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(57) Resumo: O presente pedido de patente
revela antigenos recombinantes ou sintéticos de
T. gondii Gteis para diagnosticar a toxoplasmose
aguda e cronica. Sao reveladas combinacdes
para deteccdo de anticorpos IgG anti-T gondii e
anticorpos IgM anti-T gondii, as quais
compreendem os antigenos GRA7, ROP1, p35 e
GRAG, ou fragmentos dos mesmos.
Adicionalmente, o presente pedido de patente
revela sequéncias nucleotidicas que codificam
o0s antigenos da presente invengdo, bem como
sistemas de expressdo recombinante e sistemas
de purificagdo dos referidos antigenos. Além
disso, sdo também providas composi¢des
estabilizadas compreendendo os antigenos da
invencdo, bem como os referidos antigenos
acoplados a microesferas.
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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 deteccao de toxoplasmose aguda ou cronica.
Particularmente, a presente invencao refere-se a combinag¢Ges ou misturas que
podem ser utilizadas na detec¢do de anticorpos IgG e IgM contra Toxoplasma
gondii. Além disso, a presente invengao refere-se a sequéncias nucleotidicas
otimizadas e a sistemas de expressdao recombinante para obtencdo dos
referidos antigenos. Adicionalmente, a presente invencgdo refere-se a sistemas
de purificacdo, estabilizacio e acoplamento dos referidos antigenos as
microesferas.

Antecedentes da Invencao

[002] A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii. A principal via de contaminac¢do dos seres humanos
ocorre através da agua e alimentacdo (1, 2). A doen¢a em seres humanos
divide-se entre as fases aguda e cronica. A fase aguda da infec¢do procede ao
contato inicial com o 7. gondii, e é caracterizada pela disseminacdo do
parasita por todo organismo, seguida por destrui¢do tecidual e manifestacio
patogénica da doenca. A fase cronica da infec¢@ao ocorre posteriormente, e é
caracterizada pelo estabelecimento da laténcia da infecg¢do, que ocorre através
da formagido de cistos teciduais quiescentes e permanentes, juntamente com o
desaparecimento dos sintomas (3).

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

toxoplasmica sdo as anormalidades neurolégicas, tais como hemiparesia,
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deméncia, ataxia, letargia, convulsoes, e distlirbios motores ou sensorlalsN(B,

5).

[004] A ocorréncia desta doenca tem um impacto significativo em
gestantes e pacientes imunodeprimidos (3). Devido a auséncia de
imunossupressdo eficaz, a infeccdo aguda ou reativagdo da toxoplasmose em
individuos imunocomprometidos pode levar a casos fatais. A infeccio
adquirida por pacientes com AIDS pode envolver miiltiplos 6rgdos, 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 6bito (2). A ocorréncia de toxoplasmose em
gestantes imunocompetentes pode resultar na transmissdo vertical do T.
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 gestacdo, 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 congeénita s3o a lesdo ocular, principalmente a coriorretinite, a
qual acomete 92% dos casos, e calcificacdes intracranianas e hidrocefalia, que
ocorrem em aproximadamente 15% dos casos (6, 8, 9). Também sio
documentados outros sintomas, como convulsdo, retardo mental,
microcefalia, esplenomegalia, hepatomegalia, febre, anemia, linfoadenopatia
(10). A toxoplasmose congénita também esta associada ao risco aumentado de
parto prematuro apés o 5° més de gestacdo, aborto, natimorto, e morte
neonatal (7, 8, 9). No entanto, 70% a 90% dos neonatos infectados
congenitamente sdo 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, convulsoes, retardo mental (9, 10, 11).
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[005] A toxoplasmose tem sido relatada em todo o mundo. No
Brasil, a soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-7. gondii em gestantes,
indicativos de infec¢do prévia com o parasita, varia de acordo com a regidao
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 relacao a
toxoplasmose congénita, a incidéncia encontrada foi de 8/10.000 no RS (18),
e 3,3/10.000 em Ribeirao Preto no estado de Sao Paulo (19) e no sul do
Brasil, que possui a maior soroprevaléncia de toxoplasmose j registrada no
mundo (20).
[006] Na maioria dos casos, os sintomas sao inespecificos e
presentes em apenas 10% a 20% dos individuos imunocompetentes (3). Por
esta razdo, a triagem para toxoplasmose em gestantes ¢é realizada
rotineiramente em diferentes paises. Estes programas de rastreio sdo
inicialmente baseados em testes seroldgicos para a detec¢do de anticorpos
especificos IgG e IgM (21, 22), que requerem aquisi¢do simples e nio
invasiva de amostras de sangue, o que permite que esta abordagem seja
amplamente adotada. Os testes sorologicos fornecem informagdes confidveis
sobre o perfil imunologico das gestantes e indicam se uma infec¢do recente
ocorreu durante a gestacdo (22). Um individuo € considerado susceptivel a
infeccdo quando os anticorpos especificos estdo ausentes em amostras de
soro. Anticorpos IgG especificos surgem dentro de 1 a 2 semanas apds a
infeccao com T. gondii e atingem niveis maximos entre 1 e 5 meses, €
geralmente permanecem elevados. Anticorpos IgM especificos surgem na
primeira semana de infeccdo, atingindo picos de concentragdo plasmatica
dentro de 2 semanas a 2 meses. Depois disto, desaparecem em taxas altamente
varidvel e podem ser detectados até 18 meses depois (21, 23, 24). Portanto, a

detecc¢ao de anticorpos IgG anti-T. gondii na auséncia de IgM define o padrao

classico serologico de infec¢do passada por pelo menos 18 meses. Neste caso,
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a gestante € considerada imunologicamente protegida, € novos eventos sao
extremamente raros. A infeccdo ativa durante a gestacdo € classicamente
identificada pela deteccdo de anticorpos IgM e/ou IgG anti-T gondii. No
entanto, devido a presenca de anticorpos IgM especificos até 18 meses apds a
contaminacgdo, a interpretacdo correta do diagndstico exige a confirmacao
através da observacdo de soroconversdao e/ou de um aumento significativo do
titulo de anticorpos, e a realizacdo 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, laboratdrios clinicos utilizam amplamente testes
para o diagnostico 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 T.
gondii. O uso destes apresentam limita¢gdes, como a manutencdo do parasita
vivo, dificuldades na padronizacao das culturas, e reagdes cruzadas, os quais
afetam a qualidade dos imunoensaios. Os métodos de obten¢do de antigenos
nativos podem variar significativamente entre laboratérios, o que gera
variacodes entre imunoensaios decorrentes das diferencas de composicido entre
lisados e extratos de 7. gondii empregados. Além disso, antigenos obtidos a
partir de taquizoitos podem conter materiais remanescentes de meio de cultura
e células eucaridticas hospedeiras (29, 30, 31, 32). Para superar essas
limitacdes, o emprego de antigenos recombinantes de 7. gondii tem sido
sugerido para a substitui¢do de extratos ou lisados do parasita, por permitirem
facilmente a padronizacdo do método, o conhecimento exato da composi¢ao
de antigenos empregados nos imunoensaios (32) e custos de producgdo 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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detec¢do de anticorpos IgM (Toxo IgM, ARCHITECT system, ABBOTT

Diagnostics Division), nos quais foram utilizados antigenos recombinantes
SAGI e P35 (GRAS8) como moléculas de captura.

[008] Os antigenos de T. gondii correspondem principalmente as
proteinas de superficie, e as proteinas secretadas pelas organelas de granulos
densos, pelos micronemas, e pela organela réptria. Ja foram identificados e
avaliados em imunoensaios mais de 20 antigenos, como SAGI1, SAG2,
SAG3, p35, GRAI, GRA2, GRA4, GRAS, GRA6, GRA7, ROPI, ROP2,
B10, MIC1, MAGI1, MIC2, MIC3 (32), M2AP, e GRA3 (34). Devido a
grande variedade de antigenos presentes no processo infeccioso, e a outros
fatores envolvidos na exposicao destes antigenos, como a rota, a severidade, e
a fase da infecc¢do, foi observado que entre os individuos infectados existe um
padrao 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 expressdo dos antigenos (35, 36, 37,
38). Alguns destes sdo expressos apenas em taquizoitos, exclusivamente
durante a invasao 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 combinagdes de antigenos é
explicado pela oferta de uma gama superior de epitopos para a ligacdo de
anticorpos anti- 7. gondii, de forma a cobrir as diferencas individuais na

resposta imune.
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diferentes combinacdes de antigenos, os quais demonstraram conjuntamente
maior potencial de deteccdo de anticorpos IgG e IgM comparado aos
antigenos usados isoladamente (26).

[0010] Ha, portanto, uma necessidade na técnica por um imunoensaio
que permita o imunodiagndstico da toxoplasmose aguda e cronica sem as
limitagOes apresentadas pelos métodos e antigenos propostos pelo estado da
técnica.

Sumario da Invencao

[0011] Com a finalidade de solucionar o problema da técnica e de
prover um método imunodiagndstico para detec¢do 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 imunodiagnéstico que permite a distingdo entre a
fase aguda e a fase crOnica da toxoplasmose.

[0012] Em um aspecto particular, é fornecida uma composi¢ido
compreendendo uma mistura ou combinacdo de antigenos para deteccdo de
anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii e de 1gM anti-Toxoplasma gondii.
[0013] Em aspecto mais especifico, as misturas ou combinacoes de
antigenos da presente inven¢ao compreendem os antigenos GRA7, ROP1,
p35 (GRA 8) e GRAG.

