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RESUMO

"DETERMINAGCAO DE ADN E/OU ARN A PARTIR DE DADOS DE
ESPETROFOTOMETRO UV-VIS"

E descrito um método para analisar dados de
espetrofotdémetro UV-VIS de uma amostra que compreende ADN
e/ou ARN. 0 método compreende receber dados de
espetrofotdédmetro Uv-VIsS, ajustar os dados de
espetrofotédmetro UV-VIS tendo em consideracdo pelo menos um
espetro representativo de um par de bases sendo qualguer um
de mais de adenina-timina (AT) ou guanina-citosina (GC) ou
adenina-uracilo e derivar do ajuste uma quantificacdo de
uma quantidade de ADN e/ou ARN.



DESCRICAO

"DETERMINAGCAO DE ADN E/OU ARN A PARTIR DE DADOS DE
ESPETROFOTOMETRO UV-VIS"

Campo da Invengéao

A invencdo relaciona-se com o campo de caracterizacdo
de amostras. Mais particularmente, a presente invencéao
refere-se a métodos e sistemas para analisar amostras
utilizando espetros gravados, tais como, por exemplo, para
analisar amostras que compreendem ADN e/ou ARN.
Antecedentes da invencéao

Apesar de existirem numerosas técnicas de anadlise para
qualificacdo e quantificacdo de amostras, apenas poucas
técnicas de andlises sdo tdo simples de realizar, rapidas e
precisas como a espetrofotometria. Um exemplo de
espetrofotometria é a espetroscopia de absorvancia UV-VIS.
Durante tais experiéncias, as amostras sdo irradiadas com
radiacdo UV-VIS de diferentes comprimentos de onda, sendo
detetada a radiacdo remanescente apds passagem através da
amostra e determinada a absorvéncia a diferentes
comprimentos de onda. Como componentes particulares
mostrardo uma absorvancia particular a comprimentos de onda
particulares, pode ser utilizado tal perfil especifico de
absorvédncia como uma impressdo digital que permite, na
comparacdo com espetros de referéncia, identificar os
componentes. Quando sdo estudadas amostras mais complexas,
as caracteristicas de absorvadncia no espetro podem ser mais
amplas, tornando a interpretacéo dos espetros
substancialmente mais dificil.

Varias técnicas de anadlise espetrais diferentes foram
descritas no passado. Alguns métodos s&do providenciados
permitindo a determinacdo da concentracdo ou concentracdo
relativa dos componentes de uma amostra com Dbase na

aproximacdo dos espetros medidos com uma combinacdo linear



de espetros padrdo, também referidos como de referéncia,
dos componentes individuais. Pode ser realizada uma
aproximacdo do espetro medido com espetros de referéncia
utilizando técnicas de minimizacdo para ajustar os espetros
de referéncia aos espetros de absorcdo, tais como, por
exemplo, regressdo dos minimos quadrados ou regressdo dos
minimos desvios absolutos. Tais métodos também podem ser
aplicados iterativamente.

Também s&do conhecidos métodos mais complexos, tais
como métodos que utilizam derivados de um espetro, como
entre outros o) ultimo pode permitir aumentar a
insensibilidade a alteracdes de comprimento de onda. Um
exemplo de um método que utiliza derivados é a andlise de
uma mistura de proteinas gque utiliza o segundo espetro
derivado da amostra. Outro método conhecido baseia-se na
computacdo de matriz para determinar a concentracdo de um
numero de componentes quimicos usando um numero de dados
espetrais pré-determinados de cada componente gquimico, pelo
que o numero de dados espetrais pré-determinados & superior
ao numero de componentes quimicos a ser determinado. Alguns
dos métodos conhecidos sdo baseados na correlacdo cruzada
de amostras e espetros de referéncia, sendo ambos
ponderados através da transmitdncia média por comprimento
de onda. Foram descritas aplicacgbes particulares para
analisar amostras com composicdo conhecida, tais como, por
exemplo, anédlise da composicdo de uma proteina utilizando
espetroscopia eletromagnética, andlise de ARN em que as
amostras sdo divididas gquimicamente em fracdes AC e GU e a
composicdo AC e GU ¢é depois determinada com base na
absorcdo a 260nm.

Além disso, também se conhecem alguns métodosque lidam
com espetros de componentes desconhecidos. S&do conhecidos
métodos em que a separacdo de espetros de componentes
desconhecidos de amostras ¢é Dbaseada na programacdo de

restricdo linear ou quadréatica e transformados da amostra,



isto é, transformadas de onduletas. Outros métodos utilizam
espetros aproximados de componentes por correlacdo cruzada
em relacédo aos pontos da absorvancia e utilizam
concentracdo conhecida. Varias técnicas utilizam a andlise
de componentes principais (PCA) para obter espetros de
referéncia diagnosticamente relevantes de uma base de dados
de espetros associados com estados de doenca pelos quais a
correlacdo com espetros de referéncia ¢ wutilizada para
auxiliar o diagnéstico de uma nova amostra.

Spjotvoll et al. descrevem em Technometrics 24 (1982)
uma técnica para determinar espetros e concentracdes de
misturas com dois constituintes baseada num estimador de
minimos quadrados. Um método é discutido para identificacéo
de dois compostos qguimicos desconhecidos e de uma
estimativa da sua proporc¢cdo num conjunto de misturas
desconhecidas dos dois compostos. E baseada num ajuste de
minimos quadrados e andlise de componentes principais para
separacéao, pela qual sédo introduzidas restricbes
adicionais, tais como sendo a soma das concentracdes iguais
a unidade e sendo as concentracdes e espetros néo
negativos.

A utilizacdo de dados de espetrofotdmetro UV-VIS para
quantificacdo ou analise de ADN e/ou ARN ainda néo
encontrou o seu avanco devido a falta de uma técnica de
andlise precisa e eficiente para os resultados obtidos.

O documento US7786295 descreve um método implementado
por computador para analisar dados de espetrofotdémetro UV-
VIS de uma amostra que compreende ADN e/ou ARN, sendo o
método adequado para isolar ADN de amostras bioldgicas. O
documento EP1524514 descreve um método de medir uma
concentracdo de ADN que utiliza dados de espetrofotdmetro
Uv-VIS.

Portanto, existe uma necessidade de um método permitir
andlises de amostras que compreendem componentes ADN e/ou

ARN, particularmente utilizando espetroscopia UV-VIS.



Sumario da invencéo

E um objeto de modalidades da presente invencéo
providenciar bons métodos e sistemas para analisar espetros
de espetroscopia UV-VIS de amostras e bons métodos e
sistemas correspondentes para caracterizar amostras gue
compreendem ADN e/ou ARN. A amostra compreende, com
vantagem, ADN de cadeia dupla, apesar de a técnica também
poder ser utilizada para amostras gque compreendem apenas
ARN. Os espetros de espetroscopia UV-VIS podem ser espetros
de absorvancia UV-VIS.

E uma vantagem das modalidades, de acordo com a
presente invencéo, que sistemas e métodos sejam
providenciados permitindo assistir na anédlise PCR, por
exemplo, sem a necessidade de purificar a mistura da
reacdo, mesmo se a mistura da reacdo € uma mistura de 4
dNTP, iniciador oligo, enzima polimerase e ADN na amostra.

E uma vantagem que métodos e sistemas, de acordo com
modalidades da presente invencdo, permitam obter resultados
relevantes e conclusivos.

O objetivo anterior ¢ atingido por um método e
dispositivo, de acordo com a presente invencéo.

A presente invencdo refere-se a um método implementado
por computador para analisar dados de espetrofotdmetro UV-
VIS de uma amostra que compreende pelo menos ADN e/ou ARN,
sendo, com vantagem, pelo menos ADN e/ou ARN pelo menos ADN
de cadeia dupla, compreendendo o método receber dados de
espetrofotdémetro UV-VIS, ajustar os dados de espetrbdmetro
UV-VIS tendo em consideracdo pelo menos um espetro
representativo para um par de bases sendo qualgquer um de
adenina-timina (AT) ou guanina-citosina (GC) ou adenina-
uracilo (AU) e derivar do ajuste uma quantificacdo de uma
quantidade de ADN e/ou ARN, sendo o derivar, com vantagem,
derivar do ajuste uma quantificacdo de uma quantidade de
ADN de cadeia dupla. E uma vantagem das modalidades da

presente invencdo que dados de espetrofotédmetro UV-VIS



possam ser utilizados para <caracterizar, sem muito
conhecimento prévio, uma amostra que contém ADN e/ou ARN. A
quantificacdo pode ser quantificacdo de uma quantidade de
ADN de cadeia dupla (dsADN).

O dito ajuste pode compreender ter em consideracdo um
conjunto de espetros de referéncia representativos para
dois contetdos de pares de bases diferentes. 0Os espetros
representativos para conteudos de pares de bases diferentes
podem ser representativos para contetidos de pares de bases
que diferem pelo menos 20%, com vantagem, pelo menos 30%,
com mais vantagem, pelo menos 40%, por exemplo, pelo menos
50%.

O dito ajuste pode compreender tomar em consideracéo
um conjunto de dois espetros de referéncia representativos
de dois contetdos em GC distintos.

O dito ajuste pode compreender tomar em consideracéo
um conjunto de exatamente dois espetros de referéncia
representativos para dois contetidos em GC distintos.

O dito ajuste pode compreender ajustar dados de
espetrofotdémetro UV-VIS de uma amostra que compreende ADN
e/ou ARN com pelo menos 50 pares de bases, com vantagem,
pelo menos 100 pares de bases. E uma vantagem, de acordo
com modalidades da presente invencdo, gue um ajuste possa
ser obtido utilizando um numero restrito de espetros de
referéncia para pares de bases, resultando num ajuste
preciso e eficiente.

A amostra pode compreender ADN e o ajuste pode
compreender utilizar uma combinacdo de um conjunto de
espetros de referéncia representativos para pares de bases
e sendo o0s espetros de referéncia representativos para
bases azotadas separadas.

Dito ajuste utilizando uma combinacdo de espetros de
referéncia representativos para pares de bases e sendo os
espetros de referéncia representativos para bases azotadas

separadas pode compreender ajustar wutilizando espetros



sendo a diferenca de espetros entre espetros de referéncia
representativos para pares de Dbases e espetros de
referéncia representativos para bases azotadas separadas. E
uma vantagem das modalidades, de acordo com a presente
invencdo, gue para a anadlise de uma amostra gque compreende
ADN, o equilibrio AT e GC seja automaticamente tido em
consideracdo. E uma vantagem das modalidades da presente
invencdo gque apenas o ADN de cadeia dupla formado seja
quantificado e ndo uma mistura dos dsADN e os amplicdes
formados que podem ocorrer, por exemplo, em PCR.

A diferenca de espetros entre espetros de referéncia
representativos para pares de Dbases e espetros de
referéncia representativos para bases azotadas separadas
podem ser espetros obtidos subtraindo de um determinado
espetro de referéncia representativo para um determinado
par de bases, sendo os espetros de referéncia
representativos para as correspondentes bases azotadas
separadas.

O conjunto de espetros representativos para pares de
bases pode consistir em dois espetros de referéncia
representativos para amostras com dois, por exemplo, dois
contetdos em GC extremos diferentes.

Os espetros de referéncia representativos de Dbases
azotadas separadas podem ser espetros de referéncia para
adenina, guanina, timina, citosina e/ou uracilo.

