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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METO-
DO IN VITRO PARA CONCENTRAR PATOGENOS INFECCIOSOS
PRESENTES EM UMA AMOSTRA BIOLOGICA OBTIDA A PARTIR
DE UM INDIVIDUO SOB SUSPEITA DE ESTAR INFECTADO COM
OS DITOS PATOGENOS, CONCENTRADOR E KIT".
ANTECEDENTES DA INVENGAO
[001] Este pedido reivindica a prioridade sobre o Pedido Proviso-
rio n° US 61/902,070, depositado em 8 de novembro de 2013, cuja
descricdo é incorporada ao presente documento em sua totalidade a
titulo de referéncia para todos os propésitos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[002] A deteccao precoce de doencgas infecciosas € necessaria
para controlar sua difusdo, para direcionar a terapia e para aprimorar
os resultados do paciente. Por exemplo, a identificacdo precoce e pre-
cisa de surtos de patégenos fatais pode impedir a ocorréncia de pan-
demias globais. Atualmente, muitos métodos diagndsticos para infec-
¢des na corrente sanguinea causadas por, por exemplo, virus (incluin-
do Ebola e filovirus relacionados) ou bactérias resistentes a farmaco,
exigem pelo menos 24 ou mais para execugao. Ha uma necessidade
na técnica de um método para minimizar o tempo necessario para de-
tectar a presenca de um patdégeno em uma amostra de um individuo.
O objetivo é detectar o patégeno enquanto ainda esta presente em
concentragdes muito baixas, se possivel, antes de sintomas clinicos
estarem evidentes. A intervengdo precoce pode, entdo, minimizar a
intensidade e a duracao da infeccao, reduzindo, assim, a morbidade e
a mortalidade.
[003] Em alguns casos, a presenga de células, tais como células
sanguineas (por exemplo, glébulos vermelhos e glébulos brancos) na
amostra reduz a especificidade e a sensibilidade do método de ensaio.

Atualmente, ndo existem meio para isolamento e coleta rapidos de um
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patdgeno infeccioso de uma amostra biolégica de modo que o patége-
no possa ser identificado ou analisado quando presente em concen-
tracdo muito baixa. Adicionalmente, ha uma necessidade na técnica de
tecnologias que possam aprimorar a sensibilidade dos métodos diag-
ndsticos existentes para detectar patdgenos. A presente invengdo sa-
tisfaz essas e outras necessidades.

BREVE SUMARIO DA INVENGAO

[004] Em um aspecto, a presente invencao fornece um método in
vitro para concentrar uma ampla gama de patdégenos infecciosos e to-
xinas presentes em uma amostra biolégica obtida a partir de um indi-
viduo sob suspeita de estar infectado com os ditos patégenos. O mé-
todo compreende: (a) colocar a amostra biolégica obtida a partir do
individuo em contato com um meio de adsor¢ao de espectro amplo
sob condi¢cdes que formam um complexo aderente que compreende o
meio de adsorg¢ao e os ditos patdgenos; (b) separar o complexo ade-
rente de componentes da amostra que nao estio incluidos no comple-
X0, mantendo, ao mesmo tempo, o complexo, por exemplo, lavando-se
o complexo aderente com uma solugao de tampéo; e (d) coletar os pa-
tégenos do complexo aderente aplicando-se um tampao de eluigao ao
complexo, concentrando, assim, os patégenos infecciosos em um elu-
ente. Em algumas modalidades, o método compreende, ainda, detec-
tar os patégenos infecciosos isolados. Em alguns casos, detectar os
patdgenos infecciosos isolados compreende um ensaio colorimétrico,
um imunoensaio, um ensaio de imunossorvente ligado a enzima (ELI-
SA), um ensaio baseado em PCR, um ensaio de proliferacao de paté-
geno com manchamento opcional ou uma combinagao dos mesmos.
[005] Em algumas modalidades, o tamp&o de lavagem € uma so-
lugdo salina normal. Em algumas modalidades, o tampao de eluicéo é
uma solucgao salina de alta forga iGnica ou hipertonica.

[006] Em algumas modalidades, a amostra bioldgica é seleciona-
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da a partir do grupo que consiste em sangue total, soro, plasma, urina,
fezes, esputo, lagrimas, saliva, fluido de lavagem bronquial, outro flui-
do corporal e combinacdes dos mesmos.

[007] Em algumas modalidades, o meio de adsorgdo é um subs-
trato sélido de alta area superficial que tem pelo menos um adsorvente
molecular de polissacarideo na superficie do mesmo. Em algumas
modalidades, o pelo menos um adsorvente de polissacarideo esta li-
gado a superficie do substrato solido por ligagdo de ponto de extremi-
dade. Em algumas modalidades, o pelo menos um adsorvente de po-
lissacarideo € um membro selecionado a partir do grupo que consiste
em heparina, sulfato de heparano, manose, sulfato de dextrano, acido
hialurénico, acido salicilico, quitosano e uma combinagcdo dos mes-
mos. Em alguns instantes, a manose € D-manose ou um polimero de
D-manose. Em alguns casos, o pelo menos um adsorvente de polissa-
carideo € heparina e manose.

[008] Em algumas modalidades, o substrato so6lido compreende
uma pluralidade de microesferas de polimero rigido. A pluralidade de
microesferas de polimero rigido pode ser de microesferas de polietile-
no rigido.