[0014] Em um aspecto ainda mais especifico, as composi¢oes
compreendem uma combinacdo dos antigenos compreendendo os
aminodcidos 19-236 de GRA7 (SEQ ID NO:2); os aminoacidos 85-378 de
ROP1 (SEQ ID NO:4); os aminoacidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID NO:6).
[0015] Ainda, em um outro aspecto especifico, as composicoes
compreendem uma combinagio de antigenos compreendendo os aminoacidos
85-378 de ROP1 (SEQ ID NO:4); os aminoacidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID
NO:6) e os aminoacidos 26 a 179 de GRA6 (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
expressdao que permitem a obten¢do dos antigenos da presente invencao.
[0017] Particularmente, as sequéncias nucleotidicas da presente
invencdo estdo otimizadas quanto as seguintes caracteristicas: estrutura
secundaria do RNAm, distribui¢do do contetido de GC, sequéncias repetitivas
longas, sitios de restricdo, e taxa da utilizacido de cédons.

[0018] E também revelado um método para purificacdo dos antigenos
da invencdao compreendendo formulacdes das solugdes de purificacio e
parametros dos programas de purificacao.

[0019] Em um aspecto da invencdo, sdo também reveladas
formulacdes de solugdes de armazenamento, compreendendo os antigenos da
presente invencao estabilizados.

[0020] Em um aspecto da invencdo, sdo também reveladas
formulagoes de solugdes de acoplamento dos antigenos da presente invengio
as microesferas.

[0021] Em uma modalidade, é provido um antigeno recombinante ou
sintético, selecionado do grupo consistindo em GRA7, ROP1, p35 e GRA6 de
Toxoplasma gondii, ou fragmentos antigénicos dos mesmos.

[0022] Em uma modalidade particular, € provido um antigeno
recombinante ou sintético compreendendo os aminodcidos 19-236 de GRA7;
os aminodcidos 85-378 de ROPI; os aminoacidos 26-179 de p35; e os
aminoacidos 30-230 de GRA®6.

[0023] Preferencialmente, o antigeno recombinante ou sintético
compreendendo os aminoacidos 19-236 de GRA7 é representado por SEQ ID
NO:2.

[0024] Preferencialmente, o antigeno recombinante ou sintético
compreendendo os aminodcidos 85-378 de ROP1 é representado por SEQ ID
NO:4.
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[0025] Preferencialmente, o antigeno recombinante ou sintético
compreendendo os aminoacidos 26-179 de p35 é representado por SEQ ID
NO:6.

[0026] Em uma modalidade particular, o antigeno recombinante ou
sintético da presente invencdo pode ser purificado.

[0027] Em uma modalidade € provida uma sequéncia nucleotidica que

codifica os antigenos da presente invencio.

[0028] 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 invencdo € provida uma composi¢ao

compreendendo os antigenos GRA7, ROP1 e p35 de Toxoplasma gondii, ou
fragmentos antigénicos dos mesmos.

[0030] Em uma modalidade preferencial a composi¢do inclui os
antigenos que compreendem os aminodcidos 19-236 de GRA7; os
aminodcidos 85-378 de ROP1; e os aminoacidos 26-179 de p35. Os antigenos
da presente composi¢do sdo, preferencialmente, representados pelas SEQ 1D
NO:2; SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:6. Em uma modalidade preferencial, a
composi¢ao pode ser utilizada em um método para detecgio de IgG anti-
Toxoplasma gondii.

[0031] Em uma outra modalidade da invengdo, é provida uma
composi¢ao compreendendo os antigenos p35, ROP1 e GRA6 de Toxoplasma
gondii, ou fragmentos antigénicos dos mesmos.

[0032] Em uma modalidade preferencial, € provida uma composi¢ao
incluindo os antigenos que compreenderem os aminoéacidos 85-378 de ROP1;
os aminodcidos 26-179 de p35; e os aminoacidos 30-230 de GRAG6. Os
antigenos da presente composi¢do sdo, preferencialmente, representados pelas
SEQ ID NO:4; SEQ ID NO:6; SEQ ID NO:8. Em uma modalidade
preferencial, a composic¢do pode ser utilizada em um método para detec¢do de

IgM anti-Toxoplasma gondii.
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[0033] Em uma modalidade particular, os antigenos inclusos nas
composi¢oes da presente inven¢do podem ser estabilizados.
[0034] Em uma outra modalidade, as microesferas podem
compreender antigenos que inclusos nas composicdes da presente invengao
podem compreender antigenos acoplados a microesferas.
[0035] Uma modalidade adicional da presente invenc¢do consiste em
um kit para detec¢do de IgG anti-Toxoplasma gondii, compreendendo:
(a) uma composicao compreendendo os antigenos GRA7,
ROPI1 e p35;
(b) um meio de detec¢do para detectar o complexo
antigeno anticorpo; e
(c) instrugdes de uso.
[0036] Em uma outra modalidade adicional da presente invencgdo é
provido um kit para deteccio de IgM anti-Toxoplasma gondii,
compreendendo as etapas de:
(a) uma composi¢ao compreendendo os antigenos ROPI,
p35 e GRAG6;
(b) um meio de detec¢do para detectar o complexo antigeno
anticorpo; e
(c) instrucdes de uso.
[0037] Em uma modalidade € ainda provido um método para detec¢do
de IgG anti-Toxoplasma gondii, compreendendo as etapas de:
(a) prover uma composicio de  antigenos
compreendendo os antigenos GRA7, ROP1 e p35;
(b) contatar a composi¢ao de antigenos com a amostra a
ser testada por um tempo suficiente e sob condicoes
suficientes para formacdo de complexos anticorpo/
antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na
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gerar um sinal detectivel na presenca do referido
complexo antigeno/ anticorpo.
[0038] Em uma outra modalidade da presente invengao € provido um
método para detec¢do de IgM anti-Toxoplasma gondii, compreendendo as
etapas de:

(a) prover uma composi¢do compreendendo os antigenos
ROP1, p35 e GRAG6;

(b) contatar a composi¢do 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¢cdo de um meio de deteccio, capaz de
gerar um sinal detectivel na presenga do referido
complexo antigeno/ anticorpo.

Breve Descricao das Figuras

[0039] A Figura 1 é um esquema das construgdes genéticas e regido
de clonagem e trkanscrigﬁo do vetor pET28a.

[0040] A Figura 2 apresenta o SDS-PAGE e Western blottings das
proteinas purificadas por HPLC.

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

[0042] A Figura 4 apresenta o grifico de dispersao correspondente
aos ensaios singleplex para detec¢do de anticorpos IgG anti-7. gondii.

[0043] Figura 5 apresenta o grafico de dispersdao correspondente aos
ensaios singleplex para deteccao de anticorpos IgM anti-7. gondii.

[0044] A Figura 6 apresenta o perfil de resposta imune relativa aos
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titulos de IgG e IgM especificos com relagdo as fases da infeccao.

[0045] A Figura 7 mostra os resultados de IMFI (MFI/linha de corte)
das amostras investigadas como falso-negativas.

Descricao Detalhada da Invencao

[0046] Existe na técnica uma necessidade por métodos diagndsticos
que permitam a detecc@o precisa de anticorpos IgM e IgG para Toxoplasma
gondii em amostras de teste. Particularmente, existe na técnica uma
necessidade por métodos diagnosticos 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 inveng@o proporciona tais testes
imunodiagnostico. Particularmente, sdo providas combinagdes ou misturas de
antigenos recombinantes ou sintéticos os quais permitem a detec¢do precisa
da presenca de anticorpos IgM e IgG para Toxoplasma gondii em amostras.
[0047] Particularmente, a presente invencdo inclui composicoes
compreendendo misturas ou combinag¢des de antigenos recombinantes ou
sintéticos, compreendendo os antigenos GRA7, ROP1, p35 e GRAG6.

[0048] Em uma modalidade especifica, as composi¢des incluem uma
combinacio dos antigenos compreendendo os aminoacidos 19-236 de GRA7
(SEQ ID NO:2); os aminoacidos 85-378 de ROP1 (SEQ ID NO:4); e os
aminodcidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID NO:6). A referida combinacio de
antigenos €, particularmente, eficaz na detec¢ao de anticorpos IgG anti-
Toxomplasma gondii.

[0049] Em uma outra modalidade especifica, as composi¢des
compreendem uma combinacdo de antigenos compreendendo os aminoacidos
85-378 de ROP1 (SEQ ID NO:4); os aminoécidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID
NO:6); e os aminoédcidos 26 a 179 de GRA6 (SEQ ID NO:8). A referida
combinagdo de antigenos €, particularmente, eficaz na detec¢do de anticorpos
[gM anti-Toxoplasma gondii.

[0050] Os antigenos da presente inven¢do podem ser obtidos de forma
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recombinante ou sintética. Em uma modalidade particular, os antigenos d4
presente inven¢do sio obtidos por meio de um sistema de expressdo, o qual
permite a obten¢do dos antigenos da presente invengdo. Em particular, sdo
preferidos os sistemas de expressio os quais compreendam sequéncias
nucleotidicas otimizadas, tais como aquelas descritas, de forma nio 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 aminoacidos 19-236 de GRA7
(SEQ ID NO:2); os aminoacidos 85-378 de ROP1 (SEQ ID NO:4); os
aminodcidos 26 a 179 de p35 (SEQ ID NO:6); e os aminoacidos 26 a 179 de
GRAG6 (SEQ ID NO:8), respectivamente.