0 método pode ser adaptado para analisar uma reacgdo
PCR de uma amostra que compreende ADN, pela qual o derivar
pode compreender determinar uma quantidade de ADN de cadeia
dupla formado durante ou apdés uma reacdo PCR. E uma
vantagem das modalidades, de acordo com a presente
invencdo, que a analise possa ser feita de uma reacdo PCR
de uma amostra que compreende ADN utilizando espetrometria
UV-VIS, sem a necessidade de purificar primeiro a mistura
da reacdo formada durante a reacdo PCR.

Ajustar pode ainda compreender ter em conta um



componente espetral para um componente de contaminacéo.

Ter em consideragdo um componente espetral para um
componente de contaminacdo pode compreender ter em
consideracdo um componente espetral, por exemplo, para um
ou mais de trimetilglicina, guanidinatiocianato, fenol,
dcido etilenodiaminatetracético, proteinas ou hemoglobina.
E uma vantagem das modalidades, de acordo com a presente
invencdo, gque possa ser obtida compensacdo para um dos
contaminantes mais importantes na reacdo PCR.

Ajustar os dados de espetrofotédmetro UV-VIS de uma
amostra pode compreender ajustar dados de espetrofotdmetro
UV-VIS de uma mistura que compreende trifosfatos de
desoxinucleotideos, iniciadores oligo e polimerase e ADN. E
uma vantagem das modalidades, de acordo com a presente
invencéo, que possam ser utilizados os dados de
espetrofotdémetro UV-VIS gravados diretamente na mistura de
partida da PCR, apesar de ter um valor de densidade o6tica
elevada a 260nm, evitando, assim, a necessidade de
processamento, por exemplo, purificacdo, da mistura de
partida da PCR antes da caracterizacéo.

Ajustar pode ainda compreender ter em consideracdo um
ou mais componentes espetrais representativos para
dispersdo na amostra.

Ajustar pode ainda compreender ter em consideracdo um
ou mais componentes espetrais representativos para turbidez
na amostra.

A presente invencdo também se refere a um sistema
implementado por computador para analisar dados de
espetrofotdémetro UV-VIS de uma ou mais amostras que
compreendem ADN e/ou ARN, com vantagem, uma ou mails
amostras que compreendem pelo menos ADN de cadeia dupla,
compreendendo © sistema um meio de entrada para receber
ditos dados de espetrofotémetro UV-VIS, um meio de
processamento programado para ajustar 0s dados de

espetrémetro UV-VIS tendo em consideracdo pelo menos um



espetro representativo para um par de bases sendo qualquer
um de adenina-timina (AT) ou guanina-citosina (GC) ou
adenina-uracilo (AU) e derivar do ajuste uma quantificacéo
de wuma gquantidade de ADN e/ou ARN, com vantagem uma
quantidade de ADN de cadeia dupla e um meio de saida para
produzir uma quantificacdo de uma quantidade de ADN e/ou
ARN, com vantagem, a quantidade de ADN de cadeia dupla para
ditas uma ou mais amostras sob estudo.

Dito meio de processamento pode ser adaptado para
realizar o ajuste, conforme descrito em qualgquer um dos
métodos anteriormente mencionados.

A presente invencdo também se refere a utilizacdo de
um método, conforme descrito anteriormente, para
quantificar uma quantidade de ADN e/ou ARN.

A presente invencdo refere-se ainda a um produto de
programa de computador para, se implementado numa unidade
de processamento, realizar um método conforme descrito
anteriormente.

A presente invencdo também se refere a um meio
transportador de dados que compreende tal produto de
programa de computador e/ou a transmissdo do mesmo por uma
rede de 4rea local ou global.

O aspeto anteriormente descrito pode fazer parte de,
pode corresponder a, pode compreender as etapas ou
caracteristicas de, ou pode utilizar os aspetos seguintes
da presente invencgéo.

Também ¢é descrito um método para analisar dados de
espetrofotdmetro UvV-VIS de uma ou mais amostras,
consistindo uma ou mais amostras num numero de
constituintes, compreendendo o método obter informacéo
prévia para ditas uma ou mais amostras em relacdo aos seus
constituintes, obter dados de espetrofotdédmetro UV-VIS para
ditas uma ou mais amostras, definir um numero de
componentes sobrepostos que contribuem nos dados de

espetrofotdmetro UvV-V1Is, compreendendo o) nimero de



componentes sobrepostos um ou mais componentes atribuidos a
constituintes conhecidos da wuma ou mais amostras e
compreendendo o) numero de componentes um ou mais
componentes que ndo pode ser atribuido a constituintes
conhecidos da uma ou mais amostras, utilizar a informacéo
prévia para uma ou mais amostras em relacdo aos seus
constituintes e utilizar os dados de espetrofotdmetro UV-
VIS, estimar a composicéao dos constituintes e as
contribuicdes dos componentes aos dados de espetrofotdmetro
UV-VIS para o numero de componentes para uma ou mais
amostras minimizando um residuo entre os dados de
espetrofotémetro UV-VIS e um ajuste baseado em dita
composicéo constituinte e ditas contribuicdes dos
componentes, obtendo, assim, informacdo relativa ao um ou
mais componentes que ndo pode ser atribuida a constituintes
conhecidos da uma ou mais amostras. E uma vantagem que o
método de analise permita a detecdo precisa de
contribuicdes ao espetro que decorrem de constituintes
modificados, da interacdo de diferentes constituintes ou de
contaminacdes em dita uma ou mais amostras.

A estimativa da composicdo dos constituintes e das
contribuicdes dos componentes aos dados de espetrofotdmetro
UV-VIS para o numero de componentes para dita uma ou mais
amostras minimizando um residuo entre os dados de
espetrofotédmetro UV-VIS e um ajuste Dbaseado em dita
composicéo constituinte e ditas contribuicdes dos
componentes pode ser realizada iterativamente até que ¢é
obtido um residuo mais pequeno do que um nivel pré-
determinado. E uma vantagem que utilizando um método
iterativo se pode obter uma precisdo aumentada para o
ajuste e para as correspondentes composicdo constituinte e
contribuicdo dos componentes.

0O método pode ainda compreender a verificacdo cruzada
da informacdo prévia com base em qualquer ou mais das

composicdes dos constituintes, contribuicdo dos componentes
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ou do residuo entre os dados de espetrofotdmetro UV-VIS e o
ajuste. E uma vantagem que uma verificacdo cruzada dos
resultados obtidos ©possa ser realizada wutilizando a
informacdo prévia relativa a uma ou mais amostras.

Dita informacdo prévia pode compreender contribuicbes
de referéncia nos dados de espetrofotdmetro UV-VIS para
componentes atribuidos a constituintes conhecidos e dita
estimativa da composicédo dos constituintes e das
contribuicdes dos componentes pode compreender estimar as
contribuicdes dos componentes ao espetrofotdmetro UV-VIS
para todos os componentes baseadas nas contribuicdes de
referéncia e determinar uma estimativa para a composicéo
dos constituintes com base na minimizacdo do residuo entre
o espetrofotédmetro UV-VIS e o ajuste com base em ditas
contribuicdes dos componentes aos dados de espetrofotdmetro
UV-VIS estimadas para todos os componentes. E uma vantagem
que possa ser obtida informacdo da composicdo precisa da
uma ou mais amostras com base nos espetros de referéncia
dos constituintes presentes na uma ou mais amostras, tendo
em consideracdo a presenca de contribuic¢des desconhecidas
nos dados de espetrofotdmetro UV-VIS.

Dita informacdo prévia pode compreender informacéo
sobre a composicdo constituinte para dita uma ou mais
amostras para os constituintes conhecidos e dita estimativa
da composicdo dos constituintes e das contribuicdes dos
componentes pode compreender estimar a composicgéo
constituinte para todos os constituintes com Dbase na
informacdo prévia na informacéao sobre a composicédo
constituinte para a uma ou mais amostras para O0s
constituintes conhecidos e determinar um valor para a
contribuicdo dos componentes aos dados de espetrofotdmetro
UV-VIS com base na minimizacdo do residuo entre os dados de
espetrofotémetro UV-VIS e o ajuste com base em dita
estimativa da composicdo constituinte para todos o0s

constituintes. E uma vantagem que ©possa ser obtida
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informacd&o precisa sobre a composicdo de uma ou mais
amostras com base nos espetros de referéncia dos
constituintes presentes na dita uma ou mais amostras, tendo
em consideracdo a presenca de contribuicdes desconhecidas
nos dados de espetrofotdmetro UV-VIS.

A composicdo constituinte e as contribuicdes dos
componentes podem ser inter-relacionadas por um modelo que
define fatores de ponderacdo para as contribuicdes dos
componentes como funcdo da composicdo constituinte e em que
a determinacdo de um valor para a composicdo constituinte
ou para a contribuicdo dos componentes compreendes tem em
consideracdo os fatores de ponderacdo. E uma vantagem que a
composicdo dos constituintes nas amostras possa ser tida em
conta.

A  anédlise ©pode ser realizada com os dados de
espetrofotédmetro para uma pluralidade de amostras e dita
estimativa iterativa ©pode ser realizada para aquelas
amostras com o residuo mais pequeno.

Os componentes que ndo podem ser atribuidos a
constituintes conhecidos da uma ou mais amostras podem ser
representativos para gqualgquer um ou mais dos constituintes
modificados, efeitos de vizinhanca dos diferentes
constituintes ou contaminagles na uma ou mais amostras.
Outro componente que, com vantagem, pode ser tido em
consideracdo por componentes gque ndo podem ser atribuidos a
constituintes conhecidos da uma ou mais amostras pode ser
representativo para a turbidez causada pela concentracdo ou
efeitos de agregacdo. O método pode compreender produzir
uma contribuicdo relacionada com tal turbidez. E uma
vantagem que possa ser obtida uma gquantificacdo boa e/ou
precisa dos componentes nas amostras gque mostram elevada
turbidez, por exemplo, com base no conhecimento prévio dos
espetros de referéncia de componentes na amostra. Outro
componente que, com vantagem, pode ser tido em consideracéo

por componentes que nao podem ser atribuidos a
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constituintes conhecidos de uma ou mais amostras pode ser
representativo para disperséo por microparticulas
residuais. Tais particulas podem estar presentes de forma
ndo intencional na amostra, tal como, por exemplo,
introduzidas pelo processamento prévio da amostra. Num
exemplo tais particulas residuais podem ser microparticulas
magnéticas. 0O método pode compreender produzir uma
contribuicdo relacionada com tal dispersdo de particulas
residuais. E uma vantagem que ©possa ser obtida uma
quantificacdo boa e/ou precisa dos componentes nas amostras
que compreendem particulas residuais, por exemplo, com base
no conhecimento prévio dos espetros de referéncia dos
componentes na amostra.

0 método pode compreender utilizar dados
espetrofotométricos de uma pluralidade de amostras, em que
as amostras compreendem pelo menos uma amostra em que pelo
menos um constituinte desconhecido estéd presente e pelo
menos uma amostra em que pelo menos dito constituinte
desconhecido estéd ausente.

O numero de componentes pode ser determinado por
andlise de componentes.

O numero de componentes pode ser determinado com base
numa anadlise de componentes principais.