[009] Em algumas modalidades, os patdogenos sao selecionados
a partir do grupo que consiste em Plasmodium falciparum, Plasmodi-
um vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, virus Ebola
(EBOV), filovirus nao EBOV, Flaviviridae, Streptococcus aureus, Es-
cherichia coli, bactérias enterobacteriaceae resistentes a carbapenem
(CRE), um patégeno produtor de ESBL, bactérias enterococci resisten-
tes a vancomicina (VRE), Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneu-
moniae, Klebsiella oxytoca, Enterococcus faecalis, Enterococcus fae-
cium, Candida albicans, citomegalovirus (CMV), Adenovirus, virus do
herpes simples 1 (HSV1), virus do herpes simples 2 (HSV2) e qual-

quer combinacdo dos mesmos.
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[0010] Em um segundo aspecto, a presente invencédo fornece um
método in vitro para reduzir ou eliminar células sanguineas de uma
amostra bioldgica obtida a partir de um individuo sob suspeita de estar
infectado com um patdégeno. O método compreende: (a) colocar a
amostra bioldgica obtida a partir do individuo em contato com, opcio-
nalmente, um meio de adsorcao de espectro amplo sob condi¢cbes pa-
ra formar um complexo aderente que compreende o meio de adsorg¢ao
e um patdégeno presente na amostra; e (b) separar as células sangui-
neas da amostra e do complexo aderente mantendo, ao mesmo tem-
po, o complexo aderente, reduzindo ou eliminando, assim, as células
sanguineas da amostra. Em algumas modalidades, a etapa (b) com-
preende, ainda, lavar o complexo aderente com uma solucido salina.
Em algumas modalidades, o método compreende, ainda, (c) aplicar
um tampao de eluicdo ao complexo aderente; e (d) coletar o patégeno
do complexo aderente. Em algumas modalidades, o método compre-
ende, ainda, detectar os patdégenos infecciosos isolados. Em alguns
casos, detectar os patdgenos infecciosos isolados compreende um
ensaio colorimétrico, um imunoensaio, um ensaio de imunossorvente
ligado a enzima (ELISA), um ensaio baseado em PCR, um ensaio de
proliferagcado de patdégeno ou uma combinagdo dos mesmos.

[0011] Em algumas modalidades, o tamp&o de lavagem € uma so-
lugdo salina. Em algumas modalidades, o tamp&o de eluicdo é uma
solugao salina altamente iGnica ou hiperténica.

[0012] Em algumas modalidades, a amostra bioldgica é seleciona-
da a partir do grupo que consiste em sangue total, soro, plasma, urina,
fezes, esputo, lagrimas, saliva, fluido de lavagem bronquial, outro flui-
do corporal e combinagbes dos mesmos.

[0013] Em algumas modalidades, o meio de adsorgdo é um subs-
trato solido de alta area superficial que tem pelo menos um adsorvente

de polissacarideo na superficie do mesmo. Em algumas modalidades,
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o pelo menos um adsorvente de polissacarideo esta ligado a superficie
do substrato sdélido por ligagdo de ponto de extremidade. Em algumas
modalidades, o pelo menos um adsorvente de polissacarideo € um
membro selecionado a partir do grupo que consiste em heparina, sul-
fato de heparano, manose, sulfato de dextrano, acido hialurénico, aci-
do salicilico, quitosano e uma combinagdo dos mesmos. Em alguns
instantes, a manose é D-manose ou um polimero de D-manose. Em
alguns casos, o pelo menos um adsorvente de polissacarideo € hepa-
rina e manose.

[0014] Em algumas modalidades, o substrato solido compreende
uma pluralidade de microesferas de polimero rigido. A pluralidade de
microesferas de polimero rigido pode ser de microesferas de polietile-
no rigido.

[0015] Em algumas modalidades, os patdgenos sao selecionados
a partir do grupo que consiste em Plasmodium falciparum, Plasmodi-
um vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, virus Ebola
(EBQV), Streptococcus aureus, Escherichia coli, bactérias enterobac-
teriaceae resistentes a carbapenem (CRE), um patdégeno produtor de
ESBL, bactérias enterococci resistentes a vancomicina (VRE), Acine-
tobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Ente-
rococcus faecalis, Enterococcus faecium, Candida albicans, citomega-
lovirus (CMV), virus do herpes simples 1 (HSV1), virus do herpes sim-
ples 2 (HSV2) e qualquer combinagcdo dos mesmos.

[0016] Em um terceiro aspecto, a presente invencdo fornece um
meétodo in vitro para diagnosticar malaria em um individuo sob suspeita
de estar infectado com Plasmodium. O método compreende (a) colo-
car uma amostra obtida a partir do dito individuo em contato com um
meio de adsorg¢ao sob condi¢cbes para formar um complexo aderente
que compreende o meio de adsorgao e uma célula presente na amos-

tra que esta infectada com Plasmodium; (b) determinar a presencga do
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complexo aderente detectando-se uma alteragao fisica ao meio de ad-
sorgao; e (c) prever que o individuo tem malaria com base na altera-
cao fisica ao meio de adsor¢cdo em comparacao a um meio de adsor-
cao de referéncia que foi colocado em contato com um amostra de
controle. Em algumas modalidades, o método compreende, ainda, ge-
rar uma curva padrao da alteracao fisica ao meio de referéncia que foi
colocado em contato com a amostra de controle.

[0017] Em algumas modalidades, a amostra biologica é seleciona-
da a partir do grupo que consiste em sangue total, soro, plasma, urina,
fezes, esputo, lagrimas, saliva, fluido de lavagem bronquial, outro flui-
do corporal e combinagdes dos mesmos. Em alguns casos, a amostra
€ sangue total.

[0018] Em algumas modalidades, a amostra de controle € uma
amostra de um individuo saudavel. Em algumas modalidades, a amos-
tra de controle € uma amostra de um individuo com malaria.

[0019] Em algumas modalidades, a alteragdo fisica € a cor do
meio de adsorcao.

[0020] Em algumas modalidades, o meio de adsor¢do é um subs-
trato sélido de alta area superficial que tem pelo menos um adsorvente
de polissacarideo na superficie do mesmo. Em algumas modalidades,
o pelo menos um adsorvente de polissacarideo esta ligado a superficie
do substrato sélido por ligacdo de ponto de extremidade. Em algumas
modalidades, o pelo menos um adsorvente de polissacarideo € um
membro selecionado a partir do grupo que consiste em heparina, sul-
fato de heparano, manose, sulfato de dextrano, acido hialurénico, aci-
do salicilico, quitosano e uma combinagdo dos mesmos. Em alguns
instantes, a manose é D-manose ou um polimero de D-manose. Em
alguns casos, o pelo menos um adsorvente de polissacarideo € hepa-
rina € manose.

[0021] Em algumas modalidades, o substrato soélido compreende
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uma pluralidade de microesferas de polimero rigido. A pluralidade de
microesferas de polimero rigido pode ser de microesferas de polietile-
no rigido.

