os
ant{genos 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 cromatograto
semi-automatizado. Exemplos ndo limitativos incluem o método de afinidade
a resina de niquel, troca 16nica, outros métodos por afinidade ou adsorcao, par
18nico, fase reversa, e exclusio molecular.

[0055] Pode-se utilizar qualquer coluna conhecida na técnica
adequada 2 purificacio de polipeptideos. Em certas modalidades da presente
invengdo pode ser empregada uma coluna de Ni-Sefarose, tal como a Histrap
HP (disponivel junto 2 GE Healthcare Life Sciences), ou ainda, uma coluna
de troca i0nica, tal como a Hitrap Q Sepharose (disponivel junto a GE
Healthcare Life Sciences).

[0056] Os tampdes de purificacdo utilizados podem ser aqueles
conhecidos na técnica. Em modalidades particulares, pode ser utilizado o
tampdo Tris, CAPS (dcido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfonico), MES
(acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico), PBS (tampdo de salina fosfatada),
CABS (4cido 4-(Ciclohexilamino)-1-butanosulfonice), ACES (4cido N-(2-
Acetamido)-2-amincetanosulfonico), ADA {dcido N-(2-
Acetamido)iminodiacético), BES  (4cido N,N-Bis(Z-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfonico), AMP (2-amino-2-metil-1-propanol), AMPD (2-
Amino-2-Metil-1,3-Propancdiol; amediol), HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfonico), EPPS (acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil]propanosulfonico), TAPS {(N-[tris(thidroxietilymetil}-3-
aminopropanosulfonico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfénico), PIPES
(acido 1,4-Piperazinediethanesulfonic, TES (N-[tristhidroximetilymetil]-2-
aminoetanosulfénico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tricina (N-tris-

(hidroximeti}) metilglicina), Bis-Tris, ou tampdes que contenham sais, acidos
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ou bases de fosfato, carbonato, citrato, acetato, succinato, hidroxido, fitalato,
maleato, cacodilato, veronal, colidina, Tris-maleato, barbital, Tris-
aminometano, borato, dimetilglutarato, maleato, amediol, glicina, imidazol,
acido hidroclorico, 4acido orto-fostorico, trietanolamina, ghcilglicina,
bartibirato, e bicarbonato.

100571 Particularmente, de acordo com a presente invengdo, sio
obtidos antigenos com 90% de pureza, preferivelmente, 91% de pureza, com
mais preferéncia 92% de pureza, ainda com mais preferéncia 93% de pureza,
ainda mais preferivelmente, 94% de pureza, ainda mais preferivelmente, 95%
de pureza, ainda mais preferivelmente, 96% de pureza, ainda mais
preferivelmente, 97% de pureza, ainda mais preferivelmente, 98% de pureza,
ainda mais preferivelmente, 99% de pureza; ainda mais preferivelmente,
99,9% de pureza, o mais preferido 100% de pureza.

[0058] Adicionalmente, sdo providas composi¢Oes estabilizadas dos
antigenos da presente invencdo. As composicOes estabilizadas da presente
invencdo resultam em proteinas monoméricas, € na auséncia de agregados
proteicos apGs o descongelamento, o que garante a ndo interferéncia na
interacdo antigeno-anticorpo, relacionada a agregacdo, nos imunoensaios da
presente invengdo.

10059] Em uma modalidade particular da presente invengdo, sio
providas formulacles de tampbes de armazenamento para estabilizacdo dos
antigenos da invencdo. Os tampodes utilizados na presente invencdo sio
conhecidos na arte. Em modalidades especificas podem ser utilizados os
tampoes Tris-HCI, Tris, CAPS {(4cido N-ciclohexil-3-
aminopropanosulfénico), MES (4dcido 2-(N-morfolino) etanosulfonico), PBS
(tampdo de salina fosfatada), CABS (dcido 4-(Ciclohexilamino)-1-
butanosulfénice), ACES (icido N-(Z-Acetamido)-2-aminoetanosulfonico),
ADA (4cido N-(2-Acetamido)iminodiacético), BES (4dcido N,N-Bis(2-

hidroxietil}-2-aminoetanosulfonice), AMP (2-amino-2-metil-1-propanol),
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AMPD  (2-Amino-2-Metil-1,3-Propanodiol; amediol), HEPES (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico), EPPS (4cido 3-[4-(2-hidroxieti})-1-
piperazinil]propanosulfonico), TAPS {(N-[tris(thidroxietilymetil}-3-
aminopropanosulfonico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfénico), PIPES
(acido 1,4-Piperazinedietanesulfonico), TES (N-[tristhidroximetilymetil]-2-
aminoetanosulfénico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tricina (N-tris-
(hidroximeti}) metilglicina), Bis-Tris, ou tampdes que contenham sais, acidos
ou bases de fosfato, carbonato, citrato, acetato, succinato, hidréxido, fitalato,
maleato, cacodilato, wveronal, colidina, Tris-maleato, barbital, Trs-
aminometano, borato, dimetilglutarato, maleato, amediol, glicina, imidazol,
acido hidroclérico, dcido orto-fosférico, trietanolamina, glicilglicina,
bartibirato, e bicarbonato.

[0060] Em uma modalidade particular da presente invencdo, sio
providos aditivos para as formulacbes de tampbes de armazenamento. Os
aditivos utilizados na presente invencdo s3o conhecidos na arte. Em
modalidades especificas podem ser utilizados aditivos como imidazol e sais
de imidazol; os crioprotetores, glicerol, acetamida, sucrose, trealose, lactose,
glicose, sacarose, etilenoglicol, propilenoglicol, MPD (2-metil-2,4-
pentanediol), derivados de formamida; detergentes como DDM (dodecil -D-
maltoside), OGP (octil B-D-glucoside); detergentes de sais biliares, como
deoxicolato, colato, glicolato, taurideoxicolato, sal de 4cido taurocdlico; 4cido
deoxicélico, acido colico, dcido taurideoxicélico, dcido glicolico, sarcosil, n-
laurilsarcosina, CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio), TTAB (brometo de
tetradeciltrimetilamoénio), hiamina, N,N-Bis[3-(D-
gluconamido)propilldeoxicolanmda, digitonina, saponina, N-Decanoil-N-
metilglucamina, 6xido de dimetildecilfosfina, éxido 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
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Triton X-100 e X-114, e IGEPAL; detergentes de sulfatos de alquil e sais de
dodecilsulfatos, como SDS (dodeci] sulfato de sodio); detergentes de alquil
sulfonatos, sal de docusato de sédio, brometo de alquiltrimetilaménio, cloreto
de benzalconio, cloreto de benzetdnio, hidréxido de benzetdnio, brometo de
dimetildioctadecilamdnio, brometo de dodecilirimetilamonio, monohidrato de
cloreto de hexadecilpiridinio, brometo de hexadeciltrimetilaménio, cloreto de
metilbenzetonio, brometo de muristiltrimetilamonio, ASB-14, (C7zBQ,
CHAPS, CHAPSQO, SB3-10, DDAQO, SB3-14, SB3-18, SB3-8, sulfobetainas,
derivados de ciclodexirinas; diversos sais como Na(l; desnaturantes como,
ureia, tioureia, guanidina, DMSO (dimetilsuféxido), formamida, acido
acético, acido tricloroacético, dacido salicflico, éacido sulfosalicilico,
bicarbonato de sodio, etanol, formaldeido, paraformaldefdo, glutaraldefdo;
redutores como DTT (ditiotreitol), DTE (ditioeritritol), 2-mercaptoetanol,
cisteina, cloreto estanoso (SnCl2), dcido ascérbico (AA), iodoacetamida,
cloroacetamida, tributilfosfina, hidrocloreto de tris(2-carboxietil)fosfina.
TCEP (tris(2-carboxietilfostina), ¢ TBTA (l-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
iDymetiljamina).

[0061] Em modalidades especificas da invencao foram também
determinadas as concentracGes ndo agregantes de antigeno. Deste modo, as
concentracOes dos antigenos da presente invencao na composicdo variam, de
um modo geral, de 0,01 a 10 mg/mL, preferencialmente, de 3,0 2 4,5 mg/mlL.
[0062] Os antigenos da presente invencdo podem ser também
providos acoplados a microesferas. A determinagdo da methor composicao de
aditivos de tampdo, concentracdo de antigeno e pH de soluc@o para o
acoplamento dos ant{genos as microesteras sdo solugdes técnicas apresentadas
na presenie mvencdo. O procedimento de acoplamento dos antigenos da
presente invencdo resultou no aumento expressivo do desempenho dos
ensaios, e na redugdo dos gastos com antigenos durante os acoplamentos.

[0063] Em certas modalidades da presente invengfo, os antigenos sio
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acoplados a microesferas de latex, gel, silicone, acrilico, vidro, silica e
polimeros, tal como poliestireno, PLGA (polhi (D,L-lactidio-co-glicolidio),
poliacrilamida, PMMA (polimetil metacrilato), tribloco polisopropen-bloco-
poli(2-cinamoiletil  metacrilato)-bloco-poli{fers-butil  acrilato), dextran
e alginato, PVA (poli{vinil dlcool), PDMS (pohdimetilsiloxane), copolimeros
de acetoacetoxietil metacrilato e N-vinilcaprolactam, copolimero oleofinico
ciclico, copolimeros de NIPA (N-1sopropil acrilamida), glicidil metacrilato,
PEI [poli(etileno amina)], PDADMAC [poli(cloreto de dialildimetilaménio}],
PAA [poli(acido acrilico}], PAH [poli(alilaminahidrocloreto)]. Em uma
modalidade particular, podem ser utilizadas microesferas de poliestireno.
[0064] Em uma modalidade, a microesfera da presente invengdo pode
conter grupos na superficie para ligacio covalente com grupos amino de
protefnas. Em uma modalidade particular, as microesferas podem conter em
sua superficie grupamentos que permitem a ligacdo de proteinas, como
grupamentos carboxila, sulfidrila, amina, hidroxila, epdxido, isotiocianato,
azlactone, p-nitrofenil éster, tirosina, clorometil, benzofenona, glutaraldeido,
amidina, amina alifatica, sulfato, aldeido, ep6xi, N-hidroxisuccinimida, éster
de N-hidréxisuccininuda, e sulfo-N-hidréxisuccinimuda. Em uma modalidade
particular, a microesfera da presente invengdo pode conter grupos carboxila
para ligacdo covalente com grupos amino de proteinas.

[0065] Em uma modalidade, as microesferas da presente invencao
podem apresentar propriedades paramagnéticas, como aluminio, ouro, cobre,
cério, cobalto, cromo, disprésio, €rbio, eurépio, gadolinio, 6xido de ferro,
oxido de cobre, 6xido de niquel, neodimio, superéxido de potassio,
praseodimio, samdrio, térbio, tilio, vanadio, soédio, magnésio, célcio,
estroncio, bario, tecnécio, uranio e platina.