Também ¢é descrito um sistema para analisar dados de
espetrofotdmetro UV-VIS de uma ou mais amostras,
consistindo dita uma ou mais amostras num numero de
constituintes, compreendendo o sistema um meio de entrada
para obter informacdo prévia para a uma ou mais amostras
relativamente aos seus constituintes e para obter dados de
espetrofotédmetro UV-VIS para dita uma ou mais amostras, um
meio de processamento programado para definir um numero de
componentes que contribuem nos dados de espetrofotdmetro
UV-VIS, compreendendo o numero de componentes um ou mais
componentes atribuidos a constituintes conhecidos da uma ou

mais amostras e compreendendo o numero de componentes um ou
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mais componentes que nao podem ser atribuidos a
constituintes conhecidos da uma ou mais amostras, sendo o
meio de processamento ainda programado para utilizar a
informacdo prévia para dita uma ou mais amostras relativa
aos seus constituintes e utilizar os dados de
espetrofotdmetro uv-viIs, estimando a composicédo dos
constituintes e as contribuic¢des dos componentes aos dados
de espetrofotémetro UV-VIS para o numero de componentes
para dita uma ou mais amostras minimizando um residuo entre
os dados de espetrofotdmetro UV-VIS e um ajuste baseado em
dita composicdo constituinte e ditas contribuicgdes dos
componentes, obtendo, assim, informacdo referente a um ou
mais componentes que nao podem ser atribuidos a
constituintes conhecidos de uma ou mais amostras.

Também ¢é descrita a utilizacdo de um método, conforme
descrito anteriormente, para identificar e/ou quantificar
contaminantes em amostras de ADN e/ou ARN. Ditos
contaminantes podem ser contaminacdo por proteinas. Os
contaminantes podem ser contaminantes inibidores de PCR.
Também ¢é descrita a utilizacdo de um método, conforme
descrito anteriormente, para quantificar uma quantidade de
ADN de cadeia dupla numa mistura de ADN de cadeia dupla e
ARN e/ou ADN de cadeia simples.

Também ¢é descrita a utilizacdo de um método, conforme
descrito anteriormente, para obter a composicdo de um
polinucleotideo ou proteina.

Também ¢é descrita a utilizacdo de um método, conforme
descrito anteriormente, para quantificacdo da eficiéncia de
modificacdo numa amostra.

Também ¢é descrita a utilizacdo de um método, conforme
descrito anteriormente, para validar uma composicdo de
amostra ou constituinte da mesma.

Também é descrito um produto de programa de computador
para, se 1implementado numa unidade de processamento,

realizar um método conforme descrito anteriormente. Também
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se refere a um transportador de dados que armazena O
produto de programa de computador e a transmissdo do
produto de programa de computador por uma rede.

E uma vantagem que seja obtida uma andlise de dados
poderosa de espetros de espetroscopia UV-VIS.

E uma vantagem que possa ser obtida boa quantificacio,
tanto para aplicac¢des de rotina como para aplicacdes mais
complexas.

E uma vantagem que, com base no conhecimento prévio de
uma ou mais amostras, possam ser obtidos espetros de
referéncia precisos para componentes na amostra.

E uma vantagem que, com base no conhecimento prévio
dos espetros de referéncia de um ou mais componentes numa
ou mais amostras, possa ser obtida informacdo precisa sobre
a concentracdo para componentes na amostra.

E  uma vantagem que métodos e sistemas sejam
providenciados que permitem obter resultados relevantes e
conclusivos.

Aspetos particulares e preferidos da invencgdo séo
apresentados nas reivindicacdes independentes e dependentes
em anexo. Caracteristicas das reivindicac¢des dependentes
podem ser combinadas com caracteristicas das reivindicacdes
independentes e com caracteristicas de outras
reivindicacdes dependentes, conforme apropriado, e néo
meramente conforme explicitamente apresentadas nas
reivindicacdes. Estes e outros aspetos da invencdo serédo
aparentes de, e elucidadas com referéncia a(s),
modalidade (s) descritas nas partes que se seguem.

Breve descricdo dos desenhos
A FIGURA 1 ilustra um fluxograma de um método para
analisar espetros, de acordo com uma modalidade da
presente invencdo. A FIGURA 2 ilustra um exemplo de fluxo
de dados como podem ser obtidos utilizando modalidades da
presente invencéo.

A FIGURA 3 ilustra um exemplo de fluxo de dados como
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podem ser obtidos utilizando modalidades da presente
invencéo.

A FIGURA 4 ilustra as diferentes formas espetrais para
nucleotideos livres, nucleotideos em ADN de cadeia
simples e ADN de cadeia dupla para adenina e timina
(grafico de cima) e para guanina e citosina (grafico de
baixo), como pode ser utilizado de acordo com modalidades
da presente invencédo.

As FIGURA 5a a FIGURA 5f ilustram resultados de simulacédo
que ilustram a variacdo espetral ©para diferentes
comprimentos de cadeias de par de bases em funcdo do
conteudo em GC, como pode ser utilizado de acordo com
modalidades da presente invencéo.

A FIGURA 6 ¢ outra ilustracdo da variacdo espetral em
funcdo do comprimento das cadeias de pares de bases, como
pode ser utilizado de acordo com modalidades da presente
invencéo.

As FIGURA 7a, FIGURA 7b, FIGURA 8a e FIGURA 8b ilustram
resultados de medicdo obtidos com diferentes técnicas de
ajuste para distinguir entre uma amostra gque compreende
ADN de cadeia dupla e uma amostra que ndo compreende ADN
de cadeia dupla, como pode ser utilizado em modalidades
da presente invencéo.

A FIGURA 9 ilustra espetros espetroscdpicos de ARN e ADN
misturados, conforme ©pode ser analisado utilizando
métodos de acordo com modalidades da presente invencéio.

A FIGURA 10 a FIGURA 11 ilustram exemplos de deconvolucgdo
de duas amostras que compreendem  ARN, analisadas
utilizando métodos de acordo com modalidades da presente
invencéo.

Os desenhos sdo apenas esquemdticos e sdo néo
limitantes. Nos desenhos, o tamanho de alguns dos elementos
pode ser exagerado e ndo desenhado a escala para fins
ilustrativos.

Quaisquer sinais de referéncia nas reivindicacdes néo
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serdo interpretados como limitantes do ambito.

Nos diferentes desenhos, os mesmos sinais de
referéncia referem-se aos mesmos elementos ou a elementos
andlogos.

Descricdo detalhada das modalidades ilustrativas

A presente invencdo serd descrita em relacdo a
modalidades particulares e com <referéncia a certos
desenhos, mas a invencdo ndo estd limitada aos mesmos mas
apenas pelas reivindicacdes. O0s desenhos descritos séo
apenas esquematicos e ndo sdo limitantes. Nos desenhos, o
tamanho de alguns dos elementos pode ser exagerado e néao
desenhados a escala para fins ilustrativos. As dimensdes e
as dimensb&es relativas ndo correspondem a reducdes reais
para pratica da invencéio.

Além disso, os termos primeiro, segundo e afins na

descricdo e nas reivindicacdes, sdo utilizados ©para

distinguir entre elementos semelhantes e nao
necessariamente para descrever uma sequéncia, seja
temporalmente, espacialmente, na classificacdo ou de

qualgquer outra forma. E para ser entendido que os termos
assim wutilizados s&do intercambidveis nas circunstancias
apropriadas e que as modalidades da invencdo descritas aqui
sdo capazes de operacdo noutras sequéncias além das
descritas ou ilustradas aqui.

Além disso, o0s termos acima, abaixo e afins na
descricdo e nas reivindicagdes sdo utilizados para fins
descritivos e ndo necessariamente para descrever posicdes
relativas. E para ser entendido que os termos assim
utilizados séo intercambiaveis nas circunsténcias
apropriadas e que as modalidades da invencdo descritas aqui
sdo capazes de operacdo noutras orientacdes além das
descritas ou ilustradas aqui.

De notar que o termo "que compreende", utilizado nas
reivindicacdes, ndo deveria ser interpretado como sendo

restrito aos meios listados dai em diante; ndo excluil
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outros elementos ou etapas. E, assim, para ser interpretado
como especificando a presenca das caracteristicas, numeros
inteiros, etapas ou componentes declarados como referidos,
mas ndo impede a presenca ou adicdo de uma ou mais outras
caracteristicas, numeros inteiros, etapas ou componentes ou
grupos dos mesmos. Assim, o ambito da expressdo "um
dispositivo que compreende os meios A e B" nédo deveria
estar limitado a dispositivos consistindo apenas nos
componentes A e B. Isto significa que em relacdo a presente
invencdo, o0s Unicos componentes relevantes do dispositivo
sao A e B.

Referéncia ao longo desta especificacdo a "uma
modalidade" ou "a modalidade" significa que uma
caracteristica, estrutura ou funcionalidade ©particular
descrita em ligacdo com a modalidade ¢é incluida em pelo
menos uma modalidade da presente invencéo. Assim,
aparéncias das frases '"numa modalidade" ou "em uma
modalidade"™ em varios lugares ao longo desta especificacéo
ndo se referem necessariamente todas a mesma modalidade,
apesar de o poderem. Além disso, as caracteristicas,
estruturas ou funcionalidades ©particulares podem ser
combinadas de qualgquer maneira adequada, como seria
aparente a alguém com habilitacdo comum na arte a partir
desta revelacdo em uma ou mais modalidades.

Da mesma forma, deveria ser apreciado gque na descricédo
de modalidades exemplares da invencéao, varias
caracteristicas da invencdo sdo por vezes agrupadas juntas
numa Unica modalidade, figura ou descricdo da mesma com O
fim de simplificar a revelacdo e ajudar no entendimento de
um ou mais dos varios aspetos inventivos. Este método da
revelacdo, contudo, ndo ¢é ©para ser 1interpretado como
refletindo uma intencdo gque a invencdo reivindicada requer
mais caracteristicas além das que sS&0 expressamente
recitadas em cada reivindicacdo. Em vez disso, como as

seguintes reivindicacdes refletem, os aspetos inventivos
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recaem em menos do que todas as caracteristicas de uma
tnica modalidade revelada anterior. Assim, as
reivindicacdes a seguir a descricdo detalhada sdo aqui
expressamente incorporadas nesta descrigdo detalhada, com
cada reivindicacdo a manter-se por si sb& como uma
modalidade separada desta invencéo.

Além disso, ao passo que algumas modalidades descritas
aqui incluem algumas, mas ndo outras, caracteristicas
incluidas noutras modalidades, pretende-se que combinacdes
das caracteristicas de diferentes modalidades estejam
dentro do ambito da invencéo e formem diferentes
modalidades, como seria entendido por agueles na arte. Por
exemplo, nas seguintes reivindicagdes, qualquer uma das
modalidades reivindicadas pode ser utilizada em qualquer
combinacéo.

Onde em modalidades da presente invencdo ¢é feita
referéncia a dados de espetrofotdmetro, a referéncia &
feita a uma refletdncia, transmitdncia ou intensidade de
absorvédncia a um dado comprimento de onda ou em funcdo do
comprimento de onda. Com vantagem, o método pode ser
aplicado a dados de espetrofotdémetro sendo um espetro de
espetrofotdmetro, indicando uma intensidade em funcdo do
comprimento de onda. Em modalidades vantajosas, os dados
sdo dados de absorvéncia, representativos da absorcdo que
ocorreu em uma ou mais amostras.