[0022] Em um terceiro aspecto, a presente invencédo fornece um
método in vitro para determinar se um individuo esta infectado com um
patdgeno infeccioso. O método compreende (a) colocar uma amostra
de sangue total obtida a partir do dito individuo em contato com um
meio de adsorcdo para formar um complexo aderente que compreen-
de o meio de adsorgdo e um patdgeno presente na amostra; (b) de-
terminar a presenca do complexo aderente detectando-se uma altera-
¢ao fisica ao meio de adsorgao; e (c) prever que o individuo esta infec-
tado pelo patégeno infeccioso com base na alteragao fisica ao meio de
adsorcdo em comparagao a um meio de adsorcédo de referéncia que
foi colocado em contato com uma amostra de controle. Em algumas
modalidades, o método compreende, ainda, gerar uma curva padrao
da alteracao fisica ao meio de referéncia que foi colocado em contato
com a amostra de controle.

[0023] Em algumas modalidades, a amostra bioldgica é seleciona-
da a partir do grupo que consiste em sangue total, soro, plasma, urina,
fezes, esputo, lagrimas, saliva, fluido de lavagem bronquial, outro flui-
do corporal e combinagdes dos mesmos. Em alguns casos, a amostra
€ sangue total.

[0024] Em algumas modalidades, a amostra de controle € uma
amostra de um individuo saudavel. Em algumas modalidades, a amos-
tra de controle € uma amostra de um individuo infectado com o pato6-
geno infeccioso.

[0025] Em algumas modalidades, a alteracdo fisica € a cor do
meio de adsorcao.

[0026] Em algumas modalidades, o meio de adsor¢cdo € um subs-

trato sélido de alta area superficial que tem pelo menos um adsorvente
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de polissacarideo na superficie do mesmo. Em algumas modalidades,
o pelo menos um adsorvente de polissacarideo esta ligado a superficie
do substrato sdélido por ligagdo de ponto de extremidade. Em algumas
modalidades, o pelo menos um adsorvente de polissacarideo € um
membro selecionado a partir do grupo que consiste em heparina, sul-
fato de heparano, manose, sulfato de dextrano, acido hialurénico, aci-
do salicilico, quitosano e uma combinagdo dos mesmos. Em alguns
instantes, a manose é D-manose ou um polimero de D-manose. Em
alguns casos, o pelo menos um adsorvente de polissacarideo € hepa-
rina e manose.

[0027] Em algumas modalidades, o substrato solido compreende
uma pluralidade de microesferas de polimero rigido. A pluralidade de
microesferas de polimero rigido pode ser de microesferas de polietile-
no rigido.

[0028] Em algumas modalidades, os patdgenos sao selecionados
a partir do grupo que consiste em Plasmodium falciparum, Plasmodi-
um vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, virus Ebola
(EBQV), Streptococcus aureus, Escherichia coli, bactérias enterobac-
teriaceae resistentes a carbapenem (CRE), um patdégeno produtor de
ESBL, bactérias enterococci resistentes a vancomicina (VRE), Acine-
tobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Ente-
rococcus faecalis, Enterococcus faecium, Candida albicans, citomega-
lovirus (CMV), virus do herpes simples 1 (HSV1), virus do herpes sim-
ples 2 (HSV2) e qualquer combinagdo dos mesmos.

[0029] Esses e outros aspectos, objetivos e modalidades serao tor-
nados aparentes durante a leitura com a descrigao detalhada a seguir.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0030] A Figura 1 mostra uma modalidade de um concentrador da
presente invencao.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO
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[0031] A presente invencao fornece métodos para deteccéo e di-
agnostico de doenga infecciosa. Vantajosamente, a presente invencgéo
pode ser usada para isolar bactérias, virus, citocinas e outros patdge-
nos (por exemplo, parasitas) de uma amostra de paciente que pode
ser usada na deteccao precoce de uma infecgcdo. Em outro aspecto da
presente invencgao, as células e outros ndo analitos que podem interfe-
rir no ensaio de deteccao de analito podem ser removidos da amostra
com o uso do meio de adsorcao descrito no presente documento.
[0032] Sao também fornecidos no presente documento métodos
de ensaio cromogénico simples para detectar pRBCs e Plasmodium
em circulacdo a partir de uma amostra coletada de um individuo hu-
mano. O método pode ser usado também para monitorar a progresséo
de malaria durante a iniciagao e/ou a conclusao da terapia antimalaria.
[0033] Revelou-se, de modo surpreendente, que a parasitemia em
pRBCs pode ser detectada colocando-se o sangue infectado em con-
tato com um polissacarideo (por exemplo, heparina ou sulfato de he-
parano) que foi ligado de modo covalente a um meio de adsorgédo. Os
parasitas e pRBCs tornam-se ligados no meio de adsorgao e, por sua
vez, alteram a cor do meio. Assim, uma alteragao de cor visivel indica
que o individuo tem uma infecgao por malaria.

I. DEFINICOES

[0034] Conforme usado no presente documento, os seguintes ter-
mos tém os significados atribuidos aos mesmos a ndo ser que especi-
ficado de outro modo.

[0035] O termo "infecgdo por malaria" refere-se a uma infecgao
causada pelos protozoarios parasiticos do género Plasmodium, tal
como, porém, sem limitacao, P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. mala-
riae e P. knowlesi.

[0036] O termo "meio de adsorcao" refere-se a um material ao

qual uma célula, um polipeptideo, um polinucleotideo, uma molécula
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guimica, uma molécula biolégica pode aderir a superficie.

[0037] O termo "complexo aderente" refere-se a um complexo de
pelo menos duas moléculas em que a primeira molécula esta fixada
(por exemplo, ligada, acoplada ou aglutinada) a superficie de um subs-
trato, e a segunda molécula esta fixada a primeira molécula.

[0038] O termo "alteracdo de cor" refere-se a uma alteragcado de
uma primeira cor para uma segunda cor. Se ndo houver nenhuma dife-
renga detectavel na primeira cor e na segunda cor, entdo, uma altera-
cao de cor ndo € indicada.

[0039] O termo "espectro visivel" refere-se a porcdo do espectro
eletromagnético, por exemplo, cerca de 390 a 7.000 nm que pode ser
detectada pelo olho humano. Luz no infravermelho préximo, infraver-
melho de comprimento de onda médio e espectros do comprimento de
onda distante nao sio visiveis pelo olho humano.