[0051] Por sistema de expressao, compreende-se um sistema
compreendendo as sequéncias nucleotidicas da presente invencdo, os quais
sdo capazes de codificar as sequéncias antigénicas da presente invencdo. As
sequéncias nucleotidicas podem estar inseridas em cassetes de expressdo, 0s
quais sdo colocados em condigdes que conduzam a expressdo do polipeptideo
correspondente.

[0052] O cassete de expressdo pode compreender, ainda, sequéncias
de controle de expressao, tais como, promotores, sequéncias intensificadoras e
terminadoras compativeis com o sistema de expressdo. Ademais, o cassete de
expressao 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 expressao 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 expressio pode consistir em uma célula bacteriana,
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preferivelmente uma célula de Escherichia coli. SN
[0054] A presente invencdo também prové antigenos purificados. Os

antigenos da presente inven¢dao podem ser purificados por qualquer método
conhecido na arte. Preferencialmente, podem ser utilizados métodos de
cromatografia. Em certas modalidades pode-se utilizar um cromatégrafo
semi-automatizado. Exemplos ndo limitativos incluem o método de afinidade
a resina de niquel, troca idnica, outros métodos por afinidade ou adsorg¢do, par
idnico, fase reversa, e exclusao molecular.

[0055] Pode-se utilizar qualquer coluna conhecida na técnica
adequada a purificagdo de polipeptideos. Em certas modalidades da presente
invengdo pode ser empregada uma coluna de Ni-Sefarose, tal como a Histrap
HP (disponivel junto a GE Healthcare Life Sciences), ou ainda, uma coluna
de troca idnica, tal como a Hitrap Q Sepharose (disponivel junto 3 GE
Healthcare Life Sciences).

[0056] Os tampdes de purificagdo utilizados podem ser aqueles
conhecidos na técnica. Em modalidades particulares, pode ser utilizado o
tampdao Tris, CAPS (acido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfénico), MES
(dcido 2-(N-morfolino) etanosulfénico), PBS (tampdo de salina fosfatada),
CABS (4cido 4-(Ciclohexilamino)-1-butanosulfénico), ACES (4cido N-(2-
Acetamido)-2-aminoetanosulfonico), ADA (4acido N-(2-
Acetamido)iminodiacético), BES (4cido N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfonico), AMP (2-amino-2-metil-1-propanol), AMPD (2-
Amino-2-Metil-1,3-Propanodiol; amediol), HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfénico), EPPS (acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil ]Jpropanosulfonico), TAPS (N-[tris(hidroxietil)metil ]-3-
aminopropanosulfénico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfénico), PIPES
(dcido 1.4-Piperazinediethanesulfonic, TES (N-[tris(hidroximetil)metil]-2-
aminoetanosulfonico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tricina (N-tris-

(hidroximetil) metilglicina), Bis-Tris, ou tampdes que contenham sais, 4dcidos
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maleato, cacodilato, veronal, colidina, Tris-maleato, barbital, Tris-
aminometano, borato, dimetilglutarato, maleato, amediol, glicina, imidazol,
acido hidroclérico, dcido orto-fosférico, trietanolamina, glicilglicina,
bartibirato, e bicarbonato.

[0057] Particularmente, de acordo com a presente invencdo, sdo
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¢des estabilizadas dos
antigenos da presente inven¢do. As composi¢oes estabilizadas da presente
invengdo resultam em proteinas monoméricas, e na auséncia de agregados
proteicos apés o descongelamento, o que garante a ndo interferéncia na
interacdo antigeno-anticorpo, relacionada a agregacido, nos imunoensaios da
presente invengao.

[0059] Em uma modalidade particular da presente invencdo, sio
providas formulagdes de tampdes de armazenamento para estabilizacio dos
antigenos da inven¢do. Os tampdes utilizados na presente invencdo sio
conhecidos na arte. Em modalidades especificas podem ser utilizados os
tampoes Tris-HCl, Tris, CAPS (acido N-ciclohexil-3-
aminopropanosulfoénico), MES (acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico), PBS
(tampdo de salina fosfatada), CABS (icido 4-(Ciclohexilamino)-1-
butanosulfonico), ACES (icido N-(2-Acetamido)-2-aminoetanosulfénico),
ADA (4cido N-(2-Acetamido)iminodiacético), BES (icido N,N-Bis(2-

hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico), 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-piperazinaetanosulfénico), EPPS (acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil Jpropanosul fénico), TAPS (N-[tris(hidroxietil )metil ]-3-
aminopropanosulfénico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfonico), PIPES
(&cido 1,4-Piperazinedietanesulfonico), TES (N-[tris(hidroximetil)metil]-2-
aminoetanosulfonico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tricina (N-tris-
(hidroximetil) metilglicina), Bis-Tris, ou tampdes que contenham sais, 4dcidos
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, 4cido orto-fosforico, trietanolamina, glicilglicina,
bartibirato, e bicarbonato.
[0060] Em uma modalidade particular da presente invencdo, sio
providos aditivos para as formulagoes de tampdes de armazenamento. Os
aditivos utilizados na presente invenc¢do sdo 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-24-
pentanediol), derivados de formamida; detergentes como DDM (dodecil B-D-
maltoside), OGP (octil B-D-glucoside); detergentes de sais biliares, como
deoxicolato, colato, glicolato, taurideoxicolato, sal de dcido taurocdlico; acido
deoxicolico, dcido colico, acido taurideoxicoélico, acido glicdlico, sarcosil, n-
laurilsarcosina, CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio), TTAB (brometo de
tetradeciltrimetilamonio), hiamina, N,N-Bis[3-(D-
gluconamido)propilJdeoxicolamida, digitonina, saponina, N-Decanoil-N-
metilglucamina, 6xido de dimetildecilfosfina, 6xido de dodecildimetilfosfina,
N-Nonanoil-N-metilglucamina, N-octanoil-N-metilglucamina, span,
tiloxapol; detergentes glicosidicos; detergentes de poli(oxietileno), como

familia Tween20 a 80, Nonidet-P-40; polimeros de etilenoglicoéter, como
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Triton X-100 e X-114, e IGEPAL; detergentes de sulfatos de alquil e sai;%("l’é“ *33’9
dodecilsulfatos, como SDS (dodecil sulfato de sédio); detergentes de alquil
sulfonatos, sal de docusato de sédio, brometo de alquiltrimetilamdnio, cloreto
de benzalcoOnio, cloreto de benzetonio, hidroxido de benzetonio, brometo de
dimetildioctadecilamdnio, brometo de dodeciltrimetilamdnio, monohidrato de
cloreto de hexadecilpiridinio, brometo de hexadeciltrimetilamdnio, cloreto de
metilbenzetonio, brometo de miristiltrimetilaménio, ASB-14, C7zBO,
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, DDAO, SB3-14, SB3-18, SB3-8, sulfobetainas,
derivados de ciclodextrinas; diversos sais como NaCl; desnaturantes como,
ureia, tioureia, guanidina, DMSO (dimetilsuféxido), formamida, acido
acético, 4acido tricloroacético, 4acido salicilico, éacido sulfosalicilico,
bicarbonato de sddio, etanol, formaldeido, paraformaldeido, glutaraldeido;
redutores como DTT (ditiotreitol), DTE (ditioeritritol), 2-mercaptoetanol,
cisteina, cloreto estanoso (SnCl2), acido ascorbico (AA), iodoacetamida,
cloroacetamida, tributilfosfina, hidrocloreto de tris(2-carboxietil)fosfina.
TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina), e TBTA (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil]amina).

[0061] Em modalidades especificas da inveng¢do foram também
determinadas as concentragdes ndo agregantes de antigeno. Deste modo, as
concentracdes dos antigenos da presente inven¢do na composi¢ao variam, de
um modo geral, de 0,01 a 10 mg/mL, preferencialmente, de 3,0 a 4,5 mg/mL.
[0062] Os antigenos da presente invencdo podem ser também
providos acoplados a microesferas. A determina¢ido da melhor composi¢ido de
aditivos de tampdo, concentracdo de antigeno e pH de solu¢do para o
acoplamento dos antigenos as microesferas sao solugdes técnicas apresentadas
na presente inven¢do. O procedimento de acoplamento dos antigenos da
presente invencdo resultou no aumento expressivo do desempenho dos
ensaios, e na reducdo dos gastos com antigenos durante os acoplamentos.

[0063] Em certas modalidades da presente inveng¢ao, os antigenos sdo
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acoplados a microesferas de latex, gel, silicone, acrilico, vidro, sﬂigg" ’exaéag\
polimeros, tal como poliestireno, PLGA (poli (D,L-lactidio-co-glicolidio),
poliacrilamida, PMMA (polimetil metacrilato), tribloco polisopropen-bloco-
poli(2-cinamoiletil ~ metacrilato)-bloco-poli(fert-butil  acrilato),  dextran
e alginato, PVA (poli(vinil dlcool), PDMS (polidimetilsiloxane), copolimeros
de acetoacetoxietil metacrilato e N-vinilcaprolactam, copolimero oleofinico
ciclico, copolimeros de NIPA (N-isopropil acrilamida), glicidil metacrilato,
PEI [poli(etileno amina)], PDADMAC [poli(cloreto de dialildimetilamodnio)],
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 invengio pode
conter grupos na superficie para ligacdo covalente com grupos amino de
proteinas. Em uma modalidade particular, as microesferas podem conter em
sua superficie grupamentos que permitem a ligagio de proteinas, como
grupamentos carboxila, sulfidrila, amina, hidroxila, ep6xido, isotiocianato,
azlactone, p-nitrofenil éster, tirosina, clorometil, benzofenona, glutaraldeido,
amidina, amina alifatica, sulfato, aldeido, epdxi, N-hidroxisuccinimida, éster
de N-hidréxisuccinimida, e sulfo-N-hidréxisuccinimida. Em uma modalidade
particular, a microesfera da presente inven¢@o pode conter grupos carboxila
para ligacdo covalente com grupos amino de proteinas.