Modalidades da presente invencdo s&do dirigidas a
métodos e sistemas para analisar dados de espetrofotdmetro
UV-VIS. Onde ¢ feita referéncia a UV-VIS, a referéncia é
feita a uma regido de comprimento de onda com um
comprimento de onda superior na regido 700nm a 1100nm e um
comprimento de onda inferior na regido 150nm a 300nm.

Onde em modalidades da presente invencdo ¢é feita
referéncia a componentes qgue contribuem para dados de
espetrofotémetro UV-VIS, a referéncia é feita a componentes

para uma fracdo da intensidade para um ou mais comprimentos
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de onda nos dados de espetrofotdmetro, por exemplo, espetro
de espetrofotémetro. Tal componente pode ser atribuida
diretamente a um constituinte na uma ou mais amostras ou
pode ndo ser ou ndo atribuida diretamente a um constituinte
em dita uma ou mais amostras.

Onde em modalidades da presente invencdo ¢é feita
referéncia a componentes gque nédo podem ser atribuidos a
constituintes conhecidos da uma ou mais amostras, é feita
referéncia a componentes que ndo correspondem com ou para
08 quais ndo se sabe ainda que estes correspondem com uma
caracteristica de absorcdo fisico-quimica dos constituintes
da uma ou mails amostras. Os componentes ndo correspondem,
assim, necessariamente, a uma caracteristica de absorcéao
fisico-quimica dos constituintes. Os componentes ndao
precisam de corresponder com constituintes com uma
contribuicdo significativa, por exemplo absorvancia, dentro
da regido de comprimento de onde sob estudo.

Onde em modalidades da presente invencdo ¢é feita
referéncia a constituintes de uma ou mais amostras, é feita
referéncia a elementos bioldgicos ou ndo bioldgicos, tais
como elementos quimicos que estdo presentes na amostra.
Tais constituintes podem, por exemplo, ser um dos seguintes
ou elementos ou grupos de elementos dos mesmos :
biopolimeros, pequenas moléculas organicas, metabolitos,
tais como glicose ou etanol, proteinas, péptidos, segmentos
de &4cidos nucleicos, oligonucleotideos, oligonucleotideos
contendo uma ou mais modificac¢des, tais como, por exemplo,
rétulos de corante fluorescente ou cromdéforos, modificacdes
de ligante quimico tais como modificacdes aldeido, fosfato,
amina ou tiol, rdétulos de afinidade tais como biotina,
componentes reativos tais como enzimas (ALP, HRP), bases
alternativas tais como deoxiuracilo, deoxiinosina,
fosfotiolatos, &cidos nucleicos fechados, polinucleotideos,
nucleotideos, oligos, acidos nucleicos peptidicos,

anticorpos e variacdes dos mesmos tais como, por exemplo,
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nanocorpos ou alfacorpos, micro e nanoparticulas
adicionadas seja intencionalmente ou sem intencéo,
particulas magnéticas ou ndo magnéticas, lipidos, micelas,
vesiculas, particulas virais, complexos de metal, corantes
intercalados e polimeros, tais como derivados de
politiofeno, cromogénios, tais Ccomo p-NPP, sais de
tetrazdbdélio, reagentes de coloracdo, tais como Coomassie,
azul de metilo, eosina, moléculas tais como pequenas
moléculas de produtos farmacéuticos, antibidéticos ou
farmacos, moléculas com um efeito regulador em processos
enzimdticos tais como promotores, ativadores, inibidores ou
co-fatores, virus, bactérias, células, componentes
celulares, membranas celulares, esporos, ADN, ARN, micro-
organismos e fragmentos e produtos. Tais constituintes
também podem ser, por exemplo, elementos quimicos, tais
como elementos quimicos presentes num produto farmacéutico
ou produto quimico.

Onde em modalidades, de acordo com a presente
invencdo, ¢é feita referéncia a componentes sobrepostos, &
feita referéncia ao facto de gque a contribuicdo dos
componentes ao espetro de tais componentes é significativa
ao mesmo comprimento de onda ou no mesmo intervalo de
comprimento de onda.

Onde em modalidades da presente invencdo ¢é feita
referéncia a turbidez, é feita referéncia a enevoamento ou
nebulosidade de um fluido —causada pelas ©particulas
individuais que sé&do geralmente invisiveis ao olho nu.

Num primeiro aspeto, a presente invencdo refere-se a um
método para analisar dados de espetrofotdémetro UV-VIS de
uma ou mais amostras. Uma desvantagem tipica de dados de
espetrofotdmetro UV-VIS de dados complexos é que diferentes
contribuicdes, por exemplo, correspondendo com diferentes
constituintes na amostra ou com constituintes
desconhecidos, resultardo em contribuicdes sobrepostas.

Isto resulta em espetros de banda larga, em que as
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diferentes contribuicgdes ndo sdo identificédveis como tal
dos espetros na forma de ombros ou picos. Modalidades da
presente invencéo permitem analisar os dados de
espetrofotdmetro UvV-VISs de tais amostras complexas
resultando em espetros com absorcdo de banda larga
construidos sobrepondo contribuicdes. Podem ser utilizados
métodos de acordo com modalidades da presente invencdo para
andlise de uma ou mais amostras. Ainda que seja possivel a
andlise de uma Unica amostra, o método é especialmente
adequado para analisar dados de espetrofotdmetro de
miltiplas amostras. A uma ou mais amostras compreende um
nimero de constituintes. Os métodos de acordo com
modalidades da  presente invencéao sédo especialmente
adequados para analisar dados para amostras com dois ou
mais, com vantagem, trés ou mais constituintes. De acordo
com modalidades da presente invencdo, os métodos sédo
especialmente adequados para analisar dados de
espetrofotédmetro UV-VIS de uma amostra que compreende pelo
menos ADN e/ou ARN. O método de acordo com modalidades da
presente invencéo, sendo um método implementado por
computador, compreende receber dados de espetrofotdmetro
UV-VIS, ajustando os dados de espetrdmetro UV-VIS tendo em
consideracdo, pelo menos, um espetro representativo para um
par de bases sendo qualguer um de adenina-timina (AT) ou
guanina-citosina (GC) ou adenina-uracilo e derivando do
ajuste uma quantificacdo de uma quantidade de ADN e/ou ARN.
Receber dados de espetrofotémetro UV-VIS pode compreender
obter dados de espetrofotdmetro UV-VIS pré-armazenados ou
medir dados de espetrofotdmetro UV-VIS para a uma ou mais
amostras que compreendem ADN e/ou ARN. Tais dados de
espetrofotdmetro UV-VIS podem ser tipicamente um espetro de
espetrofotdmetro, apesar também  poder ser utilizada
informacdo a um ou mais comprimentos de onda individuais ou
intervalos de comprimento de onda. A amostra que compreende

ADN e/ou ARN pode compreender ADN de cadeia simples, ADN de
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cadeia dupla (dsADN) e/ou ARN.

De acordo com modalidades da presente invencdo, uma etapa
do método compreende ajustar os dados de espetrdmetro UV-
VIS tendo em consideracéo pelo menos um espetro
representativo para um par de bases sendo qualgquer um de
adenina-timina (AT) ou guanina-citosina (GC) ou adenina-
uracilo. Nalgumas modalidades, de acordo com a presente
invencéo, s&o utilizados exatamente dois espetros
representativos para um par de bases sendo qualquer um de
adenina-timina (AT) ou guanina-citosina (GC) ou adenina-
uracilo. Mais particularmente, nalgumas modalidades seré
feito uso de dois espetros de referéncia representativos
para amostras com diferentes contetdos em GC. Noutras
modalidades exemplares, tais componentes espetrais séo
utilizados em combinacdo com outros espetros ou séo
combinados com outros espetros para que sejam obtidos novos
espetros que possam ser utilizados para o ajuste. Um
exemplo de diferentes formas espetrais em que 08
nucleotideos adenina, timina, guanina e citosina podem
ocorrer é mostrado na FIGURA 4, ilustrando a ocorréncia da
adenina e timina por um lado (desenho no cimo) e da guanina
e citosina por outro lado (desenho em baixo) como,
respetivamente, uma combinacdo de nucleotideos livres (A+T
curva 402; G+C curva 412), conforme ocorrendo em ADN de
cadeia simples (A+T curva 404; G+C curva 414) e ocorrendo
como pares de bases em ADN de cadeia dupla (A+T curva 40606;
G+C curva 416). As diferentes formas espetrais podem ser
claramente identificadas. Onde em modalidades de acordo com
a presente invencdo ¢ feita referéncia a um espetro
representativo para um par de bases, é feita referéncia ao
espetro onde os nucleotideos ocorrem como pares de bases no
ADN de cadeia dupla ou a um espetro que compreende
caracteristicas espetrais para a situacéo onde 0s
nucleotideos ocorrem como pares de bases no ADN de cadeia

dupla.
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0O método de acordo com modalidades da presente invencéao
também compreende derivar do ajuste uma quantificacdo de
uma guantidade de ADN e/ou ARN. Derivar uma quantificacédo
de uma quantidade de ADN e/ou ARN pode, por exemplo,
compreender derivar uma quantidade de ADN de cadeia
simples, uma qguantidade de ADN de cadeia dupla e/ou uma
quantidade de ARN. Modalidades da presente invencgdo podem
ser adaptadas para determinar uma quantidade de ADN de
cadeia dupla e derivar da mesma uma quantidade de ADN de
cadeia simples ou uma quantidade de ARN.

A titulo ilustrativo, ndo estando as modalidades da
presente invencdo limitadas as mesmas, serd adicionalmente
descrito a seguir um numero de modalidades particulares.
Num primeiro conjunto de modalidades particulares de acordo
com a presente invencdo, é revelado um método implementado
por computador conforme descrito anteriormente, pelo qual o
ajuste de dados de espetrofotdémetro UV-VIS de uma amostra
que compreende ADN e/ou ARN compreende ajustar os dados de
espetrofotdédmetro UV-VIS utilizando exatamente dois espetros
de referéncia representativos para pares de Dbases. Na
presente modalidade, estes dois espetros de referéncia séo
espetros representativos para duas amostras com contetido em
pares de bases particular distinto, tal como, por exemplo,
contetido em GC. Tipicamente, em tais modalidades um espetro
de referéncia serd representativo de uma amostra com um
contettdo em GC superior, ao passo gue outro espetro de
referéncia serd representativo de uma amostra com um
contetido em GC menor. Onde ¢é feita referéncia a distintos
contetidos em GC, a diferenca no contetdo pode ser, por
exemplo, pelo menos 20%, com vantagem pelo menos 30%, com
mais vantagem pelo menos 40%, por exemplo pelo menos 50%.
Tais modalidades podem ser especialmente adequadas para
ajustar amostras que compreendem cadeias de ADN e/ou ARN
com pelo menos 50 pares de bases, com vantagem, pelo menos

100 pares de Dbases. Pode, assim, ser obtido ajuste
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eficiente. Este ultimo é baseado na observacéao
surpreendente de que a variacdo espetral para ADN com
sequéncias geradas aleatoriamente com um comprimento
suficiente pode ser completamente explicada tendo em
consideracdo o contetido em GC e pode ser ajustada com
precisdo utilizando dois espetros representativos para
amostras com distintos contetdos em GC.