[0066] Ainda em outra modalidade, as microesferas da presente
mnvencdo podem conter fluordforos, e preferivelmente podem ser adicionados

dois fluordforos, como proteinas fluorescentes: GFP (Green Fluorescent
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protein) ¢ suas derivactes e mutagdes, YFP (Yellow Fluorescent protein) e
suas derivacbes e mutactes, ¢ RFP (Red Fluorescent protein) e suas
derivacdes e mutacdes; EBFP, EBFP2, Azurite, GFPuv, T-Safira, Cerulean,
mCFP, mTurquoise2, ECFP, CyPet, mKeima-Red (empresa MBL), TagCFP
(empresa Evrogen), AmCyanl (empresa Clontech), mTFPI, Midoriishi Cyan
(empresa MBL), Emerald (empresa Invitrogen), Azami Green (empresa
MBL), ZsGreent (empresa Clontech), Topaz, Venus, mCitrine, YPet,
ZsYellowl, Kusabira Orange (empresa MBL), mOrange, Aloficocianina,
mKQO, tdTomato, DsRed (empresa Clontech), DsRed2 (empresa Clontech),
mStrawberry, TurboFP602 (empresa Evrogen), AsRed2 (empresa Clontech),
mRFPI (empresa Tsien-lab), J-red, R-ficoeritrina (RPE), B-ficoeritrina
(BPE), mCherry, HcRed! (empresa Clontech), Katusha, P3, Pernidinin
Chlorophyll (Per(CP), mKate (TagFP633) (empresa Evrogen), TurboFP635
(empresa Evrogen), mPlum, e mRaspberr; derivados de fluoréforos ndo
proteicos das familias: xantana, cianina, squaraine, naftalina, cumarina,
oxadiazol, antraceno, pireno, oxazina, acridina, arilmetina, tetrapirrol;
derivados das familias de fluoréforos de marcas comerciais: CF dye (empresa
Biotium), DRAQ and CyTRAK probes (empresa BioStatus); BODIPY
{empresa Invitrogen); Alexa Fluor (Invitrogen), DylLight Fluor (empresa
Thermo Scientific, Pierce), Atto and Tracy (empresa Sigma Aldrich),
FluoProbes (empresa Interchim), Abberior Dyes (empresa Abberior), DY and
MegaStokes Dyes (empresa Dyomics), Sulfo Cy dyes (empresa Cyandye),
Hil.yte Fluor (empresa AnaSpec), Seta, SeTau and Square Dyes (empresa
SETA BioMedicals), Quasar and Cal Fluor dyes (Biosearch Technologies),
SureLight Dyes (empresa Columbia Biosciences), APC, APCXL, RPE, e BPE
(empresas Phyco-Biotech, Greensea, Prozyme, Flogen).

[0067] Em certas modalidades da presente invencio, a concentracdo
de antigenos da presente invencfo acoplados as microesferas encontra-se na

faixa de 0,1 pg/ mL a 500 pg/mL, preferencialmente, de 7,5 pg/ mL a 100
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pg/ml.

10068] Em uma modalidade particular da presente invengdo, sio
providos os tamponantes para acoplamentos dos antigenos da presente
mvencdo as microesferas. Os tampdes utilizados sao conhecidos na arte. Em
modalidades especificas podem ser utilizados os tampoes Tris-HCI, Tris,
CAPS (4cido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfonico), MES (4cido 2-(N-
morfolino) etanosulfénico), PBS (tampio de salina fosfatada), CABS (4cido
4-(Ciclohexilamino)-1-butanosulfonico), ACES (4dcido N-(2-Acetamido)-2-
aminoetanosulfonico), ADA (acido N-(2-Acetamido)iminodiacético), BES
(dcido  N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfdnico), AMP (2-amino-2-
metil-{-propanocl), AMPD (2-Amino-2-Metil-1,3-Propanodiol; amediol),
HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico), EPPS (4cido 3-[4-(2-
hidroxietil)-1-piperaziniljpropanosulfdnico), TAPS (N-[tris(hidroxietilymetil}-
3-aminopropanosulfonico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfénico), PIPES
(acido 1,4-Piperazinedietanesulfonico), TES (N-[tristhidroximetilymetil]-2-
aminoetanosulfénico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tricina (N-tris-
(hidroximeti}) metilglicina), Bis-Tris, ou tampdes que contenham sais, acidos
ou bases de fosfato, carbonato, citrato, acetato, succinato, hidréxido, fitalato,
maleato, cacodilato, wveronal, colidina, Tris-maleato, barbital, Trs-
aminometano, borato, dimetilglutarato, maleato, amediol, glicina, imidazol,
acido hidroclérico, dcido orto-fosférico, trietanolamina, glicilglicina,
bartibirato, e bicarbonato.

[0069] Em uma modalidade particular da presente invencdo, sio
providos os aditivos das solugdes de acoplamento dos antigenos da presente
invengdo as microesferas. s aditivos s8o conhecidos na arte. Em
modalidades especificas podem ser utilizados aditivos como imidazol e sais
de imidazol; os crioprotetores, glicerol, acetamida, sucrose, trealose, lactose,
glicose, sacarose, etilenoglicol, propilenoglicol, MPD (2-metil-2,4-

pentanediol), derivados de formamida; detergentes como DDM (dodecil -D-



WO 2018/170571 PCT/BR2018/050079
20

maltoside), OGP (octil B-D-glucoside); detergentes de sais biliares, como
deoxicolato, colato, glicolato, taurideoxicolato, sal de 4cido taurocolico; acido
deoxicdlico, dcido colico, dcido taurideoxicélico, dcido glicdlico, sarcosil, n-
laurilsarcosina, CTAB (brometo de cetil-trimetilamdnio), TTAB (brometo de
tetradeciltrimetilamonio), hiamina, N,N-Bis[3-(D-
gluconamido)propilldeoxicolamida, digitonina, saponina, N-Decanoil-N-
metilglucamina, 6xido de dimetildecitfosfina, 6xido de dodecildimetilfostina,
N-Nonanoil-N-metilglucamina, N-octanoil-N-metilglucamina, span,
tiloxapol; detergentes glicosidicos; detergentes de poli(oxietileno), como
fam{lia 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 (dodeci] sulfato de sodio); detergentes de alquil
sulfonatos, sal de docusato de sédio, brometo de alquiltrimetilaménio, cloreto
de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio, hidréxido de benzetGnio, brometo de
dimetildioctadecilamdnio, brometo de dodecilirimetilamonio, monohidrato de
cloreto de hexadecilpiridinio, brometo de hexadeciltrimetilaménio, cloreto de
metilbenzetonio, brometo de muristiltrimetilamonio, ASB-14, (C7zBQ,
CHAPS, CHAPSQO, SB3-10, DDAQO, SB3-14, SB3-18, SB3-8, sulfobetainas,
derivados de ciclodexirinas; diversos sais como Na(l; desnaturantes como,
ureia, tioureia, guanidina, DMSO (dimetilsuféxido), formamida, acido
acético, 4acido tricloroacético, dcido salicflico, 4cido sulfosalicilico,
bicarbonato de sodio, etanol, formaldeido, paraformaldefdo, glutaraldefdo;
redutores como DTT (ditiotreitol), DTE (ditioeritritol), 2-mercaptoetanol,
cisteina, cloreto estanoso (SnCl2), dcido ascérbico (AA), iodoacetamida,
cloroacetamida, tributilfosfina, hidrocloreto de tris(2-carboxietil)fosfina.
TCEP (tris(2-carboxietilfostina), ¢ TBTA (l-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
ilymethil]lamina).

10070] Métodos de detecco de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

sdo também providos pela presente invengdo. Particularmente, sdo providos
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métodos para detecgdo de anticorpos 1gM e IgG para Toxoplasma gondii em
amostras.
[00711 O método da presente invengdo, inclui, em geral, as seguintes
etapas:
(a) prover uma composi¢do de antigenos, compreendendo um
dois ou trés antigenos de acordo com a presente invengao;
(b)contatar a composi¢cdo de antigenos com a amosira a ser
testada por um tempo suficiente e sob condigSes suficientes
para formagdo de complexos anticorpo/ antigeno;
(c) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na etapa
(b), pela adicdo de um meio de detecgdo, capaz de gerar um
sinal detectavel na presenca do referido complexo antigeno/
anticorpo.
[0072] De acordo com um aspecto da presente invencio, as amostras
podem ser amostras de sangue total, soro, plasma, urina, saliva, ou outros
fluidos bioldgicos suspeitos de conterem IgG ou IgM para Toxoplasma
gondii.
[0073] Os metos de deteccdo podem ser aqueles conbecidos na
técnica. Um exemplo nfo hmitative do meio de deteccdo pode ser um
conjugado compreendido por um anticorpo acoplado a um composto gerador
de sinal, capaz de gerar um sinal detectdvel. Em uma modalidade particular, o
referido meio de deteccdo pode compreender anticorpos anti-IgG ou anti-IgM
conjugados a uma molécula geradora de sinal detectavel, tal como a molécula
de R-ficoeritrina.
[0074] Sdo também providos kits para o imunodiagndstico de
toxoplasmose aguda e cromica. Os kits compreendem composicoes
compreendendo os antigenos da presente invencdo, separados ou em uma
combinacdo, e um meio de deteccdo do complexo antigeno/ anticorpo, o qual

pode compreender um conjugado compreendido por um anticorpo acoplado a
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um composto gerador de sinal, capaz de gerar um sinal detectdvel. Em uma
modalidade particular, o referidc meio de deteccio pode compreender
anticorpos anti-IgG ou anti-IgM conjugados a uma molécula geradora de sinal
detectavel, tal como a molécula de R-ficoeritrina.

[0075] A presente invencdo serd doravante ilustrada por meio de
exemplos, os quais nfo pretendem, de forma alguma, serem limitativos
guando ao escopo e a abrangéncia da presente invengdo.

Exemplos

Exemplo 1- Construcio dos Genes Sintéticos

[0076] A construcio dos genes sintéticos da presente invencdo € uma
das solugdes técnicas estabelecidas pelos presentes inventores. Os antigenos
de T. gondii foram selecionados com base no desempenho em imunoensaios
publicados, presenca de epftopos de células B, presenca nas fases infectivas e
nas diferentes cepas, e nos niveis de expressdo solivel. A escolha dos
fragmentos antigénicos foi também realizada com base na andlise de
caracteristicas especificas das sequéncias proteicas, similaridade entre cepas
de 7. gondii, com outros patégenos, e protefnas humanas. Foram utilizadas
informacdes disponiveis na literatura cientifica e nas bases de dados Genbank,
ToxoDB e IEDB. As sequéncias de aminodcidos dos antigenos selecionados
foram indicadas por publicacoes cientificas de referéncia, e obtidas a partir de
bancos de dados publicos (Genbank). Foram selecionadas sequéncias da cepa
RH da hinhagem do tipo I A partir de sequéncias de aminodcidos foram
geradas as sequéncias nucleotidicas. As sequéncias nucleotidicas dos genes
sintéticos foram otimizadas sob varios aspectos genéticos visando obter altos
nivels expressdo em sistemas de expressio bacterianos. As sequéncias foram
projetadas visando a sua clonagem no vetor pET28a, incluindo a possibilidade
de expressdo da cauda de hexa-histidina N-terminal ou C-terminal. O
esquema das constructes genéticas pode ser verificado na Figura 1.