[0065] Em uma modalidade, as microesferas da presente invenc¢do
podem apresentar propriedades paramagnéticas, como aluminio, ouro, cobre,
cério, cobalto, cromo, disprésio, érbio, eurdpio, gadolinio, 6xido de ferro,
oxido de cobre, o6xido de niquel, neodimio, super6xido de potéssio,
praseodimio, samadrio, térbio, tilio, vanadio, sdédio, magnésio, cilcio,
estroncio, bario, tecnécio, urdnio e platina.

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

dois fluor6foros, como proteinas fluorescentes: GFP (Green Fluorescent



\“duslrlai )

18 /48

protein) e suas derivacdes e mutacdes, YFP (Yellow Fluorescent protein) e
suas derivacdes e mutagdes, e RFP (Red Fluorescent protein) e suas
derivacoes e mutagoes; EBFP, EBFP2, Azurite, GFPuv, T-Safira, Cerulean,
mCFP, mTurquoise2, ECFP, CyPet, mKeima-Red (empresa MBL), TagCFP
(empresa Evrogen), AmCyanl (empresa Clontech), mTFP1, Midoriishi Cyan
(empresa MBL), Emerald (empresa Invitrogen), Azami Green (empresa
MBL), ZsGreenl (empresa Clontech), Topaz, Venus, mCitrine, YPet,
ZsYellowl, Kusabira Orange (empresa MBL), mOrange, Aloficocianina,
mKO, tdTomato, DsRed (empresa Clontech), DsRed2 (empresa Clontech),
mStrawberry, TurboFP602 (empresa Evrogen), AsRed2 (empresa Clontech),
mRFP1 (empresa Tsien-lab), J-red, R-ficoeritrina (RPE), B-ficoeritrina
(BPE), mCherry, HcRedl (empresa Clontech), Katusha, P3, Peridinin
Chlorophyll (PerCP), mKate (TagFP635) (empresa Evrogen), TurboFP635
(empresa Evrogen), mPlum, e mRaspberr; derivados de fluordéforos nio
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), DyLight 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),
HiLyte 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 inven¢do, a concentragio
de antigenos da presente invencao acoplados as microesferas encontra-se na

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

[0068] Em uma modalidade particular da presente invencdo, sdo
providos os tamponantes para acoplamentos dos antigenos da presente
invencdo as microesferas. Os tampdes utilizados sdo conhecidos na arte. Em
modalidades especificas podem ser utilizados os tampdes Tris-HCI, Tris,
CAPS (4cido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfénico), MES (4cido 2-(N-
morfolino) etanosulfonico), PBS (tampdo de salina fosfatada), CABS (4cido
4-(Ciclohexilamino)-1-butanosulfénico), ACES (acido N-(2-Acetamido)-2-
aminoetanosulfonico), ADA (4cido N-(2-Acetamido)iminodiacético), BES
(acido  N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico), AMP (2-amino-2-
metil-1-propanol), AMPD (2-Amino-2-Metil-1,3-Propanodiol; amediol),
HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico), EPPS (4icido 3-[4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinil [propanosulfonico), TAPS (N-[tris(hidroxietil)metil |-
3-aminopropanosulfonico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfonico), PIPES
(acido 1,4-Piperazinedietanesulfonico), TES (N-[tris(hidroximetil)metil]-2-
aminoetanosulfonico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tricina (N-tris-
(hidroximetil) metilglicina), Bis-Tris, ou tampdes que contenham sais, dcidos
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 hidroclérico, acido orto-fosforico, trietanolamina, glicilglicina,
bartibirato, e bicarbonato.

[0069] Em uma modalidade particular da presente invencdo, sdo
providos os aditivos das solucdes de acoplamento dos antigenos da presente
invencdo as microesferas. Os aditivos sdao 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 B-D-
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maltoside), OGP (octil B-D-glucoside); detergentes de sais biliares, como
deoxicolato, colato, glicolato, taurideoxicolato, sal de acido taurocdlico; acido
deoxicolico, acido cdlico, acido taurideoxicélico, dcido glicélico, sarcosil, n-
laurilsarcosina, CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio), TTAB (brometo de
tetradeciltrimetilamonio), hiamina, N,N-Bis[3-(D-
gluconamido)propil]deoxicolamida, digitonina, saponina, N-Decanoil-N-
metilglucamina, 6xido de dimetildecilfosfina, 6xido de dodecildimetilfosfina,
N-Nonanoil-N-metilglucamina, N-octanoil-N-metilglucamina, span,
tiloxapol; detergentes glicosidicos; detergentes de poli(oxietileno), como
familia Tween20 a 80, Nonidet-P-40; polimeros de etilenoglicoéter, como
Triton X-100 e X-114, e IGEPAL,; detergentes de sulfatos de alquil e sais de
dodecilsulfatos, como SDS (dodecil sulfato de s6dio); detergentes de alquil
sulfonatos, sal de docusato de sédio, brometo de alquiltrimetilaménio, cloreto
de benzalconio, cloreto de benzetonio, hidréxido de benzetdnio, brometo de
dimetildioctadecilamdnio, brometo de dodeciltrimetilaménio, monohidrato de
cloreto de hexadecilpiridinio, brometo de hexadeciltrimetilaménio, cloreto de
metilbenzetonio, brometo de miristiltrimetilamonio, ASB-14, C7zBO,
CHAPS, CHAPSO, SB3-10, DDAO, SB3-14, SB3-18, SB3-8, sulfobetainas,
derivados de ciclodextrinas; diversos sais como NaCl; desnaturantes como,
ureia, tioureia, guanidina, DMSO (dimetilsuféxido), formamida, &cido
acético, acido tricloroacético, acido salicilico, acido sulfosalicilico,
bicarbonato de sédio, etanol, formaldeido, paraformaldeido, glutaraldeido;
redutores como DTT (ditiotreitol), DTE (ditioeritritol), 2-mercaptoetanol,
cisteina, cloreto estanoso (SnCl2), acido ascorbico (AA), iodoacetamida,
cloroacetamida, tributilfosfina, hidrocloreto de tris(2-carboxietil)fosfina.
TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina), e TBTA (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)methilJamina).

[0070] Métodos de deteccao de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

sao também providos pela presente inven¢do. Particularmente, sdo providos
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métodos para deteccdo de anticorpos IgM e IgG para Toxoplasma gondii em
amostras.
[0071] O método da presente invencdo, 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 composicdo de antigenos com a amostra a ser
testada por um tempo suficiente e sob condi¢oes suficientes
para formacao de complexos anticorpo/ antigeno;
(c) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na etapa
(b), pela adi¢do de um meio de detecgao, capaz de gerar um
sinal detectdvel na presenca do referido complexo antigeno/
anticorpo.
[0072] De acordo com um aspecto da presente inven¢do, as amostras
podem ser amostras de sangue total, soro, plasma, urina, saliva, ou outros
fluidos biolGgicos suspeitos de conterem IgG ou IgM para Toxoplasma
gondii.
[0073] Os meios de deteccdo podem ser aqueles conhecidos na
técnica. Um exemplo ndo limitativo do meio de deteccio pode ser um
conjugado compreendido por um anticorpo acoplado a um composto gerador
de sinal, capaz de gerar um sinal detectivel. Em uma modalidade particular, o
referido meio de detec¢do 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 imunodiagnéstico de
toxoplasmose aguda e cronica. Os kits compreendem composicdes
compreendendo os antigenos da presente invengdo, separados ou em uma
combinagdo, e um meio de detec¢do 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 detectivel. Em uma
modalidade particular, o referido 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 inven¢do serd doravante ilustrada por meio de
exemplos, os quais ndo pretendem, de forma alguma, serem limitativos
quando ao escopo e a abrangéncia da presente invencao.

Exemplos

Exemplo 1- Construcao dos Genes Sintéticos

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

[0077] O desenho das sequéncias nucleotidicas incluiu na
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extremidade 5’ sitios de restri¢do para as enzimas de restricio Ncol e BamHI, =~

e na extremidade 3’, sitios para as enzimas EcoRI e HindIII. Entre os sitios de
restricdo na regido 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 HindIll, foram inclusos os cdédons de terminacio TGA e
TAA, que se encontram em fase de leitura com a sequéncia quando
subclonada com BamHI e HindlIIl. 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 HindlIIl, hd apenas
a transcri¢do da cauda de hexa-histidina N-terminal, sendo que os dois cédons
de terminac¢do adicionados entre EcoRI e HindIII determinam a finalizacdo da
transcricdo. A subclonagem com as enzimas Ncol e EcoRI acarreta na
expressdo C-terminal da cauda de hexa-histidina. O término de transcri¢io da
sequéncia € determinado por um cédon de terminag@o presente no pET28a,
apos a sequéncia da cauda de histidina na regido 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 conteido de GC, sequéncias repetitivas longas, sitios de
restricdo, e codon usage. A similaridade entre sequéncias proteicas de
diferentes linhagens ou cepas de T. gondii foi avaliada. Para isto, foi utilizada
a ferramenta BLASTp para coleta das sequéncias depositadas e foram
incluidas todas as sequéncias proteicas ndo redundantes de 7. gondii.A analise
de similaridade revelou 92%, 90%, 97%, e 92% de similaridade entre os
fragmentos proteicos de GRA7, ROPI, p35, e 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 aminoacidos encontrado em cepas atipicas e

inexistente no fragmento utilizado nesta inven¢ao seja considerado na analise.