Em modalidades particulares, de acordo com a presente
invencdo, ¢é revelado um método para analisar um reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com base no método implementado
por computador descrito anteriormente. Para uma reacdo PCR,
uma comecga tipicamente a partir de uma mistura que
compreende trifosfatos de desoxinucleotideos, iniciadores
oligo, polimerase e uma certa quantidade de ADN. Os dNTP na
mistura tém tipicamente uma densidade o6tica alta a 260nm
obscurecendo a contribuicdo dos iniciadores, alvo e
amplicdo tornando, assim, dificil analisar tais amostras em
relacdo a discriminacdo especifica entre as diferentes
componentes. Utilizando modalidades de acordo com a
presente invencdo permitird avaliar e/ou analisar a reacdo
PCR, mesmo sem purificar a mistura da reacédo, isto &, sem
separar componentes na mistura da reacdo. Utilizando
modalidades de acordo com a presente invencdo, a quantidade
de ADN de cadeia dupla que ¢é formada, gque ¢é tipicamente
relativamente pequena, pode ser quantificada com preciséao
bem como a perda de trifosfato de desoxirribonucleotideo
(ANTP) . O amplicdo formado pode diferir substancialmente no
contetido em CG, dependente da sequéncia final. A forma
variadvel do espetro de ADN de cadeia dupla, estando
dependente do conteudo em CG, conforme indicado
anteriormente, pode ser ajustado utilizando modalidades da
presente invencdo, conforme ilustrado na descricdo atual.
Além disso, nalgumas modalidades, também pode ser tida em
conta a dependéncia da forma na mistura de dNTP livres.

Esta dependéncia da forma pode, por exemplo, ser causada
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pelo grau de consumo ou incorporacdo de nucleotideos A+T e
G+C.
Num segundo conjunto de modalidades particulares, é
descrito um método para analisar uma reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em gue para ajustar dois espetros de
referéncia sdo wutilizados para distintas amostras com
distintos contetidos em pares de Dbases, tais como, por
exemplo, distinto contetido em CG, em combinacdo com
espetros de referéncia para bases azotadas separadas. Os
GUltimos espetros de referéncia podem, por exemplo, ser
espetros de referéncia para, respetivamente, componentes
A&T e G&C, sendo combinacdes de espetros individuais para
bases azotadas e ndo sendo o espetro de dinucleotideos. Ao
utilizar estes espetros de referéncia, pode ser obtido um
ajuste apropriado. Além disso, outros componentes também
podem ser tidos em consideracdo para o ajuste, tais como,
por exemplo, um componente para dispersdo ou turbidez, um
componente para uma contaminacdo tal como por exemplo para
uma ou mais de trimetilglicina, guanidinatiocianato, fenol,
dcido etilenodiaminatetraacético, proteinas ou hemoglobina,
etc.
Num terceiro conjunto de modalidades ©particulares, &
descrito um método para analisar uma reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em que ¢é utilizado para o ajuste um
espetro da amostra antes da acdo PCR ter ocorrido e dois
espetros de referéncia sendo a diferenca espetros
expressando a incorporacdo de bases azotadas, por exemplo
nucleotideos A&T e G&C. Tal diferenca de espetros & obtida
como a diferenca do espetro de par de bases de pares de
bases, por exemplo AT, respetivamente, GC numa molécula de
cadeia dupla, por um lado, e o espetro obtido para bases
azotadas separadas, por exemplo, misturas de nucleotideos
de A&T, respetivamente, G&C por outro lado.

A titulo ilustrativo, ndo sendo as modalidades da

presente invencéo limitadas pelos mesmos, sédo
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providenciados resultados de simulacédo, ilustrando como as
técnicas de deconvolucdo descritas anteriormente podem, com
vantagem, ser utilizadas para analisar amostras que
compreendem ADN.

Um primeiro conjunto de resultados de simulacdo ilustra que
para ADN de cadeia dupla 1longa, todas as diferencas
espetrais podem ser explicadas utilizando dois componentes
espetrais, por exemplo um componente espetral AT e um
componente espetral GC. O conjunto de resultados de
simulacdo compreende ajustar para moléculas de ADN de
cadeia dupla com tamanhos entre 10 pares de bases a 500
pares de bases, com incrementos de 10 pares de bases. O
contettdo em CG para estas particulas oscila de 20% a 80%
com incrementos de 10%. Para cada classe de amostras sé&o
geradas, 200 sequéncias aleatérias.

Depois disso, uma previsdo dos espetros de absorcdo foi
feita ©para todas as sequéncias utilizando um método
conforme descrito em "Predicting ultraviolet spectrum of
single stranded and double stranded deoxyribonucleic
acids", Biophysical Chemistry 133 (2008) péaginas 66-70 por
Tataurov et al. 0Os diferentes espetros sdo mostrados na
FIGURA 5 para uma selecdo de diferentes comprimentos de ADN
de cadeia dupla. As FIGURAS 5(a), 5(b), 5(c), 5(d), 5(e),
5(f) dilustram espetros para dsADN com um comprimento de,
respetivamente 10, 20, 50, 100, 200 e 500 pares de bases.
Para cada classe, a dispersdo dos 200 espetros em cada
classe foi estudada e foi identificado se poderia ou nédo
ser observada uma dependéncia em funcdo de diferentes
contetidos em CG. Pode ser observado que para moléculas de
ADN de cadeia dupla curtas, estd presente uma grande
variacdo. N&do pode ser derivada uma dependéncia clara do
contetido em CG para moléculas de ADN de cadeia dupla curtas
e é concluido que o efeito do contetdo em CG é obscurecido
pela variacdo do contetido do wvizinho mais préximo.

Contrariamente, para moléculas de ADN de cadeia dupla
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longas, a varidncia na forma espetral para os 200 espetros
em cada classe pode ser principalmente explicada pela
varidncia no contetdo em CG. Por outras palavras, a
variéncia na forma espetral pode ser explicada
substancialmente por uma Unica varidvel sendo o contetdo em
CG. A titulo ilustrativo, para ADN de cadeia dupla com um
comprimento de 500 pares de Dbases, ¢ ilustrada a
possibilidade para ajustar todos estes diferentes espetros
com um de dois espetros de referéncia com um contetdo em CG
particular (um com elevado contetdo em CG e um com baixo
conteudo em CG).

A FIGURA 6 ilustra para um dado contetdo em CG (sendo no
presente caso 50% do contetdo em CG), a varidncia na forma
espetral entre diferentes espetros em funcdo do tamanho do
fragmento do ADN de cadeia dupla. Pode-se observar que a
varidncia é maior para tamanhos de fragmento entre 1 e 50
pares de Dbases. Para tamanhos de fragmento 50 pares de
bases ou maiores, por exemplo 100 pares de Dbases ou
maiores, a varidncia na forma espetral ¢é substancialmente
inferior, de novo indicativo do facto de que tamanhos mais
longos de fragmentos (apesar de gerados aleatoriamente), a
forma espetral do espetro de absorcdo é caracteristica para
um dado conteudo em CG. A titulo ilustrativo, n&do sendo as
modalidades da presente invencdo limitadas pelos mesmos, é
discutido a seguir um exemplo da aplicacdo de um método de
andlise para analisar uma medicdo PCR de acordo com uma
modalidade da presente invencdo com referéncia a FIGURA 7a
e FIGURA 7b. A FIGURA 7a ilustra o produto para anédlise de
um espetro de absorgcdo de uma amostra pelo qual nédo é
formado qualgquer ADN de cadeia dupla e a FIGURA 7b ilustra
o produto para anédlise de um espetro de absorcdo de uma
amostra onde é formado ADN de cadeia dupla. Apesar das
amostras onde é utilizada PCR terem tipicamente uma alta
densidade oética, o0s espetros ainda podem ser analisados,
conforme mostrado nas FIGURA 7a e FIGURA 7b.
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0 método de deconvolucdo utilizado baseia-se na utilizacéo
de dois espetros de referéncia para diferentes
concentracdes de GC (representativas para pares de bases;
referidas como dsADN AT ou A=T e dsADN GT ou G=C), por
exemplo concentracdes de GC extremas e utilizando dois
espetros de referéncia para, respetivamente, componentes
A&T e G&C (sendo combinacdes de espetros individuais e néo
sendo o espetro de dinucleotideos; referido como dNTPs AT e
dNTPs GC). Utilizando estes espetros de referéncia, no
presente exemplo, também tendo em consideracdo outros
componentes tais como por exemplo um componente para
turbidez, pode ser obtido um ajuste apropriado e pode, de
facto, ser distinguido se ¢é formado ou ndo ADN de cadeia
dupla por uma reacdo PCR. Das concentracgdes ajustadas de
contetiddo ADN de cadeia dupla AT e GC, também pode ser
realizada uma quantificacdo. O espetro medido 702 e o
espetro melhor ajustado 704 coincidem substancialmente. O
componente dNTPS AT 706 e o componente DNTPS GC 708 também
sdo 1indicados bem como o componente dsADN AT 710, o
componente dsADN GC 712, um componente de residuo 714 e um
componente de outros componentes contribuintes conhecidos
716. Os Ultimos quatro ndo contribuem quase nada.

A titulo ilustrativo, n&o sendo as modalidades da presente
invencdo limitadas pelo mesmo, outro exemplo da aplicacéo
de um método de andlise para analisar uma medicdo PCR de
acordo com uma modalidade da presente invencdo é discutido
a seguir com referéncia a FIGURA 8a e FIGURA 8b. As FIGURA
8a e FIGURA 8b ilustram o produto para anédlise de um
espetro de absorcdo de uma amostra pelo qual ndo é formado
ADN de cadeia dupla (FIGURA 8a) e uma amostra onde &
formado ADN de cadeia dupla (FIGURA 8b). Apesar das
amostras onde ¢é utilizada PCR terem tipicamente uma alta
densidade o6ética, os espetros ainda podem ser analisados,
conforme mostrado nas FIGURA 8a e FIGURA 8b.

0 método de deconvolucdo utilizado baseia-se na utilizacéo
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de um espetro da amostra antes da acgdo PCR ter ocorrido
(referida como mistura PCR) e dois espetros de referéncia
sendo a diferenca espetros expressando a construcdo de A&T
e G&C. Tal diferenca de espetros para AT e GC é obtida como
a diferenca do espetro obtido para misturas nucleotidicas
separadas de AT respetivamente GC e o espetro de par de
bases de AT respetivamente GC numa configuracdo de cadeia
dupla, isto ¢, como par de bases. O espetro medido 802 e o
melhor espetro ajustado 804 sdo mostrados. Para a FIGURA
8a, o0s outros componentes e residuo sdo substancialmente
iguais também. Para a FIGURA 8b, além disso o componente de
incorporacdo AT 806, o GC componente de incorporacdo 808 e
um componente de mistura PCR 810 também s&o indicados. Os
outros componentes e residuo sdo substancialmente iguais a
0.