(60771 O desenho das sequéncias nucleotidicas incluiu  na
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extremidade 57 sitios de restrigdo para as enzimas de restricdo Ncol e BamHI,
e na exiremidade 3°, sitios para as enzimas EcoRI e HindlIl. Entre os sftios de
restricdo na regiao 5 foram inclusos nucleotideos espacadores com o objetivo
de colocar a sequéncia codificante da proteina em fase de leitura, caso a sub-
clonagem seja realizada por digestdo com Ncol e EcoRI Entre os sitios das
enzimas EcoRI e HindHl, foram inclusos os cddons de terminacdo TGA ¢
TAA, que se encontram em fase de leitura com a sequéncia quando
subclonada com BamHI e HindIll. Estes sitios de restricio foram inseridos
com o objetivo de proporcionar duas alternativas de subclonagem. No caso da
subclonagem da sequéncia utilizando as enzimas BamHI e Hindlll, ha apenas
a transcricao da cauda de hexa-histidina N-terminal, sendo que os dois cédons
de terminacio adicionados enire EcoRI e HindIIl determinam a finalizacio da
transcricdo. A subclonagem com as enzimas Ncol e EcoRI acarreta na
expressdo C-terminal da cauda de hexa-histidina. O término de transcricio da
sequéncia € determinado por um c6don de terminacio presente no pET28a,
apés a sequéncia da cauda de histidina na regifo 3°.

[0078] As sequéncias foram enviadas para otimizacdo e sintese
quimica. Em seguida, cada sequéncia foi subclonada separadamente em
vetores de expressdo contendo o promotor T7 polimerase e sequéncia
codificante para cauda de histidina. As sequéncias nucleotidicas foram
otimizadas para as seguintes caracteristicas; estrutura secundaria do RNAm,
distribuicdo do contetido de GC, sequéncias repetitivas longas, sitios de
restricdo, € codon usage. A similaridade entre sequéncias proteicas de
diferentes linhagens ou cepas de 7. gondii foi avaliada. Para isto, foi utilizada
a ferramenta BLASTp para coleta das sequéncias depositadas e foram
inclufdas todas as sequéncias proteicas nio redundantes de 7. gondii. A analise
de similaridade revelou 92%, 90%, 97%, e 92% de similaridade entre os
fragmentos proteicos de GRA7, ROPI, p35, ¢ GRAG6, e as sequéncias

proteicas das demais cepas. A similaridade de ROP1 (aa 85-378) corresponde
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a 75%, caso um fragmento de 36 aminodcidos encontrado em cepas atipicas

inexistente no fragmento utilizado nesta invencao seja considerado na analise.

Os resultados desta analise podem ser conferidos na Tabela 1, a seguir.

Tabela 1 — Alinhamentos dos fragmentos antigénicos com cepas de 7. gondii

AACA8314.1 Wiktor anos
AF054982.1 RE 1 humanos
ABV32478.1 GUY-2004-JAG atipica 93% Guiana Francesa Jaguar
AFOS55004 1 WTD3 atipica/ll 7% América do Norte veade
ABVR2446. TgkBe3 atfpica 97% América do Sul - Brasil galinha
AFO55006.1 COUG atipica 7% Ammérica do Noite - Canadd puina
ABV82448.1 TgCkbro cutra 97% América do Sul - Brasil galinha
atipica
ABVS2445.1 1P3-2003-COG 97% Europa - Bélgica humanos
AL
XP_0 MIE49 18 97% ovelha
ek AF(OS54992 1 ME49 1 7% Amnérica do Noite - EUA ovelha
GRAT ABE77385.1 RMS-2001-MAU atipica/Il 97% Europa (Franga) X
s AF0O35013.1 Tg8clUsS atipica 96% América do Norte lontra-marinhs
fan 19230 AFOS5008.1 GUYKOE 6% América do Sul - Guiana Francesa humanos
ABE/9200.1 RUB 96% América do Sul - Guiana Francesa humanos
ABFI3216.1 GUY-2004-LAB 96% Arnérica do Sul - Guiana Francesa huroanos
ABVS82451.1 IPP-2002-URB atfpica 92% Europa - Franga homanos
ABE65202.1 RMS-1594-LEF atipica 93% Europa -- Franca hurmanos
ABVEUTZL PRa atipica 9N2% América do Noite poico
ABVS2444.1 atfpica/{ll 92% América Central - Caribe mMacaco
AF055037.1 atipica 92% Arnérica do Sul - Brasil gato
AFOS5023.1 atipica 2% América do Sul - Uruguai ovelha
APF(35022.1 atfpica 92% América do Norie tumanos
AAAB5859.1 RE 1 100% América do Norte homanos
AAVRHIR L KI-1 I 99% Asia - Coréia do sul
KEHIZ2987 1 atipica %% Buropa - Pranga humano
ROP-1 EPR60808.1 GT1 1 90% América do Norte cabra
KFG40652.1 P&y atipica 93% Arnérica do Noite - EUA poico
{aa 85-378) KFG44710.1 GAB2-2007-GAL-OOMZ Sub. direta 91% Africa - Gabio galinha
KFHO2463.1 VAND atipica 1% América do Sul - Guiana Francesa hurmanos
KFGS57805.1 RUB atipica 5% América do Sul-- Guiana Francesa humanos
AADS5381.1 RH i 100% América do Norte humanos
ES830443 1 VEG jisy 100% América do Norte humanos
ABHO03637.1 RH I 100% América do Norte humanos
N AAG32058.1 RH I 100% América do Norte humanos
P35 XP_002365526.1 MEA4S it 99% América do Norte - EUA ovetha
KF(G46645.1 PRy atipica 95% América do Norte - EUA poTco
KFHI3086.1 MAS atipica 97% Europa - Franga humanos
BAAYO5749.1 Niio publicado 100% X X
AAC37235.1 RH I 100% América do Norte e Europa humanos
RH it 9%% América do Norte ¢ Buropa humanos
RH i 95% América do Norte ¢ Europa humanos
X ES 99% porco
BAES6ESS.1 X X 98% Japio poTco
BAESARU2. 1 % % 9R% Asia - Japdo poOrco
AAFAD33R.1 M7741 i $8% Auwérica do Norte (EUJA) ¢ Enropa oveiha
GRA-6 CAG25736.1 SH X 98% Asia - China humanos
ABPOIA30.1 TgCkBr3 atipica 96% Anérica do Sul - Brasil galioha
{aa 30-230) ABPO1613.1 GUY-2004-1LAB atipica 96% América do Sul - Guiana Francesa humanoes
AERIZIRS1 Izatnagar jiss 26% Asia - India galioha
AAFBRQ337.1 NED sy 96% x
ABPO1615.1 GUY-2001-DOS atipica 96% América do Sol - Guiana Francesa humanos
BAERGRIZ L X X 6% Asia - Japic porco
EPRAGO10.1 i 96% do Norte cabra
% 4% Asia - Iran avetha
X 94% x Lontra-marinhd
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ABA26699.1 BUY-2004-JAG atipica 94% América do Sul - Guiana Prancesa Jaguar
AFO54799.1 ‘Tglglal atipica 94% América do Sul e do Norte uma

geg P P
ABVS82760.1 TgSells7 atipica 92% Anérica do Norte FLontra-roarinh

AF034790.1 WTD1 atipica/l 92% América do Norte - EUA veado

Nota: Informages referentes a linhagem, origem geografica e hospedeiro do isolado podem ser encontrados no Genbank,
no estudo publicado indicado na pdgina de acesso, ou em Khan et al. (2007) e {2011}, Souza et al. (2008), e Su et al.
{2012). Linhagern atipica/l, i ou If: indica que a linhagem atipica estd relacionada a um dos tipos. EUA (Estados
Unidos da América).

Exemplo 2 - Processos de Purificacio dos Antigenos

F0080] Todos os clones de pETZ28a contendo os insertos foram
transformados por choque térmico em bactérias £. coli da cepa BL21-star
(DE3), as quais foram cultivadas em meio LB. Foi realizado o pré-inéculo de
uma colbnia de cada clone em 100 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de
canamicina em frasco de erlenmeyer de 1 L. Ap6s 16 h, 20 ml desta cultura
foram inoculados em 5 frascos erlenmeyer de 2 L para volume final de LB de
400 ml contendo 50 pg/ml de canamicina. Os indculos foram mantidos a
37°C sob agitacio de 200 rpm até atingir a DO (Densidade Optica) a 600 nm
de 0.6 a 0.8 no espectrofotdometro. Entdo, os cultivos receberam | mM do
indutor de expressdo IPTG (isopropil-B-D-tiogalactpiranosideo). Os frascos
toram incubados a 37°C por 4h sob a agitacdo de 200 rpm. O volume total de
inducdo foi centrifugado por 15 minutos a 8300 rpm e as células sedimentadas
foram imediatamente congeladas a -20 °C. Os pellets foram descongelados
com tampdo A de purificacdo sob acdo de vortex. O extrato foi obtido apés 20
passagens em microfluidificador. Em seguida, o lisado foi centrifugado em
ultracentrifuga por 1 hora a 4 °C e 30000g. O sobrenadante da centrifugacio,
correspondente ao extrato, foi separado e filtrado em membrana de 0,45 pm.
Imediatamente, o extrato foi aplicado no reservatério de injecio da amostra
no cromatégrafo.

[0079] A composicio dos tampdes e parametros de purificacio foram
estabelecidos pelos presentes inventores, e resultaram em maiores
rendimentos e na obtengdo de proteinas mais puras. Estas condigdes permitem
agora a purificacio rapida e eficiente dos antigenos.

[0080] As purificaches dos antigenos recombinantes foram realizadas

em cromatoegrafo semi-automatizado. A Tabela 2 apresenta todos os
&
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parametros de inducdo de expressao e purificacdo j& otimizados utilizados
para cada protefna.

Tabela 2 — ParGmetros de expressao e purificacio das proteinas recombinantes
Ag

Expressdo Purificacie
Vol. Cultura
Vetor Ag Temperatura Etapa Método Coluna e Tampées de purificacio
Teruno Cromatografico Volume
Concentracio IPTG
pET28a- 400 mi. 1* | Tris-HCI 50 mM pH 9, NaCl
GRA7 37°C 300 mM, glicerol 5%, PMSF
4h 1 Afinidade 2 Histrap HP 0.5 mM, DOC 0,5%, imidazol
i mM resina de niguel Tmk 40 mM

1B | Tris-HC1 56 mM pH 9,0, NaCl
300 M, glicerol 5%, PMSF
0.5 mM, DOC 0,5%, imdazol

500 mM
pET28a-p35 400 mL tA | 50 mM CAPS pH 107,
37°C Afinidade Histrap HP NaCl 300 mM, glicerol 5%,
4h 1 resina de niguel tmb PMSF 0,5 mM, DOC 0.5%,
I mM imidazo! 20 mM
iR | 50 mM CAPS pH 10,7, NaCi

300 mM, glicerol 5%, PMSF
0.5 mM, DOC 0.5%, imidazol

500 mM
pET28-a- 430 mi. 1A | Tris-HCE 50 mM pH 9,0, NaCl
GRAG 37°C 300 mM, ghicerol 5%, PMSF
4h 1@ Afiunidade & Histrap HP 0,5 mM, DOC 0.5%, imidazol
1 mM resina de niguel fmL 40 mM

1B | Tris-HCl 50 mM pH 9.0, NaCl
300 mM, ghicerol 5%, PMSF
0.5 mM, DOC 0.5%, imidazol
500 mM

TA | Tris-HCI 50 mM pH 9,0, Na(l
300 mM, ghicerol 5%, PMSF

SET2% 400 . & Afinidade 2 Histrap HP 0.5 mM, DOC 0,5%, imidazol
"ROPL 1_,01( resina de niquel ImL 20 mM

ah 1B | Tris-HCL 50 mM pH 9,0, Nall

i 300 mM, glicerol 5%, PMSF

i mM 0,5 mM, DOC 0.5%, imidazol

500 mM

2A | Tris-HC 50 mM pH 9,0, NaCl

Hitrap Q 0.0 M, glicerol 10%, 2-

28 Troca i6nica sepharose mercaptoetanol 7 mM, DOC
1 mf. %, PMSF 0,5 mM

2B | Tris-HC 50 mM pH 9,0, Na(l

1 M, glicerol 10%, 2-

mercaptoetanol 7 mM, DOC
1%, PMSF 0,5 mM

Nota: PMSF Fluoreto de Fenil Metano Sulfonila; DOC, detergente Deoxicolato de sédio.