[0040] O termo "controle saudavel" refere-se a um individuo que
nao tem uma infeccdo. O termo "controle positivo" refere-se a um indi-
viduo com uma infecgdo causada pelo patdégeno de interesse.

[0041] O termo "alta area superficial" refere-se a propriedade de
ter uma razao grande entre area de superficie especifica e volume.
[0042] O termo "adsorvente" refere-se a um substrato solido com
um composto quimico, uma molécula bioldégica ou um material que es-
ta ligado (por exemplo, ligado, acoplado ou aglutinado) ao mesmo. Em
determinados casos, o adsorvente € o proprio substrato solido. Em
uma modalidade, um adsorvente € uma resina polimérica com um po-
lissacarideo ligado ao mesmo.

[0043] O termo "microesfera de polimero rigido" refere-se a uma
microesfera, um granulo, um pélete, uma esfera, uma particula, uma
microcapsula, uma esfera, uma microesfera, uma nanoesfera, uma
micropérola, uma nanopérola, uma microparticula, uma nanoparticula

e similares que feita de uma resina polimeérica.
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[0044] O termo "carboidrato" refere-se a uma molécula que con-
tém atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio e usualmente com a
férmula empirica Cx(H20)y, em que x e y sao numeros diferentes. Os
exemplos de carboidratos incluem monossacarideos, dissacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos.

[0045] O termo "polissacarideo" refere-se a uma molécula que
compreende muitas unidades de monossacarideo unidas juntas por
ligagdes glicosidicas e que tém uma férmula empirica de Cx(H20)y, em
que x esta entre 200 a cerca de 3.000.

[0046] O termo "terapia antimalaria" refere-se a um tratamento, tal
como um agente farmaceuticamente eficaz, destinado a aliviar ou re-
mediar uma infeccédo por malaria.

Il. DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES

A. MEIO DE ADSORGAO

[0047] O meio de adsorcio da presente invencao fornece uma su-
perficie para fixar um adsorvente de polissacarideo que pode se ligar a
analitos/patégenos e pRBCs. Em algumas modalidades, o meio de ad-
sor¢ao inclui um substrato solido com uma alta area superficial que
tem pelo menos um adsorvente de polissacarideo na superficie do
mesmo. O substrato sélido pode ser produzido a partir de, por exem-
plo, porém, sem limitacao, polietileno, poliestireno, polipropileno, polis-
sulfona, poliacrilonitrila, policarbonato, poliuretano, silica, latex, vidro,
celulose, acetato de celulose, dextrano reticulado, agarose reticulada,
quitina, quitosano, dextrano reticulado, alginato reticulado, silicone,
Teflon®, fluoropolimero e outros polimeros sintéticos. O substrato soli-
do com uma alta area superficial pode ser uma pluralidade de mono-
camadas adsorventes, filtros, membranas, fibras sélidas, fibras cocas,
particulas ou microesferas. Opcionalmente, o substrato sélido pode
estar presente em outras formas ou formados ou artigos configurados

que fornecem uma grande area superficial, suficiente para ligar uma
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quantidade detectavel de analito.

[0048] Os substratos uteis para criar 0 meio incluem, porém, sem
limitagdo, microesferas rigidas n&o porosas, particulas ou empacota-
mento, espumas reticuladas, um leito monolitico rigido (por exemplo,
formado a partir de microesferas ou particulas sinterizadas), uma colu-
na embalado com pano tecido ou nao tecido, uma coluna embalada
com um fio ou fibras de monofilamento denso (ndo microporoso), um
filme plano ou membrana de barreira, um cartucho enrolado em espiral
formado a partir do filme plano ou membrana densa ou uma combina-
¢ao de meios, tal como um cartucho misto de microesfera/pano.

[0049] Em determinados casos, um substrato adequado é aquele
qgue é inicialmente microporoso, mas se torna essencialmente nanopo-
roso quando a superficie € tratada antes, durante ou depois da criagao
de sitios de adsorgao, por exemplo, por meio de um ou mais adsorven-
tes de polissacarideo ligados em ponto de extremidade. Em uma moda-
lidade, o substrato esta na forma de microesferas ou particulas sdlidas.
[0050] Em determinados casos, o substrato sdlido € uma plurali-
dade de microesferas de polimero rigido, tal como polietileno, poliesti-
reno, polipropileno, polissulfona, poliacrilonitrila, policarbonato, poliure-
tano, silica, latex, vidro, celulose, agarose reticulada, quitina, quitosa-
no, dextrano reticulado, alginato reticulado, silicone, fluoropolimero e
microesferas de polimero sintético. De preferéncia, as microesferas de
polimero rigido sao microesferas de polietileno.

[0051] O tamanho do substrato solido pode ser selecionado de
acordo com o volume da amostra de teste usada no ensaio ou outros
parametros. Em algumas modalidades, a pluralidade de microesferas
de polimero rigido tem um didmetro externo meédio de cerca de 1 ym a
cerca de 1 mm, por exemplo, 1 ym, 2 ym, 3 ym, 4 ym, 5 ym, 6 ym,
7um, 8 ym, 9 um, 10 um, 15 uym, 20 um, 25 uym, 30 ym, 35 uym, 45 ym,
55 pym, 60 ym, 65 ym, 70 ym, 75 pym, 80 pm, 85 ym, 90 ym, 95 ym,
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100 ym, 200 pym, 300 ym, 400 ym, 500 ym, 600 pym, 700 ym, 800 pym,
900 ym e 1 mm. Em outras modalidades, a pluralidade de microesfe-
ras de polimero rigido tem um diametro médio de cerca de 10 ym a
cerca de 200 ym, por exemplo, 10 ym, 15 ym, 20 ym, 25 ym, 30 um,
35 uym, 45 ym, 55 ym, 60 ym, 65 pym, 70 pym, 75 ym, 80 um, 85 ym,
90um, 95 ym, 100 pm, 105 um,110 ym, 115 ym, 120 ym, 125 ym,
130pm, 135 pm, 140 uym,145 ym, 150 pym,155 pym, 160 ym, 165 pm,
170 ym, 175 ym, 180 pm, 185 ym, 190 ym 195 pm e 200 pm. As mi-
croesferas uteis tém um tamanho na faixa de cerca de 100 a acima de
500 micra de diametro, tal como 100, 200, 300, 400 ou 500 micra. O
tamanho médio das microesferas pode ser de 150 a 450 micra. Con-
sultar, por exemplo, o documento WO 2011/068897, cujo conteudo
inteiro esta incorporado ao presente documento a titulo de referéncia.
[0052] A superficie do substrato sélido pode ser funcionalizada para
permitir a ligagao covalente do adsorvente de polissacarideo descrito no
presente documento. Em algumas modalidades, a superficie do subs-
trato solido tem pelo menos um grupo, tal como um grupo amina.