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

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

N de acesso Cepa Linhagem Similaridade
AAC48314.1 Wiktor 100% Europa - Franga humanos
AF054982.1 RH I 99% América do Norte - EUA humanos
ABVB2478.1 GUY-2004-JAG atipica 98% Guiana Francesa Jaguar
AFO55004.1 WTD3 atipica/ll 97% América do Norte veado
ABV82446.1 TgCkBr3 atfpica 97% América do Sul - Brasil galinha
AFO55006.1 CouG atfpica 97% América do Norte - Canadi puma
ABVE2448.1 TgCkbr6 outra 97% América do Sul - Brasil galinha
ABV82445.1 IPB-2003-COG ::’I’:: 97% Europa - Bélgica humanos
XP_002367613.1 ME49 I 97% América do Norte - EUA ovelha
GRAT AF054992.1 ME49 1 97% América do Norte - EUA ovelha
ABE77385.1 RMS-2001-MAU atfpica/ll 97% Europa (Franga) X
(0 19:236) AFO55013.1 TgSoUs9 atipica 96% América do Norte lontra-marinha
AFOS55008.1 GUYKOE atipica 96% América do Sul - Guiana Francesa humanos
ABE69200.1 RUB atipica 96% América do Sul - Guiana Francesa humanos
ABF13219.1 GUY-2004-LAB atfpica 96% América do Sul - Guiana Francesa humanos
ABVE2451.1 IPP-2002-URB atfpica 92% Europa - Franga humanos
ABE69202.1 RMS-1994-LEF atfpica 93% Europa - Franga humanos
ABV82473.1 P89 atipica 92% América do Norte porco
ABV82444.1 ENVL-2002-MAC atipica/I1l 92% América Central - Caribe macaco
AFO55037.1 TgCatBr9 atipica 92% América do Sul - Brasil gato
AF0O55023.1 CASTELLS atipica 92% América do Sul - Uruguai ovelha
AF0O55022.1 CAST atipica 92% América do Norte humanos
AAABIES9.1 RH I 100% América do Norte humanos
AAVB0418.1 KI-1 1 99% Asia — Coréia do sul
KFH12987.1 MAS atipica 94% Europa - Franga humano
ROP-1 EPR60808. 1 GT1 I 90% América do Norte cabra
KFG40652.1 P89 atipica 93% América do Norte - EUA porco
(aa 85-378) KFG44710.1 GAB2-2007-GAL-OOM2 Sub. direta 91% Africa - Gabdo galinha
KFH02463.1 VAND atipica T7% América do Sul - Guiana Francesa humanos
KFG57805.1 RUB atipica 75% América do Sul — Guiana Francesa humanos
 AADS5381.1 RH I 100% América do Norte humanos
ES530443.1 VEG 1 100% América do Norte humanos
ABH03637.1 RH I 100% América do Norte humanos
_— AAG32058.1 RH I 100% América do Norte humanos
XP_002369526.1 ME49 1 99% América do Norte - EUA avelha
KFG46645.1 P89 atipica 99% América do Norte - EUA porco
KFH15086.1 MAS atipica 97% Europa - Franga humanos
AAY96749.1 Nio publicado 100% X x
AAC37235.1 RH 1 100% América do Norte e Europa humanos
Q27003.2 RH | 99% América do Norte e Europa humanos
AERI12184.1 RH 1 99% América do Norte e Europa humanos
BAEB6889. 1 X x 99% Asia - Japdo porco
BAES6895.1 x 3 98% Asia - Japio porco
BAE86892.1 x x 98% Asia - Japdo porco
AAF60338.1 M7741 111 98% América do Norte (EUA) e Europa ovelha
GRA-6 CAG25736.1 SH X 98% Asia - China humanos
ABP01630.1 TgCkBr3 atipica 96% América do Sul - Brasil galinha
(aa 30-230) ABP01613.1 GUY-2004-LAB atipica 96% América do Sul - Guiana Francesa humanos
AERI2185.1 Izatnagar 11 96% Asia - India galinha
AAF60337.1 NED m 96% X
ABPO1615.1 GUY-2001-DOS atipica 96% América do Sul - Guiana Francesa humanos
BAER6893.1 x x 96% Asia - Japao porco
EPR60010.1 GT1 1 96% América do Norte cabra
AIX11010.1 Tgshir2 X 94% Asia - Iran ovelha
AAY33105.1 CSLS531 X 94% X Lontra-marinhd
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ABA26699.1 GUY-2004-JAG atipica 94% América do Sul - Guiana Francesa Jaguar
AF054799.1 TgCgCal atipica 94% América do Sul e do None puma
ABV82700.1 TgSoUs7 atipica 92% América do Norte Lontra-marinh:
AF054790.1 WTDI atipica/l 92% América do Norte - EUA veado

Nota: Informagdes referentes a linhagem, origem geogréfica e hospedeiro do isolado podem ser encontrados no Genbank,
no estudo publicado indicado na pigina de acesso, ou em Khan et al. (2007) e (2011), Souza et al. (2008), e Su et al.
(2012). Linhagem atipica/l, II ou III: indica que a linhagem atipica esté relacionada a um dos tipos. EUA (Estados
Unidos da América).

Exemplo 2 - Processos de Purificacdo dos Antigenos

[0080] Todos os clones de pET28a contendo os insertos foram
transformados por choque térmico em bactérias E. coli da cepa BL21-star
(DE3), as quais foram cultivadas em meio LB. Foi realizado o pré-inéculo de
uma colonia de cada clone em 100 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de
canamicina em frasco de erlenmeyer de 1 L. Apds 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 agitac@o de 200 rpm até atingir a DO (Densidade Optica) a 600 nm
de 0.6 a 0.8 no espectrofotdmetro. Entdo, os cultivos receberam 1 mM do
indutor de expressdo IPTG (isopropil-p-D-tiogalactpiranosideo). Os frascos
foram incubados a 37°C por 4h sob a agitagdo de 200 rpm. O volume total de
inducéo foi centrifugado por 15 minutos a 8000 rpm e as células sedimentadas
foram imediatamente congeladas a -20 °C. Os pellets foram descongelados
com tampao A de purifica¢do sob acdo de vortex. O extrato foi obtido apds 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 pum.
Imediatamente, o extrato foi aplicado no reservatério de injecio da amostra
no cromatégrafo.

[0079] A composi¢do dos tampdes e pardmetros de purificacio foram
estabelecidos pelos presentes inventores, e resultaram em maiores
rendimentos e na obtenc@o de proteinas mais puras. Estas condi¢gdes permitem
agora a purificac¢do rapida e eficiente dos antigenos.

[0080] As purificacdes dos antigenos recombinantes foram realizadas

em cromatografo semi-automatizado. A Tabela 2 apresenta todos os
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parametros de inducdo de expressdo e purificacdao ja otimizados utilizados

para cada proteina.

Tabela 2 — Parametros de expressao e purificacdo das proteinas recombinantes

Ag
Expressdo Purificacdo
Vol. Cultura
Vetor Ag Temperatura Etapa Método Coluna e Tampdes de purificacio
Tempo Cromatografico Volume
Concentragao IPTG
pET28a- 400 mL 1* | Tris-HCI 50 mM pH 9, NaCl
GRA7 i 37°C 300 mM, glicerol 5%, PMSF
4h " Afinidade a Histrap HP 0,5 mM, DOC 0,5%, imidazol
1 resina de niquel ImL 40 mM
IB | Tris-HCI 50 mM pH 9,0, NaCl |
300 mM, glicerol 5%, PMSF
0,5 mM, DOC 0,5%, imidazol
500 mM
pET28a-p35 400 mL IA 1 50 mM CAPS pH 10,7,
376 Afinidade a Histrap HP NaCl 300 mM, glicerol 5%,
4h ¥ aesmaeds g L, PMSF 0,5 mM, DOC 0.5%,
1 mM imidazol 20 mM
IB | 50 mM CAPS pH 10,7, NaCl
300 mM, glicerol 5%, PMSF
0.5 mM, DOC 0,5%, imidazol
500 mM
pET28-a- 400 mL 1A | Tris-HCI 50 mM pH 9,0, NaCl
GRA6 37°C 300 mM, glicerol 5%, PMSF
4h 1* Afinidade a Histrap HP 0,5 mM, DOC 0.5%, imidazol
1 mM resina de niquel ImL 40 mM
IB | Tris-HCl 50 mM pH 9,0, NaCl
300 mM, glicerol 5%, PMSF
0.5 mM, DOC 0,5%, imidazol
500 mM
1A | Tris-HCI 50 mM pH 9,0, NaCl
300 mM, glicerol 5%, PMSF
pET28a- 400 mL 1* Afinidade a Histrap HP 0,5 mM, DOC 0,5%, imidazol
B resina de niquel ImL 20 mM
. 31hC IB | Tris-HCI 50 mM pH 9,0, NaCl
300 mM, glicerol 5%, PMSF
1 mM 0,5 mM, DOC 0,5%, imidazol
500 mM
2A | Tris-HCI 50 mM pH 9,0, NaCl
Hitrap Q 0,1 M, glicerol 10%, 2-
2t Troca i6nica sepharose mercaptoetanol 7 mM, DOC
1 mL 1%, PMSF 0,5 mM
2B | Tris-HCl 50 mM pH 9,0, NaCl
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] ApOs as purificagdes, todas as proteinas foram obtidas soldveis 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
fracbes purificadas dos antigenos. M. marcador de peso molecular
Benchmarck Invitrogen. Western blottings para detec¢do da cauda de hexa-
histidina dos antigenos purificados. Pesos moleculares de GRA7, GRA6, P35
e ROP1 correspondem a 27,5, 35, 18 e 35 kDa, respectivamente.
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[0082] Os sistemas de expressdo e purificacdo desenvolvidos nesta

invencdo permitiram a obten¢do dos antigenos recombinantes da presente
invencdo de forma abundante e solivel. Os sistemas de purificacdo
desenvolvidos resultaram em antigenos altamente purificados. Esta
caracteristica € especialmente relevante no que se refere a qualidade dos
imunoensaios que incluem estes antigenos na sua elaboragdo, pois anticorpos
anti-E. coli, presentes no soro humano, podem interagir com proteinas de E.
coli, gerando resultados falso-positivos. Além disso, essas proteinas
contaminantes podem competir com antigenos pelos sitios de liga¢do 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 degradacao dos antigenos expressos.