[0081] Ap6s as purificacOes, todas as protefnas foram obtidas soldiveis e
com altos niveis de pureza, como pode ser verificado na Figura 2. Os SDS-
PAGEs e Western blottings apresentados na Figura 2 foram realizados com
fracGes purificadas dos antigenos. M. marcador de peso molecular
Benchmarck Invitrogen. Wesrern blottings para deteccio da cauda de hexa-
histidina dos antigenos purificados. Pesos moleculares de GRA7, GRA®6, P35

e ROPI correspondem a 27,5, 35, 18 e 35 kDa, respectivamente.
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[0082] Os sistemas de expressdao e purificagdo desenvolvidos nesta
invencdo permitiram a obtencdo dos antigenos recombinantes da presente
invencdo de forma abundante e solivel. Os sistemas de purificacio
desenvolvidos resultaram em antigenos altamente purificados. Esta
caracteristica € especialmente relevante no que se refere a qualidade dos
imunoensaios que incluem estes antigenos na sua elaboracfo, pois anticorpos
anti-£. coli, presentes no soro humano, podem interagir com protefnas de £.
coli, gerando resultados falso-positivos. Além disso, essas protefnas
contaminantes podem competir com antigenos pelos sitios de ligacdo nas
fases solidas dos imunoensaios, o que pode acarretar na perda de desempenho
do ensaio. Altos niveis de pureza sdo também importantes para a estabilidade
dos antigenos, pois entre os contaminantes de E. coli existem muitas enzimas

proteoliticas que causam a degradacfo dos antigenos expressos.

Exemplo 3 - Composicdo dos tampdes de armazenamento para estabilizacdo

dos antigenos

[0083] As condi¢cbes de armazenamento sdo solugdes técnicas
desenvolvidas pelos presentes inventores, e resultaram na obtencdo de
proteinas monoméricas pelo menos até o 1° descongelamento. A auséncia de
agregados de proteinas apos o descongelamento previne perdas por
precipitacdo, e garante a nfo interferéncia na interacfo antigeno-anticorpo nos
imunoensaios relacionada a agregacdo. Estas informacfes sdo criticas para
posterior utilizagdo dos antigenos em imunoensaios.

(00841 Para atingir este objetivo, foram determinadas quais sdo as
composicdes quimicas das solucdes de armazenamento e concentraches ndo
agregantes de antigeno, os quais foram avaliados através de dados de
agregacao obtidos por meio da técenica de DLS (Dynamic Light Scattering).
Ap6s a definicio destes quesitos, foram realizadas as andlises de estabilidade
pds-descongelamentos. Estes testes consistiram de ciclos de congelamento ¢

descongelamento de aliquotas dos antigenos purificados nas condicdes ndo
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agregantes, seguidos de centrifugacdo e andlise por DLS e SDS-PAGE. As
concentracdes foram determinadas através do kit Qubit (Qiagen) ¢
absorbincia a 280 nm em tamp3do ureia 8 M.

[0085] Conforme dados da Tabela 3, todos os antigenos armazenados
nas condigbes nao agregantes definidas por DLS apresentaram-se
monoméricos pelo menos até o 1° descongelamento.

TABELA 3 — Dados de DLS referentes ao 1° descongelamento dos antigenos

nas condigcOes ndo agregantes de armazenamento

Ag Tampio de Cone. Raio Z¥d Massa Massa % Intensidade
Estogque {mg/mi) {kBa) Tedrica
GRA7 Tampio 1A de
eluicdo, 275 mM 4.5 25406 89 +3.1 30.8+156 27.5 2.0+07
imidazol
ROF1 Tampio 2A de
eluicio, 450 mM 3,0 2,81+ 0.3 0+3 38+82 354 2+0,7
NaCl
p35 Taropio 1A de
elui¢io, 95 mM 4,0 3+0.1 102 +6.5 26+4.2 18 555408
imidazol
GRAG Tampdo 1° de
elnigdo, 20 mM 3,0 4.7+058 12.8+33 335475 24 14,5+ 4,98
imidazol

NOTA: Conc. (Concentragio). Pd (polidipersividade)

[0086] Estes dados sdo suportados pelas imagens dos antigenos nos
SDS-PAGEs da Figura 3, assim como pelas medidas das concentracdes
proteicas anteriores € posteriores aos descongelamentos e centrifugacoes.

Exemplo 4- Acoplamentos a microesferas

(00871 Na metodologia de microarranjo liquido, microesferas, ou
beads, servem como suporte sélido para a captura de diferentes moléculas-
alvo, que sao detectadas por uma ou mais moléculas de captura acopladas a
superticie das microesferas, como anticorpos, antigenos, peptideos ou 4cidos
nucléicos. Na fabricacio das microesferas, sdo adicionados internamente dois
fluordforos. Quando excitados, os fluorGforos emitem luz com picos de
fluorescéncia com comprimentos de onda distintos formando uma
fluorescéncia peculiar, que € associada a um ntmero de identificacdo da
microesfera, permitindo assim, a criagdo codigos de cor e a realizacfo de
ensaios singleplex ou multiplex. A ligacdo da molécula-alvo a molécula de

captura ¢ detectada por fluorescéncia utilizando-se, por exemplo, um
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anticorpo ou sonda marcada com a molécula fluorescente de ficoeritrina (PE),
os quais se ligam a molécula-alvo. A ficoeritrina € excitada por lasers, € a
fluorescéncia emitida é proporcional 2 concentracdo da molécula-alvo na
amostra. As microesferas sdo analisadas por citometria de fluxo. O sistema
Luminex® consiste de um processador de sinal digital acoplado a um
citbmetro de fluxo compacto equipado com dois lasers de diodo, um laser
verde de 532 nm para excitar a ficoeritrina conjugada, utilizada como
repérter, e outro laser vermelho de 635 nm, para excitar os fluorocromos
internos da microesfera. Os fluordforos internos emitem fluorescéncia no
comprimento de onda entre 658 nm e 712 nm, portanto ndo apresentam
sobreposicio espectral com o repdrter de R-ficoeritrina, que emite a 578 nm.
As microesferas desenvolvidas para o sistema medem 5,6 pm de diimetro e
sdo particulas de poliestireno extremamente uniformes que foram ligadas de
forma cruzada durante a polimerizacdo para efeitos de estabilidade fisica e
térmica. A microesfera utilizada contém grupos carboxila na superficie para
ligacdo covalente com grupos amino de proteinas, e apresentam propriedades
paramagnéticas, suscetiveis a influéncia de um campo magnético, acionado
com o objetivo de atrair as microesferas para o fundo de um poco, permitindo
a realizacdo de lavagens (site oficial da LUMINEX). Todos os acoplamentos
dos antigenos as microesferas foram realizados de acordo com as
recomendactes do fabricante (Luminex Corp, Austin-Texas, EUA). Para o
acoplamento dos antigenos ou combinacio desses, foi escolhido um cédigo de
microesfera para cada ligante. A soluglo-estoque de wmicroesferas
paramagnéticas MagPlexTM-C 1, 25.107 beads/ml foi homogeneizada com o
auxilio do vortex Genie-2® e banho-sonicador Ultrasonic®, se realizando 3
ciclos seguidos de agitacdo no vértex por 30 segundos, seguida de sonicagido
por 30 segundos. Foram transferidos 80 pl da solucdo-estoque (12.500.000
microesferas/ml) para tubos de baixa ligacdo, correspondendo a 1.000.000 de

microesferas a serem acopladas. As microesferas foram lavadas 2 vezes com
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200 ul de tampdo fosfato de sodic 100 mM pH 6.2 em estante magnética de
tubos e posteriormente suspensas em 80 pl do mesmo tampdo. A fim de ativar
as carboxilas das microesferas tornando-as receptivas a ligacio com 0s grupos
amino livres das proteinas, adicionou-se ao poco 10 ul da solucdo de Sulfo-
NHS 50 mg/ml seguida da adicdo de 10 pl da solucdo de EDC 50 mg/mli,
ambos dissolvidos em dgua 18,2 m{2 no momento do uso.. Os tubos seguiram
para incubacdo em ambiente escuro por 20 minutos a 25°C sob agitacdo de
600 rpm. Em seguida, os tubos foram colocados no suporte magnético, e o
contetido foi aspirado. Foram adicionados 100 ul do tampao de acoplamento
escolhido ao tubo. Apds 3 lavagens das microesferas em tampio de
acoplamento, transferiu-se ao pogo 100 pl da diluicdo do(s) antigeno(s) em
conceniracdo definida no tampdo de acoplamento eleito. Incubou-se em
ambiente escuro por 2 horas a 37°C sob a agitacdo de 1000 rpm. Concluida a
incubacdo, os tubos foram colocados no suporte magnético ¢ o pogo fot
favado trés vezes com 100 pl de tampdo de blogueio/estoque. O volume de
200 ul de tampio de bloqueio foi adicionado apds as lavagens para
ressuspensao final das microesferas.

[0088] A determinagio da melhor composi¢do de aditivos de tampio,
concentracdo de antigeno e pH de solucdo para o acoplamento dos antigenos
as microesferas sdo solucdes técnicas reveladas na presente invencio. Este
procedimento acarretou no aumento expressivo do desempenho dos ensaios, e
na reducio dos gastos com antigenos durante os acoplamentos.

[0089] As condi¢cOes de acoplamento dos antigenos purificados as
microesferas podem ser conferidas na Tabela 4.