Ao utilizar estes espetros de referéncia, no presente
exemplo, tendo também opcionalmente em conta outros
componentes tais como, por exemplo, um componente para
turbidez, pode ser obtido um ajuste apropriado e pode, de
facto, ser distinguido se ¢é formado ou n&do ADN de cadeia
dupla por uma reacdo PCR. Das concentracdes ajustadas de
contetido em ADN de cadeia dupla AT e GC, também pode ser
realizada uma quantificacgéo. E uma vantagem das
modalidades, de acordo com a presente invencdo, que O
resultado do ajuste seja uma medida para o ADN de cadeia
dupla formado e, portanto, permita uma melhor quantificacédo
da reacdo PCR, do que no caso de um método que providencia
como um resultado final a combinacdo do ADN de cadeia dupla
original e os amplicdes formados. £, além disso, uma
vantagem das modalidades, de acordo com a presente
invencdo, que automaticamente o equilibrio dos conteudos em
AT e CG seja tido em conta. As modalidades anteriores
ilustram que a utilizacdo de métodos de deconvolucdo gque
tém em conta o espetro GC permite a anadlise adequada do ADN

de cadeia dupla e permite ainda a anédlise das reacdes PCR.
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A titulo ilustrativo, ndo sendo as modalidades da presente
invencdo limitadas pelos mesmos, outro exemplo da aplicacéo
de um método de anédlise para analisar uma amostra que
compreende ADN e ARN, de acordo com uma modalidade da
presente invencdo, ¢é discutido a seguir com referéncia a
FIGURA 9. A FIGURA 9 ilustra um conjunto de amostras que
compreende amostras com diferentes razbes de ADN para ARN.
As razdes ADN/ARN variaram de 4:1 a 1:4. Pode-se observar
que as contribuicdes espetrais de ADN e ARN se sobrepdem
significativamente. Quando o conjunto de amostras com as
razdes ADN/ARN pré-determinadas séo deconvoludadas
utilizando métodos de acordo com modalidades da presente
invencdo, sdo encontradas razdes ADN/ARN correspondentes
com as razdes ADN/ARN pré-determinadas no erro
experimental, ilustrando caracteristicas e vantagens dos
métodos de acordo com modalidades da presente invencéo.

Ainda a titulo ilustrativo, a deconvolucdo de duas amostras
que contém ARN é ilustrada na FIGURA 10 e 11. A FIGURA 10
ilustra a deconvolucdo de uma amostra que compreende ambos
nucleotideos ARN, ARN e ADN, pelo qual o espetro medido
1002 ¢é indicado, o melhor ajuste 1004 ¢é indicado, o
componente ARN 1006 ¢ indicado, o componente ADN 1008 é&
indicado, um componente de nucleotideos ARN 1010 é indicado
bem como uma fracdo de residuo 1012 é indicada. Poderia ser
observado que a fracdo de residuo é mais pequena do que 3%,
0 que indica que o ajuste é preciso. A insercédo ilustra
resultados de medicdo alternativos com base na separacéo
eletroforética e andlise de fluorescéncia e confirma a
presenca de ARN (a classificacdo RIN de 10 correspondente
com elevada integridade do ARN) , conforme detetado
utilizando a técnica de deconvolucdo de acordo com uma
modalidade da presente invencdo. A FIGURA 11 ilustra a
deconvolucdo de outra amostra que compreende ARN, pelo qual
o espetro medido 1002 ¢é indicado, o melhor ajuste 1004 ¢é

indicado, o componente ARN 1006 é indicado, um componente
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de tiocianato de guanidinio também ¢ indicado, rotulado
como componente de guanidinio 1014 e o residuo 10012 também
¢ indicado. A fracdo de ADN e proteina é insignificante.
Pode ser observado que a fracdo de residuo & apenas 0,83%,
sendo indicativo de um ajuste suficientemente bom. A
insercdo ilustra resultados de medicdo alternativos com
base na separacédo eletroforética e andlise de fluorescéncia
e confirma a qualidade da amostra ARN (a classificacdo RIN
de 10) correspondente com elevada integridade do ARN,
conforme detetado utilizando a técnica de deconvolucdo, de
acordo com uma modalidade da presente invencéo.

Modalidades da presente invencdo também podem, além
disso, fazer parte de, podem corresponder com, podem
compreender uma ou mais etapas ou caracteristicas de ou
podem utilizar um ou mais dos seguintes aspetos, sendo
também modalidades da presente invencéo.

A titulo ilustrativo, um fluxograma exemplificativo de
um método de acordo com uma modalidade da presente
invencdo, que compreende etapas convencionais e opcionais é
mostrado na FIGURA 1 e serd ainda descrito com referéncia
ao mesmo a seguir. O método 100 de acordo com modalidades
da presente invencdo compreende obter 120 informacdo prévia
para dita uma ou mais amostras em relacdo aos seus
constituintes. Tal informacdo prévia para dita uma ou mais
amostras em relacdo aos seus constituintes pode compreender
nalgumas modalidades um ou mais espetros de referéncia. Tal
informacédo prévia, em alternativa ou além de, também pode
compreender informacdo de composicdo esperada, tal como,
por exemplo, concentracdes esperadas, razdes esperadas
entre constituintes diferentes, etc. Um exemplo de tal
informacédo de composicdo pode, por exemplo, ser a presenca
de um polinucleotideo conhecido, pela qual 0
polinucleotideo conhecido ¢é uma sequéncia conhecida de
nucleotideos de tal forma que razdes conhecidas de

constituintes, sendo no presente exemplo nucleotideos,
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estdo disponiveis. Nalgumas modalidades, a informacéo
prévia pode ser obtida com base nas amostras sob estudo.
Nalgumas modalidades, a informacdo prévia pode ser
informacdo previamente armazenada, tal como, por exemplo,
espetros de referéncia previamente armazenados para
constituintes. Nalgumas modalidades, também pode ser
utilizada uma combinacdo de tal informacido prévia.

0 método também compreende obter 110 dados de
espetrofotémetro UV-VIS para a uma ou mais amostras. Tais
dados de espetrofotédmetro UV-VIS tipicamente podem ser um
espetro de espetrofotdmetro, apesar de também poder ser
utilizada informacdo em um ou mais comprimentos de onda
individuais ou intervalos de comprimento de onda.

0O método de acordo <com a presente invencdo também
compreende definir 130 um numero de componentes sobrepostos
que contribuem para os dados de espetrofotdmetro UV-VIS, o
numero de componentes sobrepostos que compreende um ou mais
componentes atribuidos a constituintes conhecidos da uma ou
mais amostras e o numero de componentes que compreende um
ou mais componentes gque ndo podem ser atribuidos a
constituintes conhecidos da wuma ou mais amostras. Os
componentes de acordo com modalidades da presente invencgéo
que expressam a contribuicdo aos dados de espetrofotdmetro
Uv-VIS podem, nalgumas modalidades, compreender uma
contribuicdo espetral com uma forma que difere de uma
Gaussiana, Lorentziana ou uma mistura das mesmas. A forma
da contribuicdo espetral pode ser uma contribuicdo mais
ampla. Tal um ou mals componentes gque ndo podem ser
atribuidos a constituintes conhecidos de dita uma ou mais
amostras pode ser, conforme descrito anteriormente, tal
como, por exemplo, constituintes modificados, efeitos de
vizinhanca entre dois constituintes ou contaminantes.
Definir o numero de componentes sobrepostos pode ser
baseado num algoritmo pré-determinado, numa rede neural,

etc. O método pode utilizar uma andlise de componentes para
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definir o nUmero de componentes sobrepostos, tal como, por
exemplo, utilizando uma técnica de analise de componentes
principais. Nalgumas modalidades, o numero de componentes
independentes pode ser obtido colocando um nUmero grande de
espetros de absorvancia da amostra numa matriz e calculando
uma ordenacdo da matriz.

O método de acordo com a presente invencdo compreende ainda
utilizar a informacdo prévia para a uma ou mais amostras em
relacdo aos seus constituintes e utilizar os dados de
espetrofotédmetro UV-VIS, estimando 140 a composicdo dos
constituintes e as contribuicbes dos componentes aos dados
de espetrofotémetro UV-VIS para o numero de componentes
para a uma ou mais amostras minimizando um residuo entre os
dados de espetrofotdédmetro UV-VIS e um ajuste baseado em
dita composicdo constituinte e ditas contribuicdes dos
componentes. Para minimizar um residuo podem ser empregues
diferentes técnicas, tais como, por exemplo, um método dos
minimos quadrados, minimizacéo do erro iterativa,
minimizacdo da entropia do erro, minimizacdo do erro
ponderada. ..

Nalgumas modalidades, a informacdo prévia compreende
contribuicdes de referéncia nos dados de espetrofotdmetro
UV-VI1S, tais como, por exemplo, espetros de referéncia,
para componentes atribuidos a constituintes conhecidos.
Estimar a composicdo dos constituintes e as contribuicdes
dos componentes pode depois compreender estimar as
contribuicdes dos componentes aos dados de espetrofotdmetro
UV-VIS para todos os componentes com base nas contribuicdes
de referéncia. Com base nas contribuicdes dos componentes,
é& depois feita uma estimativa da composicdo constituinte
com base na minimizacdo do residuo entre o espetrofotdmetro
UV-VIS e o ajuste com base nas contribuicdes estimadas dos
componentes aos dados de espetrofotdmetro UV-VIS para todos
0s componentes.

Nalgumas modalidades, a informacdo prévia compreende
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informacdo sobre a composicdo constituinte para dita uma ou
mais amostras para os constituintes conhecidos. Estimar a
composicdo dos constituintes e as contribuic¢cdes dos
componentes compreende, assim, estimar a composicéo
constituinte para todos os constituintes com Dbase na
informacdo prévia na informacéao sobre a composicéo
constituinte para dita uma ou mais amostras para o0s
constituintes conhecidos e determinar uma estimativa para a
contribuicdo dos componentes aos dados de espetrofotdmetro
UV-VIS com base na minimizacdo do residuo entre os dados de
espetrofotédmetro UV-VIS e o ajuste com base em dita
composicgéado constituinte estimada para todos 0s
constituintes.

Nalgumas modalidades, ¢ obtida uma mistura de informacio
prévia, pela qual a mistura da informacdo permite
determinar uma estimativa da composicdo dos constituintes e
das contribuic¢des dos componentes.

A composicéo constituinte e as contribuicdes dos
componentes podem ser inter-relacionadas por um modelo que
define fatores de ©ponderacdo ©para distribuicdes de
componentes em funcdo da composicdo constituinte. Tais
fatores de ponderacdo podem ser tidos em consideracdo ao
determinar uma estimativa para a composicdo constituinte ou
para a contribuicdo dos componentes.

0O método também pode compreender repetir 150 a etapa de
estimativa e etapa de ajuste para minimizar ainda mais o©
residuo total aplicando iterativamente estas etapas. Tal
processo de iteracdo pode ser realizado até o residuo
remanescente entre os dados de espetrofotdédmetro UV-VIS e o
ajuste com base na composicgdo constituinte ser mais pequeno
do que um valor pré-determinado ou até ser atingido um
numero maximo de etapas de iteracdo. O valor pré-
determinado referido pode ser Dbaseado em regras pré-
determinadas, com base numa rede neural, baseado em

algoritmos pré-determinados, baseado em informacdo relativa
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a uma ou mais amostras, etc. Nalgumas modalidades, a
minimizacdo do residuo pode ser realizada apenas para
aquelas amostras com o residuo mais pequeno, permitindo
obter resultados mais precisos e/ou uma convergéncia mais
répida.

O método permite providenciar como uma informacdo de saida
em relacdo a composicdo da amostra e/ou informacdo relativa
a contribuicdo espetral de constituintes aos espetros de
absorvédncia. Nalguns exemplos, a informacdo obtida pode
permitir derivar espetros de referéncia para um
constituinte, um constituinte modificado, um contaminante,
um efeito de vizinhanca... Este Ultimo pode ser utilizado
para montar uma biblioteca de diferentes espetros de
referéncia compativeis com diferentes constituintes ou
efeitos dos mesmos.