Exemplo 3 - Composicdo dos tampoes de armazenamento para estabilizacio

dos antigenos

[0083] As condi¢des de armazenamento sdao solugdes técnicas
desenvolvidas pelos presentes inventores, e resultaram na obtencdo de
proteinas monomeéricas pelo menos até o 1° descongelamento. A auséncia de
agregados de proteinas ap6s o descongelamento previne perdas por
precipitagdo, e garante a nao interferéncia na intera¢do antigeno-anticorpo nos
imunoensaios relacionada a agregacdo. Estas informagodes sdo criticas para
posterior utilizagdo dos antigenos em imunoensaios.

[0084] Para atingir este objetivo, foram determinadas quais sdo as
composi¢oes quimicas das solucdes de armazenamento e concentragdes nio
agregantes de antigeno, os quais foram avaliados através de dados de
agregacao obtidos por meio da técnica de DLS (Dynamic Light Scattering).
Ap0s a definicao destes quesitos, foram realizadas as andlises de estabilidade
pos-descongelamentos. Estes testes consistiram de ciclos de congelamento e

descongelamento de aliquotas dos antigenos purificados nas condi¢des nao
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concentracoes foram determinadas através do kit Qubit (Qiagen) e
absorbéancia a 280 nm em tampao ureia 8 M.

[0085] Conforme dados da Tabela 3, todos os antigenos armazenados
nas condicoes ndo 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 condi¢des nao agregantes de armazenamento

Ag Tampio de Conc. Raio %Pd Massa Massa % Intensidade
Estoque (mg/mL) (kDa) Teérica
GRA7 Tampio 1A de
eluigdo, 275 mM 4.5 2,5+06 89 +3,1 30,8 +15.6 27.5 2,0+0,7
imidazol
ROPI Tampio 2A de
elui¢do, 450 mM 3,0 2,81+ 0,3 10+3 38+8,2 354 2407
NaCl
p35 Tampdo 1A de
eluigdo, 95 mM 4,0 3401 10,2 +6,5 26 +4,2 18 5.55+0.8
imidazol
GRA6 Tampio 1* de
eluigdo, 20 mM 3,0 4,7 +0,58 128 +33 33.5+7.5 24 14,5 +4,98
imidazol
NOTA: Conc. (Concentragio). Pd (polidipersividade)

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

Exemplo 4- Acoplamentos a microesferas

[0087] Na metodologia de microarranjo liquido, microesferas, ou
beads, servem como suporte s6lido para a captura de diferentes moléculas-
alvo, que sdo detectadas por uma ou mais moléculas de captura acopladas a
superficie das microesferas, como anticorpos, antigenos, peptideos ou acidos
nucléicos. Na fabricacdo das microesferas, sao adicionados internamente dois
fluor6foros. Quando excitados, os fluor6foros emitem luz com picos de
fluorescéncia com comprimentos de onda distintos formando uma
fluorescéncia peculiar, que € associada a um nimero de identificacdo da
microesfera, permitindo assim, a criagdo codigos de cor e a realizacdao 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 é excitada por lasers, e a
fluorescéncia emitida é proporcional a concentragdo 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
citdmetro de fluxo compacto equipado com dois lasers de diodo, um laser
verde de 532 nm para excitar a ficoeritrina conjugada, utilizada como
reporter, e outro laser vermelho de 635 nm, para excitar os fluorocromos
internos da microesfera. Os fluoréforos internos emitem fluorescéncia no
comprimento de onda entre 658 nm e 712 nm, portanto nao apresentam
sobreposi¢do espectral com o reporter de R-ficoeritrina, que emite a 578 nm.
As microesferas desenvolvidas para o sistema medem 5,6 um de didmetro e
sdo particulas de poliestireno extremamente uniformes que foram ligadas de
forma cruzada durante a polimerizagao para efeitos de estabilidade fisica e
térmica. A microesfera utilizada contém grupos carboxila na superficie para
ligac@o 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 pocgo, permitindo
a realizacdo de lavagens (site oficial da LUMINEX). Todos os acoplamentos
dos antigenos as microesferas foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Luminex Corp, Austin-Texas, EUA). Para o
acoplamento dos antigenos ou combinacdo desses, foi escolhido um cddigo de
microesfera para cada ligante. A solugdo-estoque de microesferas
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 agitagdo no vortex por 30 segundos, seguida de sonica¢@o
por 30 segundos. Foram transferidos 80 ul da solugao-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 pl de tampio fosfato de sédio 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 ligagdo com os grupos
amino livres das proteinas, adicionou-se ao pogo 10 ul da solucdo de Sulfo-
NHS 50 mg/ml seguida da adi¢do de 10 pl da solu¢do de EDC 50 mg/ml,
ambos dissolvidos em dgua 18,2 m2 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
conteudo foi aspirado. Foram adicionados 100 pl do tampao de acoplamento
escolhido ao tubo. Apés 3 lavagens das microesferas em tampdo de
acoplamento, transferiu-se ao poco 100 ul da dilui¢do do(s) antigeno(s) em
concentra¢do definida no tampiao de acoplamento eleito. Incubou-se em
ambiente escuro por 2 horas a 37°C sob a agita¢do de 1000 rpm. Concluida a
incubacao, os tubos foram colocados no suporte magnético e o poco foi
lavado trés vezes com 100 ul de tampao de bloqueio/estoque. O volume de
200 pl de tampao de bloqueio foi adicionado apds as lavagens para
ressuspensdo final das microesferas.

[0088] A determinacdo da melhor composic¢ao de aditivos de tampdo,
concentracao de antigeno e pH de solugdo para o acoplamento dos antigenos
as microesferas sdo solucdes técnicas reveladas na presente invencdo. Este
procedimento acarretou no aumento expressivo do desempenho dos ensaios, e
na reducdo dos gastos com antigenos durante os acoplamentos.

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

TABELA 4 — Composi¢ao dos tampdes e concentragdes de acoplamento para

detecgdo de 1gG e IgM anti-T. gondii

\pdus tnal

Ag Para Deteccdo de: Composicio do Tampao de acoplamento as microesferas Concentracao
de Ag (ug/mL)
GRA7 1gG PBS 100 mM pH 7.2, Glicerol 1%, Tween 20 0.1% 7.5
ROPI I1gG Acetato de sdédio 100 mM pH 5.0, Glicerol 1%, Tween 20 0.1% 50
IgM Fosfato 100 mM pH 8.0, Glicerol 1%, Tween 20 0.1% 50
p35 IgG PBS 100 mM pH 7.0, Glicerol 1%, Tween 20 0.1% 50
IgM MES 10 mM pH 5,5. Glicerol 1%, Tween 20 0,1% 100
GRAG6 IgM Acetato de sédio 10 mM pH35,0, Glicerol 1%, Tween 20 0,1% ) 50

0,
%,



ndustr
() 3/
@G -7,

e U5

2
QU )
31/48 E =
£ Rup -'_Q
K3 &

Exemplo 5 -Ensaios para deteccao de IgG e IgM anti-T. gondii e, i
J Y?f' :
[0090] Os ensaios para avaliacdo do potencial dos antigenos foram

realizados em formato singleplex, ou seja, cada pogo de amostra recebeu 2500
microesferas contendo apenas um antigeno acoplado. Os ensaios incluiram
uma primeira incuba¢do das microesferas com a amostra diluida 1:200 por 15
minutos a 37°C sob agitacdo de 300 rpm, seguida de lavagens. A interacdo
dos antigenos acoplados com anticorpos especificos presentes em amostras de
sangue ocorreu através da interacdo de anticorpos anti-IgG humano (Moss,
GTIGOO01) na diluicdo 1:1000 ou anti-IgM humano na diluicdo de 1:750
(Moss, GTIMOO1), ambos conjugados a molécula fluorescente de R-
ficoeritrina. Foi realizada segunda incubagdo por 15 minutos a 37°C sob
agitacao de 300 rpm. Apoés lavagens, as microesferas seguiram para leitura do
MFI (Intensidade Mediana de Fluorescéncia) no equipamento Luminex 200®.
[0091] Com relacdo aos ensaios realizados com amostras de soro, o
painel utilizado para avaliar os ensaios de detec¢@o 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 detec¢@o de anticorpos
IgM anti-T. gondii incluiu 78 amostras IgM anti-7. gondii positivas e 32
amostras negativas. As amostras foram previamente caracterizadas quanto 2
avidez e a presenca de IgG e IgM anti-T. gondii através de ensaios
imunoenzimaticos fluorescentes (ELFA) 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, drea sobre a curva ROC, média
de MFI das amostras positivas dividido pela linha de corte, e grificos de
dispersao.