TABELA 4 - Composicdo dos tampdes e conceniracdes de acoplamento para

deteccao de IgG e IgM anti-7. gondii

Ag Para Dietecgdo de: Composigiio do Tampio de acoplamento as microesferas Concentracio
de Ag (pa/miy
GRA7 1gG PBS 100 mM pH 7.2, Glicerol 1%, Tween 200.1% 7.5
ROP1 I2G Acetato de sédio 100 mM pH 5.0, Glicerol 1%, Tween 20 0.1% 50
IaM Fosfate 100 mM pH 8.0, Glicerol 1%, Tween 26 0.1% 50
p35 1gG PBS 100 mM pH 7.0, Glicerol 1%, Tween 200.1% 30
IeM MES 10 mM pH 5.,5. Glicerol 1%, Tween 20 0,1% 100
GRAG IaM Acetato de sédio 10 mM pHS.0, Glicerol 1%, Tween 20 0,1% 50
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Exemplo 5 -Ensaios para deteccdo de 1gG e 1gM anti-T. gondii

[0090] Os ensaios para avaliacdo do potencial dos antigenos foram
realizados em formato singleplex, ou seja, cada poco de amostra recebeu 2500
microesferas contendo apenas um antigeno acoplado. Os ensaios inclufram
uma primeira incubacio das microesferas com a amostra diluida 1:200 por 15
minutos a 37°C sob agitacido de 300 rpm, seguida de lavagens. A interacdo
dos antfgenos acoplados com anticorpos especificos presentes em amostras de
sangue ocorreu através da interacdo de anticorpos anti-IgG humano (Moss,
GTIGO01) na diluigdo 1:1000 ou anti-IgM humano na diluicdo de 1:750
(Moss, GTIMOO01), ambos conjugados a molécula fluorescente de R-
ficoeritrina. Foi realizada segunda incubacfo por 15 minutos a 37°C sob
agitacdo de 300 rpm. Apos lavagens, as microesferas seguiram para leitura do
MFT (Intensidade Mediana de Fluorescéncia) no equipamento Luminex 200®.
100911 Com relacdo aos ensaios realizados com amostras de soro, o
painel utilizado para avaliar os ensaios de deteccao de anticorpos IgG anti-T.
gondii incluiu 83 amostras IgG anti-7. gondii positivas e 30 amostras
negativas. O painel utilizado para avaliar os ensaios de detecgcdo de anticorpos
IeM anti-7. gondii incluiu 78 amostras IgM anti-7. gondii positivas e 32
amostras negativas. As amostras foram previamente caracterizadas quanto a
avidez e a presenca de IgG e IgM anti-7. gondii através de ensaios
imunoenzimaticos fluorescentes (ELLFA) do sistema VIDAS®, bioMérrieux -
TOXO IgG avidity, TOXO IgG, e TOXO IgM.

[0092] A avaliacdo do desempenho dos ensaios foi realizada com base
nos valores de sensibilidade e especificidade, 4rea sobre a curva ROC, média
de MFI das amostras positivas dividido pela linha de corte, e graficos de
dispersao.

[0093] Os valores de MFI (Intensidade Mediana de Fluorescéncia)
foram obtidos subtraindo o valor de background (pogo sem soro adicionado)

da mediana de MFI de cada amostra. A linha de corte fot ajustada para cada
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ant{geno, e foi definida pelo valor mais alto de MFI das amostras negativas, o
que ofereceu a maior sensibilidade quando a especificidade atingiu 100%. As
amostras foram classificadas como "positivas” ou "negativas” de acordo com
os valores da linha de corte para cada antigeno especifico.

[0094] A Figura 4 apresenta o grafico de dispersdo correspondente
aos ensaios singleplex para detecgdo de anticorpos I1gG anti-7. gondii.

[0095] A Figura 5 apresenta o grafico de dispersdo correspondente
aos ensaios singleplex para detecgdo de anticorpos IgM anti-T. gondii.

Exemplo 6- Andlise Combinada dos Antigenos

0096] Esta solugdo técnica proveu ensaios mais sensiveis. Dentre §
antigenos avaliados neste trabalho, foram selecionados os 3 antigenos que
forneceram ensaios para a deteccao de IgG e IgM com melhor desempenho
geral e especifico para a deteccfio de amostras com perfil agudo de infeccio.
O valor de sensibilidade geral (combinada) foi calculado considerando que
todas as amostras foram analisadas pelos trés antigenos, e o resultado final
para cada amostra corresponde a combinacdo dos resultados dos antigenos.
Dessa forma, as amostras verdadeiramente positivas foram consideradas
positivas, caso tenham apresentado resultados positivos para pelo menos um
antigeno. Para ambos calculos de sensibilidade individual e geral, a
especificidade foi ajustada para 100%.

(0097} Conforme a Tabela 5, os 3 antigenos da presente invencio,
GRA7, ROP1 e p35, em conjunto, foram capazes de detectar 100% das
amostras IgG positivas. Com excecdo de 2 amostras, todas as amostras
apresentaram resultados positivos para os 3 antigenos. As amostras
apresentaram valores variados de MFI/linha de corte entre os antigenos,
indicando que ¢ uso combinado oferece ensaios com maior desempenho.
Como pode ser observado na Tabela 5, os 3 antigenos da presente invencao,
p33, GRA6 e ROPI, em conjunto, foram capazes de detectar 95% das

amostras IgM positivas. Porém, 100% das amosiras agudas ¢ intermediarias
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(avidez entre O e (,3), as quais apresentam prioridade diagnoéstica,

apresentaram resultados positivos para o antigeno ROP1 ou P35.
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TABELA S
Ensaios singlepiex - IgG Eunsaios singleplex -~ {gM

Autigenos GRA-T ROP-1 P35 Antigenos P35 GRA-6  ROP-1
Sexnsib. individual* 100% 98% 100% | Sensib. individual® 90% T2% 82.5%
Linha de corte do ensaio 74 35 41 Linha de corte do ensaio 194 79 146
Seunsib. combinada* 100% Seusib. combi * - agudas e internn. 00%

Seusib. cotr a* - todas amostras 95%
Identificaciio amostras Ip(G 4+ MFT das amostras positivas | Identificacio amostras IgM +

MF1 das amostras positivas

Nota: Sensib. (sensibilidade). Para o cdlculo de sensibilidade geral (combinada), as amostras foram
consideradas positivas. caso tenham apresentado resultados positivos para pelo menos um antigeno. Para
ambeos cdlculos de sensibilidade individual e geral, a especificidade foi ajustada para 100%. MFI (Intensidade
Mediana de Fluoresc@ncia). Os valores de fluorescéncia das amostras IgG e IgM positivas (de acordo com
ensaios do sistema VIDAS Toxo utilizados na caracterizacfo do painel) acima da linha de corte do respectivo
ensaio foram marcados e correspondem a resultados positivos.

[0098]

entre a area da curva Gaussiana formada pelas amostras negativas pela area

A margem de erro intrinseca do ensaio corresponde a relacdo
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formada pela sobreposicdo das curvas Gaussianas positivas e negativas. O
valor foi expresso como uma porcentagem e indica a probabilidade estatistica
de um resultado positivo estar errado.

[0099] Foi observada uma reducdo significativa da margem de erro
geral calculada para os ensaios combinados para deteccdo de anticorpos 1gG
(0,000079%) e IgM (0,038%) em comparacdo com as margens de erro
isoladas para a deteccido de anticorpos IgG por GRA7, ROPI, e para a
deteccdo de IgM por p33, e ROPI, GRAG6 e p35, que corresponderam a 8,9%
0,8% e 1,1% e 2,3%, 15% e 11%, respectivamente. Esse valor foi obtido
através da multiplicacdo das margens de erro isoladas, refletindo a
probabilidade de uma amostra tornar-se negativo para trés antigenos
stimultaneamente.

[060100] Os antigenos foram também avaliados com relacdo ao perfil de
resposta imune nas fases da infeccdo. As amostras foram divididas em trés
grupos de avidez de IgG: infecgio recente (avidez 0-0,3), infecgdo pds-aguda
(avidez 0,31-0,5) e infeccdo crdnica (0,51-0,72). Para tornar possivel a
comparacao de ensaios com diferentes linhas de corte, a MFI de cada amostra
foi dividida pelo valor da linha de corte do respectivo ensaio. A Figura 6
apresenta o perfil de resposta imune relativa aos titulos de IgG e IgM
especificos de acordo com os grupos de infeccio.

[00101] De acordo com os graficos da Figura 6, os antigenos
empregados na deteccdo de anticorpos IgM especificos geraram valores
maiores de MFI/linha de corte para amosiras agudas IgM positivas, e
sofreram decaimento com o decorrer da infeccdo. O mesmo perfil €
encontrado para o antigeno p35 quando utilizado na detecgdo de IgG,
enquanto que os antigenos ROPI e GRA7 apresentam um aumento desses
valores até a fase pds-aguda, seguido de decaimento, indicando a importancia
destes na evolucio da infeccdo.

[00102] O diagnodstico preciso da infeccdo aguda é fundamental para o
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manejo clinico dos individuos infectados. Por esta razdo, ¢ de vital
importancia obter antigenos que detectem com alta sensibilidade anticorpos
de fase aguda. Esta invencio satisfaz este requisito diagnostico ao empregar
marcadores de infecc@o aguda, podendo inclusive gerar testes com um limite
de deteccdo inferior, proporcionando o diagndstico mais precoce da
toxoplasmose.

[00103] Dentre as amostras classificadas como IgG negativas pelos
ensaios de ELFA (VIDAs, Biomeérrieux), cinco (1, &, 14, 21 e 30)
apresentaram sinal muito elevado de fluorescéncia para um ou mais antigenos
utilizados nesta invengdo. O mesmo foi observado para cinco amostras IgM
negativas (8, 11, 20, E5 e H10) de acordo com os ensaios de ELFA/IgM do
sistema Vidas. A amostra 8 apresentou MFIs relativos a captura de IgG e IgM
anti-T. gondii muito intensos para os antigenos utilizados nesta invengdo. As
amostras E5 e H10, classificadas como IgM negativas, apresentaram alta
avidez de IgG de acordo com o sistema VIDAS. Isto indica que sdo
amostras de individuos crbnicos, previamente infectados pelo parasita,
portanto, seus titulos de IgM decafram até valores abaixo da linha de corte
deste ensaio. Entretanto, estas amostras apresentaram resultados IgM
positivos para os antigenos ufilizados nesta invencfo. O sinal de IgG da
amostra 30 corresponde a linha de corte do ensaio de ELFA do Sistema
VIDAS TOXO IgG, sendo tecnicamente qualificada como IgG negativa.
Contudo, essa amosira apresenta baixa avidez de IgG e IgM positivo, o
gue a caracteriza como amostra de infeccdo recente. Neste caso, pode se
inferir que os titulos de IgG estdo aumentando, porém ainda nio foram
detectadas pelo ensaio do sistema VIDAS.

[00104] O estdgio de captura dos ensaios do sistema VIDAS - IgG e
{gM, correspondem a um extrato de T. gondii, que contém um pool de
antigenos. Atualmente, ¢ amplamente reconhecido que devido a uma

série de fatores, os individuos infectados pelo 7. gondii exibem diferentes
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padrdes de producdo de anticorpos contra uma grande variedade de
antigenos. Dessa forma, tem sido demonstrado em ensaios de ELISA
{(Enzyme Linked Immunoassay) que alguns individuos apresentam titulos
de anticorpos muito elevados contra determinados antigenos de 7. gondii e
fracos para outros. Nos ensaios apresentados no presente documento,
apenas um antigeno foi empregado como molécula de captura,
oferecendo uma quantidade maior de sitios para a ligacdo de anticorpos
especificos quando comparada aquelas oferecidas em lisados ou extratos de 7.
gondii. Por isso, caso a amostra em questdo contenha altos titulos de
anticorpos especificos contra um ou mais antigenos em detrimento dos
demais, € possivel que sejam tecnicamente qualificadas como negativas em
ensaios que utilizam extratos ou lisados de 7. gondii, enquanto apresentam
sinais elevados em ensaios contendo apenas um antigeno.