[0053] O meio de adsorg¢ao pode estar contido dentro de um alo-
jamento, tal como uma seringa, uma coluna, um cartucho, um tubo, um
tubo de centrifugacéo e similares ou qualquer recipiente. Em algumas
modalidades, o recipiente tem um tamanho e um formato particulares
de modo que RBCs que nao sao capturados no meio de adsorcao li-
gado a polissacarideo possam ser removidos sem perturbar os RBCs
parasitados ligados ao meio.

[0054] O alojamento que compreende o meio de adsorgdo pode
conter mais de um tipo de meio de adsorgdo. Em algumas modalida-
des, o meio diferente é disposto em camadas em uma disposi¢ao do
tipo parfait dentro do alojamento de modo que a amostra, por exemplo,
sangue total, entre em contato com o meio diferente em série ou fluxo

paralelo. Uma disposi¢cdo do meio diferente dentro de um cartucho é
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posicionar um primeiro meio de adsor¢ao na entrada e/ou na saida do
cartucho, com, opcionalmente, uma regido mesclada contendo o se-
gundo meio de adsorgao interposta entre as regides de entrada e sai-
da. No caso de meio em forma de fibra, um tecido misto, tricotado ou
uma estrutura nao tecida pode ser preparada por métodos bem co-
nhecidos na industria téxtil para formar pano a partir da fibra mista. Al-
ternativamente, um fio pode ser preparado a partir de um fio de multifi-
lamento mais fino ou monofilamento produzido a partir de duas ou
mais fibras com diferentes quimicas de superficie, contanto que um
tipo de fibra contenha uma superficie que impede ativamente que o
sangue coagule no contato. O fio de fibra mista pode ser, entédo, usado
para preparar pano para contato com sangue.

B. ADSORVENTES DE POLISSACARIDEO

[0055] Em algumas modalidades, o adsorvente de polissacarideo é
heparina, sulfato de heparano, manose, sulfato de dextrano, acido hialu-
rénico, acido sialico, quitosano € uma combinagdo dos mesmos. Em
alguns casos, um ou mais adsorventes de polissacarideo diferentes, por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou mais adsorventes de polissacarideo diferentes,
estao ligados ao substrato sélido do meio de adsorgdo. Em algumas
modalidades, o absorvente € heparina. Em algumas modalidades, o ab-
sorvente é sulfato de heparano. Em outras modalidades, o absorvente é
manose. Em outra modalidade, o absorvente é sulfato de dextrano. Em
alguns casos, os adsorventes de polissacarideo sdo heparina e mano-
se. Em alguns casos, os adsorventes de polissacarideo séo sulfato de
heparano e manose. Em outros casos, os adsorventes de polissacari-
deo séo heparina e sulfato de dextrano. Em ainda outros casos, os ad-
sorventes de polissacarideo sdo manose e sulfato de dextrano.

[0056] Em algumas modalidades, mais de um 1 adsorvente, por
exemplo, 2 absorventes, sao ligados em um unico substrato solido. Em

alguns casos, a razao entre os dois adsorventes (A e B) esta na faixa

Petic3o 870210075182, de 17/08/2021, pag. 17/51



15/39

de 1:99 a 99:1. Em outras modalidades, o substrato é revestido com
cerca de 1 a 50% de adsorvente A e cerca de 1 a 50% de adsorvente B.
[0057] Em algumas modalidades, a manose usada como um ad-
sorvente é um agucar redutor ou um agucar nao-redutor (por exemplo,
um manosideo). As manoses adequadas incluem, porém, sem limita-
cdo, D-manose, L-manose, p-aminofenil-a-D-manopiranosideo, um
polissacarideo contendo manose, e manana. O termo "manose" tam-
bém inclui um polimero de manose, tal como manana. Manana refere-
se a um polissacarideo vegetal que € um polimero linear da manose
de acgucar. As mananas vegetais tém ligagdes (B(1-4). Manana pode
também se referir a um polissacarideo da parede celular encontrado
em leveduras. Esse tipo de manana tem uma cadeia principal a(1-6)-
ligada e ramificagbes a(1-2) e a(1-3)-ligadas.

[0058] Em uma modalidade, a manose esta ligada por ligagao de
ponto de extremidade ao substrato solido. Em outra modalidade, a
manose esta fixada ao substrato por ligagdo de multiplos pontos.
[0059] Em outros casos, a manose é um polimero de manose,
tal como manana. Manana refere-se a um polissacarideo vegetal
que € um polimero linear da manose de agucar. As mananas vege-
tais tém ligacdes B(1-4). Manana pode também se referir a um polis-
sacarideo da parede celular encontrado em leveduras. Esse tipo de
manana tem uma cadeia principal a(1-6)-ligada e ramifica¢des a(1-
2) e a(1-3)-ligadas.

[0060] Os glébulos vermelhos infectados por P. falciparum expres-
sam proteina de membrana do eritrocito 1 (PfFEMP1) que pode se ligar
a moléculas de ligacao especificas na superficie de células endoteliais
e outros RBCs. O método fornecido no presente documento é basea-
do, em parte, na capacidade de globulos vermelhos parasitados de
ligar moléculas de ligagcdo selecionadas, tais como polissacarideos.

Além disso, quando essas moléculas de ligacao estéo ligadas a super-
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ficie de um meio de adsorcdo, o meio pode ser usado para separar
pRBCs de uma amostra de paciente, que, por sua vez, altera a cor do
meio de adsorcdo. Assim, a presenca de uma infecgao por malaria po-
de ser determinada colocando-se uma amostra do paciente em conta-
to com uma molécula de ligacao ligada a um meio de adsorgéo.