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

da mediana de MFI de cada amostra. A linha de corte foi ajustada para cada
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antigeno, e foi definida pelo valor mais alto de MFI das amostras neg;éti/\);a;, 0
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 grifico de dispersdo correspondente
aos ensaios singleplex para deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii.

[0095] A Figura 5 apresenta o grifico de dispersdo correspondente
aos ensaios singleplex para deteccdo de anticorpos IgM anti-7. gondii.

Exemplo 6- Andlise Combinada dos Antigenos

[0096] Esta solucao técnica proveu ensaios mais sensiveis. Dentre 8
antigenos avaliados neste trabalho, foram selecionados os 3 antigenos que
forneceram ensaios para a deteccdo de IgG e IgM com melhor desempenho
geral e especifico para a detec¢do 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 combinagdo 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 exce¢do 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 o uso combinado oferece ensaios com maior desempenho.
Como pode ser observado na Tabela 5, os 3 antigenos da presente invencio,
p35, GRA6 e ROPI1, em conjunto, foram capazes de detectar 95% das

amostras IgM positivas. Porém, 100% das amostras agudas e intermediarias
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(avidez entre 0 e 0,3), as quais apresentam prioridade diagnodstica,

apresentaram resultados positivos para o antigeno ROP1 ou P35.

TABELA 5

Antigenos

Sensib. individual*®
Linha de corte do ensaio

Sensib. combinada*

Antigenos

Sensib. individual*

Linha de corte do ensaio

Sensib. combinada* - agudas e interm.
Sensib. combinada* - todas amostras

Ensaios singleplex - IgM

Identificagdo amostras IgG +

LPR_20110228 396
LPR_20110210 243 |
| LPR_20110113_______ 57
LPR_20110131____ 178
LPR_20110210 244
LPR_20110217 307
LPR_20110217_____ 312
LPR_20110228__ 399
LPR_20110201 180
LPR_20110114___ 69
LPR_20110225 367
LPR_20110107. 22
LPR_20110203 192
LPR 20110224 358
LPR_20110107 40
LPR_20110107_______ 33
LPR_20110110 45
LPR_20110202 191
LPR_20110225 366
LPR_20110203 206
LPR_20110202 233
LPR_20110114 81
LPR_20110203 201
LPR_20110106 06
LPR_20110203 200
LPR_20110225 370
LPR_20110209 230
LPR_20110217 316
LPR_20110107 18
LPR_20110107 19
LPR_20110225 373
LPR_20110125 125
LPR_20110224 360
LPR 20110216 293
LPR_20110211 259
LPR_20110131 165
LPR_20110217 311
LPR_20110210__ 238
LPR_20110225 391
LPR_20110126____ 138
LPR_20110225 365
LPR_20110127 148
LPR_20110208___ 226
LPR_20110127___ 147
LPR_20110217 308

Ensaios singleplex - IgG
GRA-7  ROP-1 P35
100% 98% 100%
74 35 41
100%
MFI das amostras positivas
P o iRy
161 12 17
635 107 141
254 8 121
ie6 - ogm T a4
165 71 234
264 115 653
2116 . 286 389
Ble. 6 7825
2100 37 3383
35 o5 1397
- 301 14 826
1384, 489 | 1156
736 R0y 1463
988 660 1134
2067 6L 1546
B3 167 . 716
1642 287 =Es
422 101 2447
1803 385 1429
1237, s5i5 | 4363
951 551 3943
340 348 1182
659 . 550 4378
3179 56 798
2593 207 1344
1894 564 - 794
1009 418 1061
1027 334 1133
1719 694 1897
2676 33 0%
2315 539 4815
2906 703 3873
2124 38 541
790 545 1592
281 8 4106
2126 592 2277
4446 374 1204
6184 824 3539
2239 490 1921
830 156 1142
174 3307 4449
4796 813 1800
2187 482 1150
1653 1290 232

Identificacdo amostras IgM +

1

367

30
LPR_20110228 396
LPR_20110224 360
LPR_20110224 358

| LPR_20110201 180
LPR_20110218 323
LPR_20110114 69
LPR_20110225

- | LPR_20110125 126
LPR_20110210 240

| LPR_20110210 237
LPR_20110215 285
LPR_20110225 394

| LPR_20110217 319

| LPR_20110225 366

| LPR_20110131 164
LPR_20110106 06
LPR_20110215 278
LPR_20110202 189
LPR_20110225 368

| LPR_20110225 388

LPR_20110114 70
LPR_20110223____ 346
LPR_20110225__ 363
LPR_20110121 113
LPR_20110203 204
LPR_20110211___ 274
LPR_20110127______ 143
LPR_20110107 23
LPR_20110301 416
LPR_20110113 67
LPR_20110209 230
LPR_20110225 391
LPR_20110127 145
LPR_20110107 40
LPR_20110210 238
LPR_20110107____ 17
LPR_20110211 260
LPR_20110107 18
LPR_20110120 95
LPR_20110216___ 302
LPR_20110222 334
LPR_20110107_____ 22
LPR_20110303 426

P35 GRA-6  ROP-1
90% 72% 82.5%
194 79 146
100%
95%
MFI das amostras positivas
343 151 497
1642 661 231
1772 315 1544
LIRT 162 1687
1484 372 1827
2078 - 4330
708 179 686
1643 3g2 5241
1219 372 584
- 858 169 2115
1957 . 19 2064
1620 327 748
= 95 204 891
L e 127
1091 288 1254
404 103 369
871 193 557
2661 596 1602
178 42 188
409 78 161
796 211 395
1547 312 795
6l - s05 0 14D
679 152 411
S 13 292 884
1290 - 344 681
749 oz 300
1810 635 1010
482 105 226
9201 253 514
347 73 140
324 11t 191
608 126 201
380 52 326
344 70 231
1252 213 953
177 54 161
896 281 m
291 93 347
293 55 203
479 72 162
1008 219 571
400 67 138
1025 197 286
530 87 472

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

[0098]

A margem de erro intrinseca do ensaio corresponde a rela¢ao

entre a area da curva Gaussiana formada pelas amostras negativas pela area
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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 detec¢ao de anticorpos IgG
(0,000079%) e IgM (0,038%) em comparacdo com as margens de erro
isoladas para a deteccdo de anticorpos IgG por GRA7, ROPI1, e para a
deteccao de IgM por p35, e ROP1, GRAG6 e p35, que corresponderam a 0,9%
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
simultaneamente.

[00100] Os antigenos foram também avaliados com relag@o ao perfil de
resposta imune nas fases da infec¢do. As amostras foram divididas em trés
grupos de avidez de IgG: infeccdo recente (avidez 0-0,3), infec¢do p6s-aguda
(avidez 0,31-0,5) e infec¢do cronica (0,51-0,72). Para tornar possivel a
comparagdo 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 infecgao.

[00101] De acordo com os grificos da Figura 6, os antigenos
empregados na deteccdo de anticorpos IgM especificos geraram valores
maiores de MFI/linha de corte para amostras agudas IgM positivas, e
sofreram decaimento com o decorrer da infec¢do. O mesmo perfil é
encontrado para o antigeno p35 quando utilizado na deteccio de IgG,
enquanto que os antigenos ROP1 e GRA7 apresentam um aumento desses
valores até a fase pos-aguda, seguido de decaimento, indicando a importancia
destes na evolucao da infeccao.

[00102] O diagnostico preciso da infec¢do 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 invencdo satisfaz este requisito diagndstico ao empregar
marcadores de infeccdo aguda, podendo inclusive gerar testes com um limite
de deteccao inferior, proporcionando o diagnéstico mais precoce da
toxoplasmose.

[00103] Dentre as amostras classificadas como IgG negativas pelos
ensaios de ELFA (VIDAs, Biomeérrieux), cinco (1, 8, 14, 21 e 30)
apresentaram sinal muito elevado de fluorescéncia para um ou mais antigenos
utilizados nesta invencdo. O mesmo foi observado para cinco amostras IgM
negativas (8, 11, 20, E5S 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 inven¢do. 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 cronicos, previamente infectados pelo parasita,
portanto, seus titulos de IgM decairam até valores abaixo da linha de corte
deste ensaio. Entretanto, estas amostras apresentaram resultados IgM
positivos para os antigenos utilizados nesta invencao. 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 amostra apresenta baixa avidez de IgG e IgM positivo, o
que a caracteriza como amostra de infec¢do recente. Neste caso, pode se
inferir que os titulos de IgG estdo aumentando, porém ainda ndo foram
detectadas pelo ensaio do sistema VIDAS.