Numa modalidade, o método também compreende utilizar o
residuo de cada amostra ou informacdo relacionada com o
mesmo para verificar a informacdo disponivel a priori. Por
outras palavras, o0s resultados obtidos utilizando o método
podem ser utilizados para verificar de forma cruzada a
informacédo disponivel a priori.

0O método de acordo com modalidades da presente invencéao
pode ser especialmente adequado para analisar uma
pluralidade de amostras, pelo qual numa parte das amostras
o componente desconhecido estd presente e noutra parte das
amostras o componente desconhecido estd ausente.

0O método de acordo com modalidades da presente invencéo
pode ser implementado como software, bem como como
hardware. A titulo ilustrativo, ndo sendo as modalidades da
presente invencdo limitadas aos mesmos, um exemplo de como
os dados podem ser combinados e obtidos é ilustrado na
FIGURA 2. A FIGURA 2 ilustra como, de acordo com
modalidades da presente invencdo, com base em dados de
espetrofotémetro e informacdo da composicdo (por exemplo,

obtida com base em conhecimento prévio), podem ser
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determinadas as contribuic¢des dos componentes, por exemplo,
na forma de espetros de referéncia minimizando o residuo.
Com Dbase nas contribuicdes dos componentes obtidas e
utilizando os dados de espetrofotdédmetro, podem ser obtidas
estimativas melhoradas da composicdo. A FIGURA 3 ilustra
uma modalidade adicional da presente invencédo, pela qual no
momento do célculo da informacdo sobre a composicdo ou da
informacdo sobre a contribuicdo dos componentes, pode ser
decidido adicionar um componente adicional ou remover um
componente através da avaliacdo dos dados da contribuicédo
dos componentes obtidos, por exemplo, a luz dos resultados
esperados considerando os dados anteriores ou pode ser
decidido remover uma amostra na avaliacdo com base na
informacdo sobre a composicdo obtida, por exemplo, a luz
dos resultados esperados considerando os dados anteriores.

0 método pode ser adequado extraindo informacéo
quantitativa sobre um ou mais constituintes na amostra e
sobre a contribuicdo dos componentes correspondente no
espetro UV-VIS. Nalgumas modalidades, podem ser utilizados
espetros de referéncia correspondentes de componentes
conhecidos e desconhecidos suspeitos do presente na amostra
para ajustar os dados de espetrofotédmetro UV-VIS. As
contribuicdes dos componentes podem ndo estar limitadas aos
espetros de referéncia dos componentes puros individuais,
mas ser estendidas com funcdes espetrais corretivas de
componentes que ndo correspondem necessariamente a uma
caracteristica de absorcdo fisico-quimica do componente,
nem o préprio componente precise de mostrar caracteristicas
de absorcdo significativas dentro da regido de comprimento
de onda sob estudo. Num exemplo, uma das contribuicdes dos
componentes pode ser uma contribuicdo correspondente com
turbidez causada por efeito de concentracdo ou agregacgéo.
Num exemplo, uma das contribuicdes dos componentes pode ser
uma contribuicdo correspondente dispersdo causada por

particulas residuais, por exemplo, particulas presentes
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devido ao pré-processamento da amostra.

A titulo ilustrativo, ndo sendo as modalidades da
presente invencdo limitadas ao mesmo, serd descrito um
algoritmo que compreende um numero de etapas particulares
ilustrando uma forma exemplar de implementar o método, de
acordo com modalidades da presente invencdo, ou que pode
ser utilizado em modalidades para ajuste em métodos para
analisar amostras que compreendem ADN e/ou ARN. O método
serd descrito utilizando um formalismo de matriz matematica
particular, apesar de também poderem ser utilizadas
modalidades da presente invencdo que ndo estdo limitadas a
esse outro formalismo matemadtico. O exemplo ilustra os
métodos utilizados para a deconvolucéo de dados
espetrofotométricos. Os principios aplicam-se para
diferentes tipos de amostras.

Para ilustrar o algoritmo, ¢ providenciado primeiro um

nimero de definicdes:
A;: isto é uma medida (expressa em absorvancias, OD10mm)
onde o subscrito 1 indica os comprimentos de onda
(oscilando de 220nm a 360nm em etapas de 1 nm, no caso
dos &cidos nucleicos)
Q;: esta matriz contém as presencas relativas dos
diferentes constituintes conhecidos e desconhecidos,
efeitos de interacdo, modificacdes ou contaminacdes da
mistura. No presente exemplo, estes podem ser, por
exemplo, o©os nucleotideos A, G, C e T, mas também
modificacdes (como rdétulos) ou dinucleotideos, tais como,
por exemplo, AG, porque alguns espetros dinucleotidicos
diferem dos espetros combinados dos seus constituintes.
No algoritmo atual, os dinucleotideos sdo tratados de
forma idéntica a modificacbdes e contaminantes. j & o
nimero de subcomponentes na mistura.
R;j: o0s espetros de referéncia. Estes sdo o0s espetros
(conhecidos) dos nucleotideos e 0s espetros das

modificacgdes, dinucleotideos e contaminantes. Com 1 o0s
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comprimentos de onda e j os subcomponentes.
Ao trabalhar com espetros de referéncia armazenados, Ry, 0s
coeficientes de cada espetro de referéncia, 0Q;;, podem ser
os desconhecidos. Ao medir componentes conhecidos, Q;; ja é
especificado e o0s espetros de referéncia R; podem ser
derivados.
Na realidade, serd utilizado um procedimento iterativo onde
numa primeira etapa, R; ¢é determinado e em etapas
subsequentes Q;; € sucessivamente encontrado novamente.
As medicdes, presencas relativas e contribuicgdes (sendo no
presente exemplo espetros de referéncia conhecidos) sé&o
dadas como

RO, =A ou RQ =A (1]
As definicdes, no caso de uma pluralidade de amostras serem
medidas, resultam na matriz de medicdo que se torna
Aix: isto é uma medida (expressa em absorvancias, OD10mm)
onde o subscrito 1 indica os comprimentos de onda
(oscilando de 220nm a 360nm em etapas de 1 nm, no caso dos
4dcidos nucleicos) e k o numero das medicbes, tornando-se a
matriz de coeficiente
Qsx: esta matriz contém os coeficientes (as presencas
relativas) de cada subcomponente da mistura. Agqui
subcomponentes podem ser os nucleotideos A, G, C e T, mas
também modificac¢cdes (como rodétulos) e dinucleotideos (por
exemplo, AG) e contaminantes. De novo Jj € o numero de
subcomponentes e k o numero de medicdes.
Resultando na equacdo seguinte que expressa a relacdo entre
0s componentes (no presente exemplo, conhecidos de
informacdo prévia e sendo espetros de referéncia R) a
matriz de coeficiente (no presente exemplo, gque expressa a
composicdo constituinte) e a matriz de medicgdo.

R, Qy=Ay ou RQ =4 . S - [2]
No presente exemplo, a informacdo prévia disponivel
corresponde com ©0s espetros de referéncia para os

constituintes na amostra. Em tal caso, ambos informacédo
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sobre a contribuicdo dos componentes R e o0s dados de
espetrofotémetro A na equacdo [2] s&o conhecidos. Para
determinar a composigdo da amostra Q primeiro multiplicar o
lado esquerdo da equacdo com a informacdo sobre a
contribuicdo dos componentes R transposta e depois
multiplicar ambos lados a esquerda da equacdo com O inverso
do produto da matriz da contribuicdo dos componentes R
transposta e da contribuicéo dos componentes R

(R"R)'R"RQ=(R"R)'R"A 3]

0 =(R".RY' K" .A = pinv(R).A N

Esta é, de facto, a equacdo para a regressdo linear da
matriz ou linear dos minimos quadrados. A expressdo no lado
direito antes dos dados de esgpetrofotédmetro A & conhecida
como a pseudo-inversa da matriz R e pode, por exemplo, ser
calculada utilizando decomposicdo do valor singular.

A titulo ilustrativo, serd discutido um exemplo
adicional para a situacdo inversa, pelo qual a composicéo
dos constituintes ¢é conhecida e pelo qual os espetros de
referéncia precisam de ser determinados.

Assim, é discutido a seguir o problema inverso onde os
coeficientes dos subcomponentes sdo conhecidos, as medicdes
sdo conhecidas e o objetivo ¢é obter o0s espetros de
referéncia.

Ao transpor a equacdo inteira [1] é obtida a seguinte

relacéo.

Q'R =AT , - - - (5]
e 0s espetros de referéncia podem ser encontrados por

R" -—1nnvG2 )AT - ' E ' . [6]

Nos dois exemplos anteriores, ¢é mostrada a situacédo
dos constituintes conhecidos.

0 algoritmo anterior indica caracteristicas e
vantagens que podem ser obtidas wutilizando um método
conforme descrito numa modalidade da presente invencéo.

Num aspeto, a presente invencdo também se refere a um

Ssistema para analisar dados de espetrofotdmetro UV-VIS de
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uma ou mails amostras gque compreendem ADN e/ou ARN,
compreendendo o sistema um meio de entrada para receber
ditos dados de espetrofotémetro UV-VIS, um meio de
processamento programado para ajustar os dados de
espetrémetro UV-VIS tendo em consideracdo pelo menos um
espetro representativo para um par de bases sendo qualquer
um de adenina-timina (AT) ou guanina-citosina (GC) ou
adenina-uracilo e derivar do ajuste uma quantificacdo de
uma quantidade de ADN e/ou ARN e um meio de saida para
produzir uma quantificacdo de uma quantidade de ADN e/ou
ARN para a uma ou mais amostras sob estudo. Caracteristicas
e vantagens adicionais opcionais podem corresponder com
componentes para realizar a funcionalidade das etapas
expressas nos métodos descritos anteriormente. Além disso,
caracteristicas e vantagens de sistemas ou componentes
adicionais dos mesmos descritos a seguir, sendo também
aspetos da presente invencdo, também podem ser parcialmente
ou totalmente incorporadas em sistemas para analisar dados
de espetrofotdédmetro UV-VIS de uma ou mais amostras que
compreende ADN e/ou ARN referidas acima. Tals sistemas
adicionais podem ser, por exemplo, um sistema para realizar
andlise de dados de espetrofotdémetro de uma ou mais
amostras consistindo num numero de constituintes. O sistema
compreende um meio de entrada para obter informacdo prévia
para a uma ou mais amostras em relagdo aos seus
constituintes e para obter dados de espetrofotdédmetro UV-VIS
para a uma ou mais amostras. Este ultimo pode ser uma porta
de entrada para receber informacdo prévia e dados do
espetrofotédmetro. Em alternativa, o meio de entrada pode
também compreender um sistema de medicdo para registar
dados de espetrofotdmetro UV-VIS tal como, por exemplo, um
espetrofotédmetro. O sistema compreende ainda um meio de
processamento programado para definir um numero de
componentes sobrepostos que contribuem nos dados de

espetrofotdmetro UvV-V1Is, compreendendo o) nimero de
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componentes um ou mais componentes atribuidos a
constituintes conhecidos da uma ou mais amostras e
compreendendo o) numero de componentes um ou mais
componentes que ndo podem ser atribuidos a constituintes
conhecidos da uma ou mais amostras. Tal meio de
processamento pode ser, por exemplo, uma unidade CPU,
apesar das modalidades da presente invencdo ndo estarem
limitadas a isso. O meio de processamento, de acordo com
modalidades da presente invencdo, ¢é ainda programado para
utilizar a informacdo prévia para a uma ou mais amostras em
relacdo aos seus constituintes e utilizar os dados de
espetrofotdmetro uv-viIs, estimar a composicédo dos
constituintes e as contribuic¢des dos componentes aos dados
de espetrofotémetro UV-VIS para o numero de componentes
para dita uma ou mais amostras minimizando um residuo entre
os dados do espetrofotdmetro UV-VIS e um ajuste baseado em
dita composicdo constituinte e ditas contribuic¢des dos
componentes, obtendo, assim, informacdo relativa a um ou
mais componentes que nao podem ser atribuidos a
constituintes conhecidos da uma ou mais amostras. Tal
informacdo pode ser disponibilizada utilizando um meio de
saida, tal como, por exemplo, uma memdria, um monitor, uma
impressora ou uma plotter.