[0061] As moléculas que podem ligar pPRBCs e, em particular,
PfEMP1 incluem, porém, sem limitacdo, polissacarideos, tais como
glicoaminoglicanos, por exemplo, heparina, sulfato de heparano e sul-
fato de condroitina A (CSA), acido siailico, o receptor de complemen-
to 1 (CR1), os antigenos do grupo sanguineo ABO A e B, ICAM-1,
CD36, trombospondina (TSP), receptor de proteina C endotenial
(EPCR), E-selectina, molécula de adesdo de célula vascular 1
(VCAM-1), molécula de adesdo de célula endotelial de plaqueta 1
(PECAM-1), molécula de adesdo de leucdcito endotelial 1 (ELAM-1),
proteinas séricas IgG/IgM e fibrinogénio, carboidratos com grupos
manose, lectinas e quitosanos. As moléculas de ligacdo de pRBC
adicionais incluem hiluronato, peptidoglicanos, glicoproteinas, glicoli-
pidios, glicanos, gicosilfosfatidilinositol (GPI) glicanos e acido hialuré-
nico e outros acidos neuraminicos.

[0062] As moléculas de ligagédo fornecidas acima podem ser usa-
das para adsorver pRBCs em uma superficie. Em algumas modalida-
des, pelo menos um adsorvente de polissacarideo esta ligado a um
substrato sdlido de alta area superficial para formar um meio de adsor-
¢ao. Em algumas modalidades, o adsorvente de polissacarideo é he-
parina, sulfato de heparano, acido hialurénico, acido sialico, carboidra-
tos com sequéncias de manose e quitosano. Em uma modalidade, o
adsorvente de polissacarideo é heparina.

[0063] Adicionalmente aos carboidratos mistos, € possivel incluir
por¢cdes quimicas adicionais especificas para o analito. Essas incluem

proteinas, peptideos, anticorpos, affibodies, acidos nucleicos e outras
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por¢cdes quimicas de ligagdo especificas (Consultar a Publicagdo de
Patente n° US 2003/0044769, incorporada ao presente documento a
titulo de referéncia).

C. LIGACAO DE ADSORVENTES DE POLISSACARIDEO NA SU-
PERFICIE DO MEIO DE ADSORGAO

[0064] Os polissacarideos podem estar ligados na superficie do
meio de adsorg¢ao por ligagao de ponto de extremidade ligada por liga-
¢ao covalente unica (por exemplo, ligagdo covalente através do resi-
duo terminal da molécula de heparina). Uma ligagdo covalente unica
no grupo terminar da molécula a ser fixada, em comparagao a ligagao
ndo covalente ou a ligagdo por multiplos pontos, fornece, vantajosa-
mente, melhor controle da orientacdo das moléculas imobilizadas, ma-
ximizando, ao mesmo tempo, sua densidade superficial. Em particular,
a ligacao de ponto de extremidade desses carboidratos de cadeia lon-
ga fornece uma arquitetura de superficie molecular do tipo escova que
leva a uma concentracdo mais alta de posi¢cdes acessiveis nos oligo-
meros de carboidrato disponiveis para ligagao de analito/patégeno. Em
alguns casos, os pRBCs fixam-se as superficies revestidas com hepa-
rina de comprimento completo (por exemplo, heparina com um peso
molecular médio de mais de 10 kDa) de modo muito mais eficaz que
as superficies revestidas com fragmentos de heparina, conforme é
empregado, de modo geral, na técnica anterior.

[0065] A ligacao covalente de um carboidrato (por exemplo, um
polissacarideo) a um substrato sélido fornece controle de parametros,
tal como densidade superficial e orientacdo, das moléculas imobiliza-
das, em comparacgao a ligagao nao covalente. Esses parametros mos-
traram fornecer ligacao de adsorvato as moléculas de carboidrato imo-
bilizadas. Em determinadas modalidades, a concentragao de superfi-
cie do carboidrato no substrato sélido esta na faixa de 0,01 a cerca de
0,5 pg/cm?, tal como 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08,
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0,09, 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18, 0,19 ou
0,2ug/cm?. Em outras modalidades, a concentragdo de superficie do(s)
absorvente(s) no substrato solido esta na faixa de 0,001 a 2,0 ug/cm?.
Em outra modalidade, a concentragcdo de superficie do(s) absorven-
te(s) no substrato soélido esta na faixa de 0,005 a 0,5 ug/cm?.

[0066] Em algumas modalidades, a concentragdo de superficie do
adsorvente no substrato sdlido esta na faixa de 1 pyg/cm? a 20 pg/cm?,
por exemplo, 1 ug/cm?, 2 ug/cm?, 3 uglcm?, 4 ug/lcm?, 5 ug/cm?, 6
ug/cm?, 7 ug/cm?, 8 ug/cm?, 9 ug/cm?, 10 yg/cm?, 11 pg/cm?, 12 ugl/cm?,
13 pg/cm?, 14 pg/ecm?, 15 pglcm?, 16 ug/cm?, 17 ug/cm?, 18 ug/cm?, 19
ug/cm? e 20 pg/cm?. Em outras modalidades, a concentragéo de super-
ficie do adsorvente no substrato sélido esta na faixa de 5 yg/lcm? a 15
ug/cm?, por exemplo, 5 pg/cm?, 6 yg/cm?, 7 ug/cm?, 8 ug/cm?, 9 ug/cm?,
10 pg/cm?, 11 pug/ecm?, 12 yg/ecm?, 13 pug/cm?, 14 pg/cm? e 15 pg/cm?.
[0067] Em algumas modalidades, manose, derivados de manose e
oligbmeros de manose sao acoplados redutivamente a aminas prima-
rias em substratos aminados, tais como microesferas aminadas, por
aminacao redutora. O acoplamento da forma de aldeido aberto de uma
manose redutora a uma microesfera resulta em uma amina secundaria
estavel. As manoses nao redutoras que tém uma amina reativa podem
ser acopladas a uma microesfera com um intermediario que tem uma
funcionalidade de aldeido. Por exemplo, a manose é fixada a um subs-
trato contendo amina por (a) contato de um substrato aminado com
uma solugdo aquosa contendo uma manose para formar um interme-
diario de base de Schiff; e (b) contato da base de Schiff com um agen-
te redutor para fixar a manose. Em algumas modalidades, se a mano-
se for uma manose nao redutora, um aldeido intermediario (por exem-
plo, glutardialdeido) esta ligado ao substrato de amina antes da mano-
se nao redutora.