[00105] Para confirmar esta hipotese, foram realizados ensaios
singleplex para deteccio de IgG utilizando separadamente como
molécula de captura um lisado de 7. gondii (Fitzgerald, n” 30-AT56) e
dois extratos: TOXII e TOXIII (Meridian Life Science, # 8122 ¢ # 8131). O
lisado e os extratos de 7. gondii foram acoplados usando a maior
concentracdo ndo saturante dentre as avaliadas, de forma a obter o melhor
desempenho possivel. Além disso, foi realizado um acoplamento triplo
simultdneo dos antigenos GRA7, ROPI e p35 utilizados na deteccio de
anticorpos IgG. A fim de evitar a saturacio das microesferas que causa a
perda de MFI, as concentragdes de acoplamento de cada antigeno
corresponderam & 1/3 da melhor concentracdo padronizada para cada
antfgeno isoladamente. Estas microesferas contendo os 3 antigenos
foram também ensaiadas em formato singleplex. A Figura 7 mostra os
resultados de IgG e IgM das amostras investigadas.

[00106] As amostras investigadas apresentaram resultados negativos

para o lisado e extrato, com excegdo da amostra 30. Esta amostra foi
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confirmada como positiva para IgG no ensaioc com TOXI, contudo
apresentou resultados negativos nos ensaios com TOXII e lisado.

[00107] Essas diferencas podem ser explicadas pelas variaces
quantitativas e qualitativas quanto a composicdo de antigenos entre o lisado,
TOXII e TOXIL. A redugdo da quantidade ofertada de sftios de ligacio de
anticorpos em GRA7 nos ensaios com microesferas acopladas com os 3
antigenos simultaneamente causou a negativacio da amostra 14, que dentre as
avaliadas, apresentou menor valor de MFl/cutoff. Este efeito, causado pela
reducdo dos sitios ofertados, simula aquele encontrado em ensaios com
lisados ou extratos de 7. gondii.

[00108] As amostras discrepantes negativas foram analisadas quanto ao
valor p considerando uma hip6tese nula. Para garantir a qualidade desta
andlise, os resultados de ensaios foram avaliados pelo teste de normalidade
Shapiro-Wilk considerando linha de corte correspondente a valor de p acima
de 0,05. Se necessario, os valores de MFI foram convertidos em valores
logaritimicos, a fim de obter histogramas normais. As médias e desvios-
padrdes de cada grupo foram calculados, os quais foram utilizadas nos
calculos das distribuicbes normais para cada grupo de amostras. A partir
destes dados, foram definidos os valores de probabilidade de um determinado
resultado ser negativo.

[00109] Paralelamente, as amostras investigadas foram analisadas
quanto a presenca de anticorpos 1gG e IgM anti-T. gondii e Fator reumatoide
por um segundo ensaio comercial distinto do ensaio do sistema Vidas
(bioMerrieux), baseado no método de ELFA, previamente utilizado na
caracterizacdo do painel das amostras. Para isso, foram utilizados os ensaios
comerciais do sistema Architect (Abbott Diagnostics Division), o qual se
baseia no método de CMIA. Apenas as amostras com volume suficiente
foram enviadas para estas analises. Os resultados das analises podem ser

conferidos na Tabela 6.
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TABELA 6 - Resultados das amostras investigadas nos testes Vidas e

Architect e valores de p dos resultados dos ensaios singleplex

Amos Vidas Architect Tox v A s . s e .
wras | bioMérienx ELFA Abbot, CMIA | gip1 | ORAT | ROPL | pd5 | ROPL | p35 | GRAG
1eG oM | IeG IeM 1:G G oM
1 Neg. Pos. | - L e e e 0001 [<0.001 | 0.001
30 |Nep:baixaav.| Pos | --- Lt N e 0001 (<0001 | 0001
8 Neg Neg | Neg | Neg:FR(-) | 0990 FuSimithostihaianish sttt nntainy
14 Neg. Neg | Neg | Neg: FR(-) | 0985 LSUEREN 0901 | 0827 | 0966 ‘ 0.92
21 Neg Neg | - 0.984 | 0.957 | 0935 | 0200 | 0957 0.589
11 Neg Neg |« 0999 | 6993 | 0992 | 0995 | 0944 0.852
20 Neg Neg | Neg | Neg; FR(-) 0.999 | $.993 0.992 0.993 3 0.919
29 Neg Neg | Neg | Neg;FR(-) | 0.805 | 0.9%0 | 0991 | 0993 [ LR
E5 Pos.;av. alta | Neg. | Pos Neg; FR(-} | <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.173 hitgides
HIO | Pos.av. aita | Neg. | - <0001 [<0.001 | <0001 [ <0001 BRI Sin

Nota: Neg. (resultado negativo); Pos. (resultado positive). Av. (avidez). Os valores de p dos resultados
investigados estdo marcados em tés categorias: cinza escuro, médio e claro correspondem a valores de p
inferiores a4 0.05, 0.15 e 0.3, respectivamente. FR (Fator reumatéide).

[060110] As amostras investigadas apresentaram valor de p confidvel
(inferior a 0,05) para pelo menos um antigeno, indicando que had baixa
probabilidade de que sejam amostras negativas.

[00111] Devido aos grandes volumes de amostra requeridos para a
realizacdo dos ensaios de CMIA, ndo foi possivel analisar as amostras 1, 30,
21, 11 e HI0. A avaliacGo das amostras pelo sistema Architect permitiu a
confirmacio da amostra ES como IgM positiva. Apesar da existéncia de
variagbes entre lisados e extratos utilizados entre diferentes ensaios,
resultados negativos para os testes do sistema Architect/IgG eram aguardados,
j& que um lisado de T. gondii € utilizado como fase de captura de anticorpos,
assim como no teste do sistema VIDAS/IgG e IgM. Contudo, o teste de
deteccao de IgM do sistema Architect utiliza os antigenos recombinantes p35
e SAGI de T. gondii como moléculas de captura.

[00112] Com base nestes dados, as amostras suspeitas como falso-
negativas foram excluidas do painel de amostras utilizado nos ensaios das
Figuras 4 e 5. As amostras 21 e 11 foram excluidas do painel de amostras dos
ensaios, pois foram encontrados valores de p bastante significativo (inferior a
0,001 e 0,05, respectivamente) para outros antigenos de 7. gondii também
avaliados em ensaios nfdo mostrados no presente documento, indicando

possivel contato prévio com o 7. gondii.
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[00113] Estes resultados em conjunto indicam que o uso combinado de
antigenos de 7. gondii marcadores de fase aguda podem gerar ensaios com
maior desempenho, e reduzir o limite de deteccdo dos ensaios para
diagnostico da toxoplasmose.

[00114] Além do desenvolvimento de sistemas de expressdo soldvel de
alto rendimento e de altos niveis de purificacdo, as solugles técnicas
desenvolvidas pelos presentes inventores resultaram em antigenos com altos
niveis de purificacdo e estdveis quanto a degradacdo e agregacdo apos
descongelamento, e na substituicdo de extratos e lisados de T. gondii usados
em imunoensaios para deteccdo de anticorpos 1gG e IgM especificos por
antigenos recombinantes sensfveis e especificos para o rastreio da
toxoplasmose.

[00115] As reivindicacOGes a seguir ndo pretendem, de modo algum,
serem limitadoras do escopo da presente invencfo. Viarias modificactes
podem ser feitas sem se afastar do espirito e do escopo da presente invencio.
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REIVINDICACOES

I. Antigeno recombinante ou sintético, caracterizado pelo fato

de ser selecionado do grupo consistindo em GRA7, ROPI, p35 ¢ GRA6 de
Toxoplasma gondii, ou fragmentos antigénicos dos mesmos.

2. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que compreende os aminoacidos
19-236 de GRA7; os aminoacidos 85-378 de ROPIL; os aminoacidos 26-179
de p35; e os aminoacidos 30-230 de GRA®G.

]

3. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a

reivindicacdo 2, caracterizade pelo fato de que os aminoéacidos 19-236 de
GRA7 séo representados por SEQ ID NO:2.

4. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de que os aminoacidos 83-378 de

ROPI1 sao representados por SEQ ID NO:4.

5. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a

retvindicacdo 2, caracterizado pelo fato de que os aminodacidos 26-179 de p35

sdo representados por SEQ ID NO:6.
6. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a

reivindicacfio 2, caracterizado pelo fato de ser purificado.

7. Sequéncia nucleotidica, caracterizada pelo fato de que

codifica os antigenos como definidos na reivindicagdo 1.

8. Sequéncia nucleot{dica, caracterizada pelo fato de que

codifica os antigenos como definidos na reivindicacgdo 2.

9. Sequéncia nucleotidica de acordo com a reivindicacio 8,
caracterizada pelo fato de que compreende SEQ ID NO:1; SEQ 1D NO:3;
SEQ ID NO:5 ou SEQ ID NO:7.

10. Composi¢do, caracterizada pelo fato de que ccompreende
os antigenos GRA7, ROPI e p35 de Toxoplasma gondii, ou fragmentos

antigénicos dos mesmos.
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11. Composicdo de acordo com a retvindicacdo 10,
caracterizada pelo fato de que os antigenos compreendem os aminoacidos 19-

236 de GRA7; os aminoacidos 85-378 de ROPL; e os aminodcidos 26-179 de

p33.
12. Composicido de acordo com a reivindicacdo 11,

caracterizada pelo fato de que os aminodcidos 19-236 de GRA7 sdo

representados por SEQ 1D NG:2.

13. Composicio de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizado pelo fato de que os aminodcidos 85-378 de ROP! sao

representados por SEQ ID NO:4.

14. Composicdo de acordo com a reivindicacdo If,
caracterizado pelo fato de que os aminodcidos 26-179 de p35 sio

representados por SEQ 1D NG:6.

15. Composicio de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizada pelo fato de ser utilizada em um método para detecgio de IgG

anti-7Toxoplasma gondii.

16. Composicio, caracterizada pelo fato de que compreende os

antigenos GRA7, ROPI e GRA6 de Toxoplasma gondii, ou fragmentos
antigénicos dos mesmos.

17. Composicio de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizada pelo fato de que os antigenos compreendem os aminodcidos 19-
236 de GRA7; os aminoacidos 85-378 de ROP1; e os aminodcidos 30-230 de
GRAG.

18. Composicio de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizada pelo fato de que os aminodcidos 19-236 de GRA7 sado

representados por SEQ ID NO:2.

19. Composicdo de acordo com a retvindicacdo 17,
caracterizada pelo fato de que os aminoacidos 85-378 de ROPI sdo

representados por SEQ 1D NG:4.
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20. Composicdo de acordo com a retvindicacdo 17,
caracterizada pelo fato de que os aminodcidos 30-230 de GRAG6 sdo

representados por SEQ 1D NG:8.

21, Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 16,

caracterizada pelo fato de ser utilizada em um método para deteccio de IgM.

22. Composicao de acordo com a reivindicacdo 10 ou 16,

caracterizada por ser estabilizada.
23. Composicao de acordo com a reivindicacdo 10 ou 16,

caracterizada pelo fato dos antigenos estarem acoplados as microesferas.