[00104] O estagio de captura dos ensaios do sistema VIDAS — IgG e
IgM, correspondem a um extrato de 7. gondii, que contém um pool de
antigenos. Atualmente, é amplamente reconhecido que devido & uma

série de fatores, os individuos infectados pelo T. gondii exibem diferentes
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padrdoes 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 liga¢do 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 hipétese, foram realizados ensaios
singleplex para deteccdo de IgG utilizando separadamente como
molécula de captura um lisado de T. gondii (Fitzgerald, n" 30-AT56) e
dois extratos: TOXII e TOXIII (Meridian Life Science, # 8122 e # 8131). O
lisado e os extratos de 7. gondii foram acoplados usando a maior
concentragao ndo saturante dentre as avaliadas, de forma a obter o melhor
desempenho possivel. Além disso, foi realizado um acoplamento triplo
simultdneo dos antigenos GRA7, ROP1 e p35 utilizados na detec¢do de
anticorpos IgG. A fim de evitar a saturacdo das microesferas que causa a
perda de MFI, as concentracdes de acoplamento de cada antigeno
corresponderam a 1/3 da melhor concentracdo padronizada para cada
antigeno 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 exce¢ao da amostra 30. Esta amostra foi
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confirmada como positiva para IgG no ensaio com TOXII, contudof e
apresentou resultados negativos nos ensaios com TOXIII e lisado.
[00107] Essas diferencas podem ser explicadas pelas variagoes
quantitativas e qualitativas quanto a composi¢do de antigenos entre o lisado,
TOXIII e TOXII. A reducdo da quantidade ofertada de sitios de ligacdo de
anticorpos em GRA7 nos ensaios com microesferas acopladas com os 3
antigenos simultaneamente causou a negativacao da amostra 14, que dentre as
avaliadas, apresentou menor valor de MFl/cutoff. Este efeito, causado pela
reducdao 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 hipétese 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-
padroes 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 IgG e IgM anti-T. gondii e Fator reumat6ide
por um segundo ensaio comercial distinto do ensaio do sistema Vidas
(bioMeérrieux), 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 andlises. Os resultados das andlises 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
tras_| bioMérieux ELFA |  Abbott, CMIA | g121 | ORA7 | ROP1 | p35 | ROPI | p35 | GRA6
1gG IgM | IgG IgM IeG I1gG IgM
1 Neg. Pos. -—- - 0.001 | <0.001 0.001
30 [Neg; baixaav.| Pos - - 0.001 | <0.001 0.001
8 Neg Neg | Neg | Neg; FR(-) 0.990
14 Neg. Neg | Neg | Neg; FR(-) 0.985 0.901 0.827 0.966 | 0.959 0.92
21 Neg Neg --- --- 0.984 0.957 0.935 0.200 0.957 0.863 0.589
11 Neg Neg - - 0.999 | 0.993 0.992 0.995 0.860
20 Neg Neg | Neg | Neg; FR(-) 0.999 | 0.993 0.992 0.995 0.956
29 Neg Neg | Neg | Neg; FR(-) | 0.805 | 0.990 | 0.991 | 0.993 |
ES Pos.;av.alta | Neg. | Pos | Neg; FR(-) | <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001
HIO | Pos.; av. alta | Neg. = -— <0.001 | <0.001 <0.001 | <0.001

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

(00110] As amostras investigadas apresentaram valor de p confidvel
(inferior a 0,05) para pelo menos um antigeno, indicando que hi 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 HIO0. A avaliacdo das amostras pelo sistema Architect permitiu a
confirmag¢do da amostra E5 como IgM positiva. Apesar da existéncia de
variagdes entre lisados e extratos utilizados entre diferentes ensaios,
resultados negativos para os testes do sistema Architect/IgG eram aguardados,
ja que um lisado de 7. gondii é utilizado como fase de captura de anticorpos,
assim como no teste do sistema VIDAS/IgG e IgM. Contudo, o teste de
detec¢do de IgM do sistema Architect utiliza os antigenos recombinantes p35
¢ 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 ndo mostrados no presente documento, indicando

possivel contato prévio com o T. gondii.
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[00113] Estes resultados em conjunto indicam que o uso combinado &35

antigenos de 7. gondii marcadores de fase aguda podem gerar ensaios com
maior desempenho, e reduzir o limite de detec¢do dos ensaios para
diagndstico da toxoplasmose.

[00114] Além do desenvolvimento de sistemas de expressido solivel de
alto rendimento e de altos niveis de purificagdo, as solugdes 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 7. gondii usados
em imunoensaios para detec¢do de anticorpos IgG e IgM especificos por
antigenos recombinantes sensiveis e especificos para o rastreio da
toxoplasmose.

[00115] As reivindicagdes a seguir ndo pretendem, de modo algum,
serem limitadoras do escopo da presente invencdo. Virias modificacoes
podem ser feitas sem se afastar do espirito e do escopo da presente invencao.
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REIVINDICACOES

1. Antigeno recombinante ou sintético, caracterizado pelo fato

de ser selecionado do grupo consistindo em GRA7, ROP1, p35 e GRA6 de

Toxoplasma gondii, ou fragmentos antigénicos dos mesmos.

2. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que compreende os aminoacidos
19-236 de GRA7; os aminoacidos 85-378 de ROP1; os aminoécidos 26-179
de p35; e os aminodcidos 30-230 de GRA®.

3. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a
reivindicac¢do 2, caracterizado pelo fato de que os aminoacidos 19-236 de
GRA7 sao representados por SEQ ID NO:2.

4. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de que os aminoacidos 85-378 de

ROP1 sao representados por SEQ ID NO:4.

5. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que os aminoacidos 26-179 de p35
sao representados por SEQ ID NO:6.
6. Antigeno recombinante ou sintético de acordo com a

reivindicacdo 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 nucleotidica, caracterizada pelo fato de que

codifica os antigenos como definidos na reivindicacio 2.

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

10. Composigdo, caracterizada pelo fato de que ccompreende

os antigenos GRA7, ROP1 e p35 de Toxoplasma gondii, ou fragmentos

antigénicos dos mesmos.
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reivindicagdo 10,

11. Composi¢do de acordo com a

caracterizada pelo fato de que os antigenos compreendem os aminoacidos 19-
236 de GRA7; os aminoécidos 85-378 de ROP1; e os aminoacidos 26-179 de

P
reivindicacdo 11,

12. Composi¢cao de acordo com a

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

representados por SEQ ID NO:2.
13. Composi¢cdo de acordo com a reivindicacio 11,

caracterizado pelo fato de que os aminoacidos 85-378 de ROP1 sdo

representados por SEQ ID NO:4.
14. Composi¢do de acordo com a reivindicacio 11,

caracterizado pelo fato de que os aminoacidos 26-179 de p35 sido

representados por SEQ ID NO:6.
15. Composi¢cdo de acordo com a reivindicacio 10,

caracterizada pelo fato de ser utilizada em um método para detec¢do de IgG

anti-Toxoplasma gondii.
16. Composicdo, caracterizada pelo fato de que compreende os

antigenos GRA7, ROP1 e GRA6 de Toxoplasma gondii, ou fragmentos
antigénicos dos mesmos.
reivindicacao 11,

17. Composicao de acordo com a

caracterizada pelo fato de que os antigenos compreendem os aminoacidos 19-

236 de GRA7: os aminoicidos 85-378 de ROP1; e os aminoacidos 30-230 de

GRAG6.
e A

18. Composicado de acordo com a reivindicacdo

caracterizada pelo fato de que os aminoicidos 19-236 de GRA7 sio

representados por SEQ ID NO:2.
19. Composicdo de acordo com a reivindicacio 17,

caracterizada pelo fato de que os aminoicidos 85-378 de ROPI sio

representados por SEQ ID NO:4.
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20. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 17,
caracterizada pelo fato de que os aminoicidos 30-230 de GRAG6 sido

representados por SEQ ID NO:8.

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

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

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

caracterizada por ser estabilizada.

23. Composi¢do de acordo com a reivindica¢io 10 ou 16,

caracterizada pelo fato dos antigenos estarem acoplados as microesferas.

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

caracterizado pelo fato de compreender:

(A) uma composicao conforme definida em qualquer uma das
reivindicacdes de 10 a 15 e 23 a 24;

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

(C) instrucoes 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
reivindicagoes de 16 a 24;
(B) um meio de deteccdo para detectar o complexo antigeno
anticorpo; e
(C) instrugoes de uso.
26. Método para deteccdo de IgG anti-Toxoplasma gondii,

caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:

(a) prover uma composicao de antigenos conforme definida em
qualquer uma das reivindicagoes de 10 a 15 e 23 a 24;
(b)contatar a composicdo de antigenos com a amostra a ser

testada por um tempo suficiente e sob condi¢des suficientes
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para formacdo de complexos anticorpo/ antigeno; e

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

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

caracterizado pelo fato de compreender as etapas de:

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

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

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

complexo antigeno/ anticorpo.
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Neg. e Pos. (amostras IgM anti —T. gondii positivas e negativas, respectivamente).
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Nota: IMFT (indice de MFI. que corresponde ao valor do MFI das amostras positivas pela linha de corte
definida para cada antigeno.
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Resultados dos ensaios singleplex para detecgdo de IeG anti-T. gondii
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Resultados dos ensaios singleplex para deteccao de IgM anti-T. gondii
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Nota: IMFI (indice de MFT: MFI de cada amostra positiva dividido pela linha
(positiva), Neg. (negativa). False neg (amostras investigadas como falso-negativas).

FIGURA 7

de corte do ensaio). Pos.
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“METODO PARA IMUNODIAGNOSTICO DE TOXOPLASMOSE
AGUDA E CRONICA”

O presente pedido de patente revela antigenos recombinantes
ou sintéticos de 7. gondii uteis para diagnosticar a toxoplasmose aguda e
cronica. Sdo reveladas combinacdes para detec¢do de anticorpos IgG anti-7.
gondii e anticorpos IgM anti-T. gondii, as quais compreendem os antigenos
GRA7, ROP1, p35 e GRAG6, ou fragmentos dos mesmos.

Adicionalmente, o presente pedido de patente revela
sequéncias nucleotidicas que codificam os antigenos da presente invencio,
bem como sistemas de expressdao recombinante e sistemas de purificacao dos
referidos antigenos.

Além disso, sao também providas composi¢des estabilizadas
compreendendo os antigenos da inven¢ao, bem como os referidos antigenos

acoplados a microesferas.
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