[0068] A manose pode ser dissolvida em solugdo aquosa, tal como
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uma solugcdo aquosa acida. A solugcdo aquosa de manose esta em
contato com um substrato aminado, tal como uma microesfera amina-
da. Uma base de Schiff é gerada. A bases de Schiff €, depois disso,
reduzida com um agente redutor. O agente redutor pode ser, por
exemplo, cianoboroidreto de sddio ou boroidreto de sédio. Em deter-
minados casos, 0 substrato solido € também reagido com heparina
gue tem uma funcionalidade de aldeido reativo.

[0069] Para ligagédo de heparina, uma fungao de aldeido mais reati-
va no residuo terminar de redugdo pode ser atingida por degradagao
parcial com acido nitroso. Isso encurta o tempo de reacdo, mas a hepa-
rina imobilizada tera um peso molecular mais baixo. O acoplamento é
realizado em solugdo aquosa, por aminagao redutora (cianoboroidreto).
[0070] A ligacédo covalente de moléculas de heparina de compri-
mento completo a uma superficie pode ser atingida pela reagédo de um
grupo aldeido com um grupo amino primario presente na superficie do
meio de adsorcdo. Uma propriedade inerente de todos os carboidratos
€ que os mesmos tém um hemiacetal em sua extremidade de reducao.
Esse acetal esta em equilibrio com a forma de aldeido e pode formar
bases de Schiff com aminas primarias. Essas bases de Schiff pode,
entdo, ser reduzidas em aminas secundarias estaveis. Em algumas
modalidades, a heparina de comprimento completo € imobilizada em
superficie no substrato sélido por conjugagao covalente. Em outras
modalidades, a heparina de comprimento completo esta covalente-
mente ligada ao dito meio de adsorgao por meio de um grupo amino
secundario estavel.

[0071] Em algumas modalidades, as moléculas de heparina de
comprimento completo imobilizadas tém um peso molecular médio de
mais de 10 kDa. Em outras modalidades, as moléculas de heparina
imobilizadas tém um peso molecular médio de mais de 15 kDa. Em

outra modalidade, as moléculas de heparina imobilizadas tém um peso
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molecular médio de mais de 21 kDa. Em ainda outra modalidade, as
moléculas de heparina imobilizadas tém um peso molecular médio de
mais de 30 kDa. De preferéncia, as moléculas de heparina imobiliza-
das tém um peso molecular médio dentro da faixa de 15 a 25 kDa. O
peso molecular médio pode ser também mais alto, tal como na faixa
de 25 a 35 kDa.

[0072] Em determinados casos, varios métodos para produzir ad-
sorventes e os adsorventes em si sdo revelados nas Patentes n° US
8.663.148 e 8.758.286; e Publicacbes de Patente n* US
2009/0136586, 2012/0305482 e US 2014/231357, cujas revelagbes
estao incorporadas ao presente documento a titulo de referéncia para
todos os propdsitos.

D. ANALITOS/PATOGENOS QUE LIGAM ADSORVENTES LIGA-
DOS AO MEIO DE ADSORGAO

[0073] Os adsorventes ligados ao meio de adsor¢ao podem ser
usados para ligacdo a um analito/patégeno de interesse em uma
amostra. Em algumas modalidades, a amostra € selecionada a partir
do grupo que consiste em sangue total, soro, plasma, urina, fezes, es-
puto, lagrimas, saliva, fluido de lavagem bronquial, outro fluido corporal
e combinagdes dos mesmos. Em alguns casos, a amostra é sangue
total de um individuo, por exemplo, um individuo humano.

[0074] O analito/patdbgeno pode incluir, porém, sem limitagao,
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plas-
modium malariae, virus Ebola (EBOV), Streptococcus aureus, Strepto-
coccus pyogenes, Streptococcus pneumonia, Neisseria meningitides,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, bactérias enterobacteriace-
ae resistentes a carbapenem (CRE), (por exemplo, Escherichia coli re-
sistente a carbapenem e Klebsiella pneumoniae resistente a carbape-
nem), um patdgeno produtor de ESBL (por exemplo, E. coli que produz

ESBL, K. pneumonia que produz ESBL e K. oxytoca que produz ESBL),
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bactérias enterococci resistentes a vacomicina (VRE) (por exemplo, E.
faecalis resistente a vacomicina e E. faecium resistente a vacomicina),
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Candida albicans, cito-
megalovirus (CMV), virus do herpes simples 1 (HSV1), virus do herpes
simples 2 (HSV2) e qualquer combinagdo dos mesmos.

[0075] Em determinados outros casos, o analito/patégeno de inte-
resse inclui, porém, sem limitagdo, Virus da Hepatite A (HAV), Virus da
Hepatite B (HBV), Virus da Hepatite C (HCV), Virus da Hepatite D
(HDV), Virus da Hepatite G/Virus GB-C (HGV/GBV-C), Virus da Imu-
nodeficiéncia Humana tipos 1 e 2 (HIV-1/2), Virus Linfotréfico de Célu-
las T Humanas tipos | e Il (HTLV-I/Il), Citomegalovirus (CMV), Virus de
Epstein-Barr (EBV), Virus TT (TTV), Virus do Herpes Humano tipo 6
(HHV-6), Virus SEN (SEN-V) e Parvovirus Humano (HPV-B19).