24. Kit para detecgdo de IgG anti-Toxoplasma gondii,

caracterizado pelo fato de compreender:

(A) uma composi¢do conforme definida em qualquer uma das
reivindicagbes de 10a 15 ¢ 23 a 24;

(B) um meio de detec¢ido para detectar o complexo antigeno
anticorpo; e

{(C) mnstrucdes de uso.

25. Kit para deteccdo de IgM anti-Toxoplasma gondii,

caracterizado pelo fato de compreender:

(A) uma composicdo conforme definida em qualquer uma das
retvindicaches de 16 a 24;

(B) um meio de deteccdo para detectar o complexo antigeno
anticorpo; e

(C) instrucdes de uso.

26. Método para deteccio de IgG anti-Toxoplasma gondii,

caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:
(a) prover uma composicio de antigenos conforme definida em
qualquer uma das reivindicactes de 10 a 15 e 23 a 24;
(b)contatar a composicao de antigenos com a amostra a ser

testada por um tempo suficiente e sob condi¢cdes suficientes



WO 2018/170571 PCT/BR2018/050079
52

para formacdo de complexos anticorpo/ antigeno; e

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

27. Método para deteccio de IgM anti-Toxoplasma gondii,

caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:

(d)prover uma composicio de antigenos conforme definida
em qualquer uma das reivindicacdes de 16 a 24;

(e) contatar a composicio de antigenos com a amostra a ser
testada por um tempo suficiente e sob condigdes
suficientes para formagdo de complexos anticorpo/
antigeno; e

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

complexo antigeno/ anticorpo.
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“E™  carlier application or patent but published on or after the international
filing date

“L”  document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

“0”  document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

“P”  document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

“T”  later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

“X7  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

“Y”  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

“&”  document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

10/05/2018

Date of mailing of the international search report

Name and mailing address of theISA/BR
' Rua Sao Bento n°® 1, 17° andar
i cep: 20090-010, Centro - Rio de Janeiro/RJ

Facsimile No. ax: +55 21 3037-3663

28/06/2018
Authorized officer
HHorized otHeet Flavia Riso Rocha
+55 21 3037-3493/3742
Telephone No.
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C (Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Inst Oswaldo Cruz. Junho de 2017. Vol. 112, No. 6, pages: 428-436

doi: 10.1590/0074-02760160509.
Abstract, secdo "Materiais e Métodos".

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
L HOLEC-GASIOR, L. Toxoplasma gondii recombinant antigens as le?2
X tools for serodiagnosis of human toxoplasmosis: current status of (parcialmente), 3,
studies. Clin Vaccine Immunol. 2013. Vol. 20, No. 9,pages: 1343- 629
Cited in the description.
Abstract,last paragraph in page 1343, Tables 1to 3.
ARAUJO, P. R. B. & FERREIRA, A. W. High diagnostic efficiency le2
X of IgM-ELISA with the use of multiple antigen peptides (MAPI) (parcialmente), 3,
from T. gondii ESA (SAG-1, GRA-1 and GRA-7), in acute 6a?d
toxoplasmosis. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo. 2010. Vol. 52, No. 2. (parcialmente).
http://dx.doi.Org/l 0.1590/S0036-46652010000200001.
Cited in the description.
Abstract, secdo "Materiais e Métodos", Tabele 1.
le2
X AUBERT, D. et ai. Recombinant Antigens To Detect Toxoplasma (parcialmente), 3,
gowifé-Specific Immunoglobulin G and Immunoglobulin M in 6a9
Human Sera by Enzyme Immunoassay J Clin Microbiol. 2000. Vol. (parcialmente).
38, No. 3, pages: 1144-1150. PMID: 10699010.
Cited in the description..
Abstract, secdo "Materiais e Métodos", seconda col. in page
1148, Tables |, 2 and 4. le?2
P A (parcialmente), 3,
BASCHIROTTO, P. T. et al. Preliminary multiplex microarray 1gG 6a9
immunoassay for the diagnosis of toxoplasmosis and rubella. Mem (parcialmente).
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Box Neo. I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. lj Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. [:I Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

The present invention relates to the development of combinations of antigens (comprising the
antigens GRA7, ROP1, p35 and GRABS, or portions thereof) produced recombinantly or
synthetically, for use in a method of immunodiagnosis which makes it possible to distinguish
between the acute phase and the chronic phase of toxoplasmosis.

The claimed subject matter includes a recombinant antigen selected from GRA7, ROP1, p35
and GRABG or their antigen fragments, a nucleotide sequence which codes for the antigen, a
composition comprising a combination of the antigens GRA7, ROP1 and p35 (or their antigen
fragments), a composition comprising a combination of the antigens GRA7, ROP1 and GRA6
(or their antigen fragments), a kit comprising said compositions, and a method for detecting
Toxoplasma gondii IgG or IgM.

(See extra sheet)

L. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. [:I As all searchable claims could be searched without effort justifving additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which tees were paid, specifically claims Nos.:

4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

1 and 2 (in part), 6 to 9 (in part).

Remark on Protest I:I The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.
I:I No protest accompanied the payvment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)
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The antigens GRA7, ROP1, p35 and GRAG were selected on the basis of different criteria, such
as performance in published immunoassays, presence of B-cell epitopes, and presence in the
infectious phases and in different strains (description, paragraph [0076]). However, these
antigens merely issue from the same selection process, and it is not possible to identify any
structural similarity between these sequences, or groups of these sequences.

The sequences relating to the above antigens could be regarded as having the same or a
corresponding technical feature if they had a common property or activity and shared a common
significant structural element essential to said common property or activity. Although all of the
sequences share specificity in the serodiagnosis of toxoplasmosis, it is not possible to identify a
significant structural element in common between these sequences and, therefore, they do not
share a common technical feature.

In addition to the antigens GRA7, ROP1, p35 and GRA6 (and the subject matter related
thereto), another inventive concept contained in the present international application relates to
compositions containing the antigens GRA7, ROP1 and p35 (or their fragments), or to a
combination containing GRA7, ROP1 and GRAG (or their fragments), each one of these specific
combinations of antigens allowing a specific use (the first being used in the detection of IgG
antibodies to Toxoplasma gondii, and the second for detecting IgM antibodies to Toxoplasma
gondii). These combinations have in common the fact that they contain the antigens GRA7 and
ROP1 and are used in the immunodiagnosis of Toxoplasma. However, such a feature is already
known from the prior art, as illustrated by document US6329157 B1. Said document discloses
antigens for use in detecting IgM and/or IgG antibodies to Toxoplasma gondii, as well as
combinations of said antigens, such as a combination of the antigens GRA7 (p29), p35 and
ROP1 (p66) (abstract, and column 2, lines 60 to 65). Example 12 of D1 relates to the
preparation of an antigen composition for detecting Toxoplasma specific IgG and IgM,
containing the antigens GRA7 (p29), p30 and p35, or GRA7 (p29), p35 and ROP1 (p66). Thus,
the common technical feature among claims 10 and 16 and their related claims is not a technical
feature that defines a contribution over the prior art, constituting distinct inventive concepts.

Therefore, the present international application does not relate to a single invention or to a
group of inventions so linked as to form a single inventive concept, and thus is not in compliance
with PCT Rule 13.

The subject matter of the international application can be grouped into 6 inventions, as specified
below:

- invention 1: GRA7 antigen or antigen fragments and its encoding nucleotide sequence -
claims 1 and 2 (in part), 3, 6 to 9 (in part);

- Invention 2: ROP1 antigen or antigen fragments and its encoding nucleotide sequence -
claims 1 and 2 (in part), 4, 6 to 9 (in part);

- Invention 3: p35 antigen or antigen fragments and its encoding nucleotide sequence - claims
1 and 2 (in part), 5, 6 to 9 (in part);

- Invention 4. GRAG antigen or antigen fragments and its encoding nucleotide sequence -
claims 1 and 2 (in part), 6 to 9 (in part);

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 20135)
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- Invention 5: composition comprising the antigens GRA7, ROP1 and p35 or their antigen
fragments, kit for detecting IgG comprising said composition, and method for detecting IgG
using said composition - claims 10 to 15, 22 and 23 (in part), 24 and 26;

- Invention 6: composition comprising the antigens GRA7, ROP1 and GRAG or their antigen
fragments, kit for detecting IgM comprising said composition, and method for detecting IgM
using said composition - claims 16 to 21, 22 and 23 (in part), 25 and 27
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A. CLASSIFICACAO DO OBJETO

CO07K 14/45 (2006.01), C12N 15/30 (2006.01), A61K 39/002 (2006.01), GO1N 33/569 (2006.01), CO7K 17/08 (2006.01

De acordo com a Classificagfio Internacional de Patentes (IPC) ou conforme a classificagfio nacional e IPC

B. DOMINIOSABRANGIDOS PELA PESQUISA

Documentagfo minima pesquisada (sistema de classificagio seguido pelo simbolo da classificaggo)

Documentagfo adicional pesquisada, além da minima, na medida em que tais documentos est&o incluidos nos dominios pesquisados

Base de patentes do INPI-BR (SINPI), Plataforma Lattes (http://lattes.cnpq.br/)

Base de dados eletronica consultada durante a pesquisa internacional (nome da base de dados e, se necessario, termos usados na pesquisa)

GENESEQ, USGENE, WOGENE, GenBank, EPODOC

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, com indicagio de partes relevantes, se apropriado lx::ii‘rlliixil(t::g%:algi
X FISCHER, H. G. et al. GRA7, an excretory 29 kDa Toxoplasma le2
gondii dense granule antigen released by infected host cells. (parcialmente), 3,
Molecular and Biochemical Parasitology. 1998. Vol. 91, No. 2, 6a9
paginas: 251-262. https://doi.org/10.1016/S0166-6851(97)00227-2. (parcialmente).
Resumo, Figura 2.
X US6329157 B1 (ABBOTT LAB [US]) le2
11 dezembro 2001 (2001-12-11) (parcialmente), 3,
Resumo, linha 60 da coluna 2 a linha 10 da coluna 3, Exemplos 9 e 6a9
12, Figura 3, SEQ ID n%s 26 e 27. (parcialmente).
X US6172192 B1 (INNOGENETICS NV [US]) le2
09 janeiro 2001 (2001-01-09) (parcialmente), 3,
Resumo, Exemplo 2, reivindicagdo 1, SEQID n% 1 ¢ 2. 6a9
(parcialmente).

Documentos adicionais estéo listados na continuagdo do quadro C

Ver o anexo de familias das patentes

* Categorias especiais dos documentos citados:

“ A” documento que define o estado geral da técnica, mas nfio é considerado de
particular relevéncia.

“E” pedido ou patente anterior, mas publicada apés ou na data do depdsito
internacional

“L” documento que pode langar diivida na(s) reivindicagfio(des) de prioridade ou
naqual € citado para determinara data de outra citagfio ou por outra razio
especial

“0” documento rerente a uma divulgagdo oral, uso, exibigdo ou por outros meios.

“P” documento publicado antes do depdsito internacional, porém posterior a data
de prioridade reivindicada.

“T” documento publicado depois da data de depdsito internacional, ou de
prioridade e que ndio conflita como depésito, porémcitado para entender o
principio ou teoria na qual se baseia a invengéo.