Noutro aspeto, a presente invencdo refere-se a um
método para extrair contribuicdes dos componentes, por
exemplo, espetros de referéncia para constituintes
particulares da amostra para contribuicdes de tais
constituintes sendo modificados, perturbados ou estando num
ambiente particular. 0Os espetros de referéncia podem ser
extraidos utilizando método conforme descrito
anteriormente. Tal método para extrair contribuicdes dos
componentes podem corresponder com um método para analisar
dados do espetrofotdmetro UV-VIS de uma amostra que
compreende ADN e/ou ARN conforme descrito anteriormente.

Num aspeto, a presente invencdo também se refere a
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utilizacdo de um método, conforme descrito anteriormente,
para aplicacgdes particulares. Uma destas aplicacgdes pode
ser identificar e/ou quantificar contaminantes em amostras
com ADN ou ARN. Os contaminantes podem ser por contaminacédo
proteica. Os contaminantes numa aplicacdo podem ser
contaminantes inibidores de PCR. Outra aplicacédo prevista é
a quantificacdo de uma quantidade de ADN de cadeia dupla
numa mistura de ADN de cadeia dupla e ARN ou ADN de cadeia
simples. Ainda uma aplicacdo adicional é a determinacdo da
composicdo de um polinucleotideo ou proteina. Uma aplicacédo
adicional ¢ a quantificacdo da eficiéncia de modificacéo
numa amostra. O método também pode ser aplicado para
validar uma composicdo de amostra ou um constituinte do
mesmo ou grupo de constituintes dos mesmos. Por extensdo, ©
método permite extrair informacdo mais detalhada sobre a
composicdo de um componente, em particular de polimeros e
mais especificamente em biopolimeros, tais como
polinucleotideos e proteinas. De forma inversa, o método
também permite extrair informacdo quantitativa de polimeros
com base no conhecimento prévio da composicdo dos
componentes conhecidos, em vez do conhecimento do espetro
do componente.

Ainda noutro aspeto, modalidades da presente invencédo
também se referem a métodos implementados por computador
para realizar pelo menos parte dos métodos para analisar
dados de espetrofotdmetro. Modalidades da presente invencédo
também se referem a produtos de programa de computador
correspondentes. Os métodos podem ser implementados num
sistema de computador. Podem ser implementados como
software, como hardware ou como uma combinacdo dos mesmos.
Tais métodos podem ser adaptados para serem realizados num
computador de uma forma automdtica e/ou automatizada. No
caso de implementacdo ou implementacdo parcial como
software, tal software pode ser adaptado para ser executado

num computador adequado ou plataforma de computador, com
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base em um ou mais processadores. O software pode ser
adaptado para utilizacdo com qualquer sistema operativo
adequado, tal como, por exemplo, um sistema operativo
Windows ou sistema operativo Linux. O meio de computacédo
pode compreender um meio de processamento ou processador
para processar os dados. De acordo com algumas modalidades,
o meio de processamento ou processador pode ser adaptado
para analisar espetros de acordo com qgualquer um dos
métodos, conforme descrito anteriormente, ou extraindo
espetros de referéncia de acordo com qualquer um dos
métodos, conforme descrito anteriormente. Além de um
processador, o sistema de computacdo pode ainda compreender
um sistema de memdria compreendendo, por exemplo, ROM ou
RAM, um sistema de saida, tal como, por exemplo, uma drive
CD-rom ou DVD ou meios de produzir informacdo numa rede.
Componentes de computador convencionais, tais como, por
exemplo, um teclado, monitor, dispositivo de apontar,
portas de entrada e saida, etc., também podem ser
incluidos. O transporte de dados pode ser providenciado com
base em bus de dados. A memdéria do sistema de computacéo
pode compreender um conjunto de instrucgdes, que, gquando
implementadas no sistema de computacdo, resultam na
implementacdo de parte ou todas as etapas convencionais dos
métodos, conforme apresentado anteriormente, e
opcionalmente das etapas opcionais, conforme apresentado
anteriormente. 0Os resultados obtidos podem ser produzidos
através de um meio de saida, tal como, por exemplo, uma
plotter, impressora, monitor ou como dados de saida em
formato eletrdénico.

Um aspeto adicional das modalidades da presente
invencdo abrange produtos de programa de computador
incorporados num meio de suporte que suporta cbéddigo legivel
por maguina para execucdo num dispositivo de computacdo, os
produtos de programa informatico como tal, bem como o

suporte dos dados, tal como dispositivos dvd ou cd-rom ou
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de memdéria. Aspetos das modalidades abrangem ainda a
transmissdo de um produto de programa informadtico por uma
rede, tal como, por exemplo, uma rede local ou uma rede de
area alargada, bem como 0s sinais de transmisséao

correspondentes com isso.
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REIVINDICACOES

1. Um método implementado por computador para analisar
dados de espetrofotdmetro UV-VIS de uma amostra que
compreende ADN e/ou ARN, compreendendo o método
- receber dados de espetrofotémetro UV-VIS da amostra,
- ajustar os dados de espetrofotdédmetro UV-VIS tendo em
consideracdo pelo menos um espetro representativo de uma
amostra com um contetdo em pares de bases, sendo o par de
bases qualquer um de adenina-timina (AT) ou guanina-
citosina (GC) ou adenina-uracilo (AU) e
- derivar do ajuste uma quantificacdo de uma quantidade
de ADN e/ou ARN.

2. Um método implementado por computador de acordo com a
reivindicacdo 1, em que o dito ajuste compreende ter em
consideracdo um conjunto de espetros de referéncia
representativos para dois contetdos diferentes de pares de

bases.

3. Um método implementado por computador de acordo com a
reivindicacdo 2, em que o dito ajuste compreende ter em
consideracdo um conjunto de dois ou um conjunto de
exatamente dois espetros de referéncia representativos de

dois conteudos diferentes de GC.

4. Um método implementado por computador de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes anteriores, em que o dito
ajuste compreende ajustar dados de espetrofotdédmetro UV-VIS
de uma amostra gue compreende ADN e/ou ARN com pelo menos
50 pares de bases, vantajosamente pelo menos 100 pares de
bases e/ou em que a dita amostra compreende ADN e o dito
ajuste compreende utilizar uma combinacdo de um conjunto de
espetros de referéncia representativos de pares de bases e

sendo os espetros de referéncia representativos das bases



azotadas em separado.

5. Um método implementado por computador de acordo com a
reivindicacdo 4, em que o dito ajuste utilizando uma
combinacdo de espetros de referéncia representativos dos
pares de bases e sendo os espetros de referéncia
representativos das bases azotadas em separado, compreende
um ajuste utilizando espetros que s&do espetros de diferenca
entre os esgspetros de referéncia representativos dos pares
de bases e espetros de referéncia representativos das bases

azotadas em separado.

6. Um método implementado por computador de acordo com a
reivindicacdo 5, em que o0s espetros de diferenca entre
espetros de referéncia representativos de pares de bases e
espetros de referéncia representativos das bases azotadas
em separado sdo espetros obtidos subtraindo de determinados
espetros de referéncia representativos de um determinado
par de bases, sendo os espetros de referéncia
representativos para as bases azotadas correspondentes em

separado.

7. Um método implementado por computador de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 4 a 6, em gque 0SS espetros
de referéncia representativos das Dbases azotadas em
separado sdo espetros de referéncia para adenina, guanina,

timina, citosina e/ou uracilo.

8. Um método implementado por computador de acordo com
qualguer uma das reivindicacdes anteriores, sendo o método
adaptado para analisar uma reacdo de PCR de uma amostra que
compreende ADN, em que a dita derivacdo compreende
determinar uma quantidade de ADN de cadeia dupla formado

durante ou apds uma reacdo de PCR.



9. Um método implementado por computador, de acordo com a
reivindicacdo 8, em que o ajuste compreende ainda ter em
consideracdo um componente espetral para um componente de

contaminacéo.

10. Um método implementado por computador, de acordo com a
reivindicacdo 9, em que ter em consideracdo um componente
espetral para um componente de contaminacdo compreende ter
em consideracdo um componente espetral para um ou mais de
trimetilglicina, guanidinatiocianato, fenol, adcido
etilenodiaminatetracético, proteinas azida de sdbédio ou
hemoglobina e/ou em que ajustar dados de espetrofotdmetro
UV-VIS de uma amostra compreende ajustar dados de
espetrofotémetro UV-VIS de uma mistura gque compreende
trifosfatos de desoxinucleotideos, iniciadores oligo,

polimerase e ADN.

11. Um método implementado por computador de acordo com
qualgquer uma das reivindicag¢des anteriores, em que ajustar
compreende ainda ter em consideracdo um ou mais componentes
espetrais representativos da dispersdo na amostra e/ou ter
em consideracéao um ou mais componentes espetrais
representativos da turbidez na amostra e/ou em gque o ADN
e/ou ARN ¢é pelo menos uma quantidade de ADN de cadeia

dupla.

12. Um sistema implementado por computador para analisar
dados de espetrofotdmetro UV-VIS de uma amostra que
compreende ADN e/ou ARN, compreendendo o sistema
- um meio de entrada para receber os ditos dados de
espetrofotémetro UV-VIS,
- um meio de processamento programado para ajustar os
dados de espetrdmetro UV-VIS tendo em consideracdo pelo
menos um espetro representativo para um par de bases que

¢ qualguer um de adenina-timina (AT) ou guanina-citosina



(GC) ou adenina-uracilo e derivar do ajuste uma
quantificacdo de uma quantidade de ADN e/ou ARN e
- um meio de saida para produzir uma quantificacdo de

uma quantidade de ADN e/ou ARN para a amostra sob estudo.

13. Um sistema implementado por computador de acordo com a
reivindicacdo 13, em que o dito meio de processamento é
adaptado para realizar o ajuste conforme descrito em

qualguer um dos métodos das reivindicacdes 1 a 11.

14. Um produto de programa informatico para, se
implementado numa unidade de processamento, executar um
método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
11.

15. Um meio de suporte de dados que compreende um produto

de programa informético, de acordo com a reivindicacdo 14.

16. Transmissdo de um produto de programa informatico, de
acordo com a reivindicacdo 14, ao longo de uma rede de &rea

local ou alargada.
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