“X” documento de particular relevincia; a invenc8o reivindicada n%o pode ser
considerada nova e nfio pode ser considerada envolver uma atividade
inventiva quando o docurmento é considerado isoladamente.

“Y” documento de particular relevéncia; a invengio reivindicada nfio pode ser
considerada envolver atividade inventiva quando o docurmrento é combinado
comum outro documento ou mais de um, tal combinagfio sendo ébvia para
umtécnico no assunto.

“ &” documento membro da mesma familia de patentes.

Data da conclusfio da pesquisa internacional

10/05/2018

Data do envio do relatério de pesquisa internacional:

28/06/2018

Nome e enderego postal da ISA/BR
I '” INSTITUTO NACIONAL DA
cep: 20090-010, Centro - Rio de Janeiro/RJ

PROPRIEDADE INDUSTRIAL
N° de fax: +55 21 3037-3663

Funciondrio autorizado

Flavia Riso Rocha
+55 21 3037-3493/3742

N° de telefone:

Rua Sao Bento n°® 1, 17° andar
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C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
. . Lo . Relevante para as
Categoria* Documentos citados, com indicagfo de partes relevantes, se apropriado reivindicacdes N°

X HOLEC-GASIOR, L. Toxoplasma gondii recombinant antigens as le2
tools for serodiagnosis of human toxoplasmosis: current status of (parcialmente), 3,
studies. Clin Vaccine Immunol. 2013. Vol. 20, No. 9, paginas: 1343- 6a9
51. doi: 10.1128/CVI.00117-13. (parcialmente).
Citado na descrigdo.
Resumo, tltimo paragrafo da pagina 1343, Tabelas 1 a 3.

X ARAUJO, P. R. B. & FERREIRA, A. W. High diagnostic efficiency le2
of IgM-ELISA with the use of multiple antigen peptides (MAP1) (parcialmente), 3,
from T. gondii ESA (SAG-1, GRA-1 and GRA-7), in acute 6a9
toxoplasmosis. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo. 2010. Vol. 52, No. 2. (parcialmente).
http://dx.doi.org/10.1590/S0036-46652010000200001.
Citado na descrigéo.
Resumo, secdo “Materiais ¢ Métodos”, Tabela 1.

X AUBERT, D. et al. Recombinant Antigens To Detect Toxoplasma le2
gondii-Specific Immunoglobulin G and Immunoglobulin M in (parcialmente), 3,
Human Sera by Enzyme Immunoassay. J Clin Microbiol. 2000. Vol. 6a9
38, No. 3, paginas: 1144-1150. PMID: 10699010. (parcialmente).
Citado na descrigéo.
Resumo, secdo “Materiais e Métodos”, segunda coluna da pagina
1148, Tabelas 1, 2 e 4.

P A BASCHIROTTO, P. T. et al. Preliminary multiplex microarray IgG le2
immunoassay for the diagnosis of toxoplasmosis and rubella. Mem (parcialmente), 3,
Inst Oswaldo Cruz. Junho de 2017. Vol. 112, No. 6, pagina: 428-436. 6a9
doi: 10.1590/0074-02760160509. (parcialmente).

Resumo, secdo “Materiais ¢ Métodos™.
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Quadro II Observacdes quando certas reivindicacdes néio puderam ser objeto de pesquisa (Continuacéio do ponto 2 da
primeira pagina)

Este relatdrio de pesquisa internacional néo foi formulado em relaggio a certas reivindicagdes, sob Artigo 17.2).a), pelas seguintes
razdes:

1. [] Reivindicagdes:

porque estas se referem a matéria na qual esta Autoridade nfo estd obrigada a realizar a pesquisa, a saber:

2. Reivindicaces:

porque estas se referem a partes do pedido internacional que nfo estdo de acordo com os requisitos estabelecidos, de tal
forma que nfio foi possivel realizar uma pesquisa significativa, especificamente:

3.4 Reivindicagdes:

porque estas sfio reivindicacdes dependentes e nfio estfio redigidas de acordo com a segunda e terceira frase da Regra
6.4.2).

QuadroIll Observagdes por falta de unidade de invengao (Continuagéio do ponto 3 da primeira pigina)

Esta Autoridade de pesquisa internacional encontrou miltiplas invengdes neste depésito internacional, a saber:

A presente invengéo refere-se ao desenvolvimento de combinag¢des de antigenos (compreendendo os
antigenos GRA7, ROP1, p35 e GRAB, ou porgdes desses), obtidos de forma recombinante ou sintética, para
emprego em método de imunodiagnéstico que permite a distingdo entre a fase aguda e a fase cronica da
toxoplasmose.

A matéria reivindicada compreende antigeno recombinante selecionado denire GRA7, ROP1, p35 e
GRA6 ou seus fragmentos antigénicos, sequéncia nucleotidica codificadora do antigeno, composigdo
compreendendo a combinagdo dos antigenos GRA7, ROP1 e p35 (ou seus fragmentos antigénicos), composigédo
compreendendo a combinagdo dos antigenos GRA7, ROP1 e GRA6 (ou seus fragmentos antigénicos), kit
compreendendo as referidas composi¢des e método para detecgdo de IgG ou IgM de Toxoplasma gondii. (continua
em Quadro Suplementar)

1. [] como todas as taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este relatério de
pesquisa cobre todas as reivindicagGes pesquiséveis.

2. [] como a pesquisa em todas as reivindicagdes pesquisdveis pode ser feita sem esforgo que justifique pagamento adicional,
esta Autoridade néo solicitou o pagamento de taxas adicionais.

3. [] como somente algumas das taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este
relatério de pesquisa internacional cobre somente aquelas reivindicagdes cujas taxas foram pagas, especificamente as
reivindicages:

4, as taxas de pesquisas adicionais requeridas nfio foram pagas dentro do prazo pelo depositante. Consequentemente, este
relatério de pesquisa internacional se limita & invengfio mencionada primeiramente nas reivindica¢des, na qual é coberta
pelas reivindicagdes:

1 e 2 (parcialmente), 3, 6 a 9 (parcialmente).

Observagdes da reclamacéo [] as taxas adicionais para pesquisas foram acompanhadas pela reclamagdo do
depositante e, se for o caso, pelo pagamento da taxa de reclamago.

as taxas adicionais para pesquisa foram acompanhadas pela reclamagiio do
depositante mas a taxa de reclamagfo nfo foi paga dentro do prazo especificado
pela solicitagdo.

[] opagamento de pesquisas adicionais ndo acompanha nenhuma reclamagio.
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Quadro Suplementar

No caso do espaco em qualquer quadro precedente néo for suficiente.
Continuagio de: Quadro III

O antigenos GRA7, ROP1, p35 e GRAG foram selecionados com base em diferentes critérios, tais como
desempenho em imunoensaios publicados, presenga de epitopos de células B e presencga nas fases infectivas e em
diferentes cepas (paragrafo [0076] da descrig&o). Tais antigenos, no entanto, apenas advém de um mesmo
processo de selegdo, ndo sendo possivel, no entanto, identificar qualquer similaridade estrutural entre essas
sequéncias, ou grupos dessas sequéncias.

As sequéncias referentes aos supracitados antigenos poderiam ser consideradas como apresentando uma
caracteristica técnica em comum ou correspondente se apresentassem uma propriedade ou atividade em comum e
compartilhassem de um elemento estrutural significativo em comum que fosse essencial & dita propriedade ou
atividade em comum. Embora todas essas sequéncias possuam em comum a especificidade no sorodiagnéstico da
toxoplasmose, nédo é possivel evidenciar um elemento estrutural significativo em comum entre essas sequéncias e,
portanto, essas ndo compartilham de uma caracteristica técnica em comum.

Além dos antigenos GRA7, ROP1, p35 e GRA6 (e matérias a eles relacionadas), outro conceito inventivo
contido no presente depésito internacional diz respeito as composigdes compreendendo os antigenos GRA7, ROP1
e p35 (ou seus fragmentos), ou & combinagdo compreendendo GRA7, ROP1 e GRAG (ou seus fragmentos), cada
uma dessas combinagbes especificas de antigenos permitindo uma aplicagdo especifica (sendo a primeira
empregada na detecgdo de IgG anti-Toxoplasma gondii e a segunda, para a detecgdo de IgM anti-Toxoplasma
gondii). Essas combinag¢des possuem em comum o fato de compreenderem os antigenos GRA7 e ROP1 e serem
empregadas no imunodiagnostico de Toxoplasma. Entretanto, tal caracteristica j& era conhecida do estado da
técnica, como ilustrado pelo documento US6329157 B1. Esse documento divulga antigenos para o emprego na
detecgdo de anticorpos IgM e/ou IgG anti- Toxoplasma gondii, bem como combinagdes desses antigenos, tal como a
combinagédo dos antigenos GRA7 (p29), p35 e ROP1 (p66) (resumo, linhas 60 a 65 da coluna 2). O Exemplo 12 de
D1 refere-se ao preparo de uma composigéo antigénica para detecgdo de IgG e IgM especificos para Toxoplasma
compreendendo os antigenos GRA7 (p29), p30 e p35, ou GRA7 (p29), p35 e ROP1 (p66). Desse modo, a
caracteristica técnica em comum entre as reivindicagdes reivindicagdes 10 e 16 e reivindicagdes relacionadas néo é
uma caracteristica técnica que define uma contribuicdo ao estado da técnica, constituindo conceitos inventivos
distintos.

Logo, o presente depésito internacional ndo se refere a uma Unica invengéo ou a um grupo de invengdes
interligadas de modo a constituir um Gnico conceito inventivo, estando, desse modo, em desacordo com a Regra 13
do PCT.

A matéria reivindicada pode ser agrupada em 6 invengdes, conforme abaixo especificado:

* Invengdo 1: antigeno GRA7 ou seus fragmentos antigénicos e sequéncia nucleotidica codificadora
reivindicagcbes 1 e 2 (parcialmente), 3, 6 a 9 (parcialmente);

« Invengdo 2: antigeno ROP1 ou seus fragmentos antigénicos e sequéncia nucleotidica codificadora
reivindicagbes 1 e 2 (parcialmente), 4, 6 a 9 (parcialmente);

+ Invengao 3: antigeno p35 ou seus fragmentos antigénicos e sequéncia nucleotidica codificadora
reivindicagbes 1 e 2 (parcialmente), 5, 6 a 9 (parcialmente);

* Invengdo 4: antigeno GRAG6 ou seus fragmentos antigénicos e sequéncia nucleotidica codificadora
reivindicagbes 1 e 2 (parcialmente), 6 a 9 (parcialmente);

* Invengdo 5: composigcdo compreendendo os antigenos GRA7, ROP1 e p35 ou seus fragmentos
antigénicos, kit para detecgdo de IgG compreendendo a composigéo e método para detecgéo de IgG
empregando a composigao - reivindicagbes 10 a 15, 22 e 23 (parcialmente), 24 e 26;

* Invengdo 6. composicido compreendendo os antigenos GRA7, ROP1 e GRA6 ou seus fragmentos
antigénicos, kit para detecgdo de IgM compreendendo a composi¢cdo e método para detecgédo de IgM
empregando a composi¢éo - reivindicagbes 16 a 21, 22 e 23 (parcialmente), 25 e 27.
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