[0076] Os virus adicionais de interesse incluem, sem limitacao, vi-
rus do herpes humano tipo 7 (HHV-7), virus do herpes humano tipo 8
(HHV-8), virus influenza tipo A, incluindo os subtipos H1N1 e H5N1, co-
ronavirus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS) e virus de RNA
gue causam febre hemorragica, tais como Arenaviridae (por exemplo,
virus da febre de Lassa (LFV)), Filoviridae (por exemplo, virus Ebola
(EBQV) e virus Marburg (MBGV)); Bunyaviridae (por exemplo, virus da
febre do Vale do Rift (RVFV) e virus da febre hemorragica da Crimeia-
Congo (CCHFV)); e Flaviviridae (virus do Nilo Ocidental (WNV), virus
da Dengue (DENY), virus da febre amarela (YFV) e virus GB C (GBV-
C), formalmente conhecido como virus da Hepatite G (HGV).

[0077] Em determinados casos, as bactérias incluem, porém, sem
limitacdo, Treponema Pallidum (TP, o agente da sifilis), Yersinia Ente-
rocolitica e Staphylococcus e espécies de Streptococcus (agentes co-
muns de contaminagao bacteriana) e parasitas, tais como espécies de

Plasmodium (o agente da malaria), Trypanosoma Cruzi (agente da do-
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enca de Chagas) e Babesia Microti (agente de babesiose). As bacté-
rias adicionais incluem, porém, sem limitacdo, Staphylococcus epider-
midis, Bacillus cereus, Eikenella corroders, Listeria monocytogenes,
Streptococcus agalactiae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningi-
tidis, Neisseria gonorrhoeae, Bacteroides fragilis, Bacillus anthracis,
Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Francisella tularensis, Brucella
abortus, Serratia marcescens, Serratia liquelaciens, Pseudomonas flu-
orescens e Deinococcus radiodurans.

[0078] Adicionalmente, podem ser detectados patdgenos trans-
missiveis pelo sangue emergentes, tal como Candida sp., incluindo
Candida albicans, Aspergillus sp., incluindo Aspergillus fumigatus, Vi-
rus da Hepatite E (HEV), virus do Herpes Humano tipo 8 (HHV-8), Bor-
relia Burgdorferi (agente doenga de Lyme) e o agente desconhecido
da doencga de Creutzfeldt-Jakob (CJD).

[0079] Os patdégenos conhecidos por ligar-se a heparina/sulfato de
heparano podem ser usados nos meétodos descritos no presente do-
cumento. Os exemplos ndo limitantes de tais patégenos incluem bac-
térias, por exemplo, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Borrelia
burgdorferi, Bordetella pertussis, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia
trachomatis, Haemophilus influenzae nontypable, Helicobacter pylori,
Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria gonor-
rhoaea, Neisseria meningitidis, Orientia tsutsugamushi, Porphyromo-
nas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptcoccus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Steptococcus
pneumoniae, Yersinia enterocolitica; virus, por exemplo, virus adeno-
associado tipo 2, adenovirus, coronavirus, coxsackievirus, citomegalo-
virus, virus da Dengue, FMDV, HSV1, HSV2, virus da hepatite B, virus
da hepatite C, HHV8, HIV1, HPV, HTLV1, virus da encefalite japonesa,
virus pseudorabies, virus sincicial respiratorio, rinovirus, sindbis virus,

vaccinia virus, virus do Nilo Ocidental, virus da febre amarela; parasi-
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tas, por exemplo., Giardia lambia, Leishmania spp., Encephalitozoon
spp., Neospora caninum, Plasmodium spp., Toxoplasma gondii,
Trypanosona cruzi, e prions. Consultar, por exemplo, Barlett e Park,
"Chapter 2 Heparan Sulfate Proteoglycans in Infection" em M.S.G.
Pavao, ed. Glycans in Diseases and Therapeutics, Biology of Extracel-
lular Matrix, Heidelberg:Spring-Verlag, 2011.

E. METODOS PARA DETECTAR ANALITOS/PATOGENOS

[0080] E fornecido no presente documento um método para redu-
zir as células sanguineas em uma amostra biologica de um individuo
que esta infectado ou sob suspeita de estar infectado com o dito anali-
to/patégeno. O método pode ser usado para remover células sangui-
neas que podem interferir na sensibilidade de técnicas convencionais
usadas para detectar o analito/patégeno de interesse. O método pode
incluir expor a amostra que inclui células sanguineas ao meio de ad-
sorcao descrito no presente documento sob condi¢cdes para formar um
complexo aderente que inclui o analito/patégeno e o meio de adsor-
¢ao. As células sanguineas da amostra podem ser separadas do com-
plexo aderente por, por exemplo, gravidade, ou outros meios que man-
tenham o complexo aderente. Em alguns casos, uma solugao salina,
tal como uma solugdo salina normal, por exemplo, uma solucdo de
cerca de 0,90% em p/v de NaCl, cerca de 300 mOsm/l, uma solugao
salina a 0,01 N ou uma solucao similar, € aplicada ao complexo ade-
rente que inclui o0 meio de adsorgao para remover por lavagem as cé-
lulas sanguineas remanescentes.

[0081] Também ¢é fornecido no presente documento um método
para concentrar analitos/patégenos infecciosos em uma amostra obtida
a partir de um individuo que esta infectado ou sob suspeita de estar in-
fectado com os ditos analitos/patégenos. A amostra pode ser exposta
ao meio de adsorcao descrito no presente documento sob condi¢des

para formar um complexo aderente que inclui 0 meio de adsorgao e os
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analitos/patégenos. Os componentes da amostra que ndo séo parte do
complexo aderente podem ser separados por, por exemplo, gravidade,
sem perturbar o complexo aderente. O complexo aderente que inclui o
meio de adsorg¢do pode ser lavado com um tamp&o de lavagem, tal co-
mo uma solug¢do salina normal ou uma solugdo que mantenha (preser-
ve) o complexo. Em alguns casos, uma solugédo salina normal € uma
solucao de cerca de 0,90% em p/v de NaCl, cerca de 300 mOsm/l, uma
solucao salina a 0,01 N ou uma solugao similar. O complexo pode ser
perturbado para separar os analitos/patdégenos do meio de adsorgao
aplicando-se um tampao de eluicdo, tal como uma solugcao salina alta-
mente iGnica, ao complexo. Em alguns casos, uma solugdo salina alta-
mente ibnica € uma solugao salina a 2 N. Em outros casos, o tampéao de
eluicdo € um tampé&o que pode romper a ligagdo do adsorvente de po-
lissacarideo e do analito/patdégeno. Em algumas modalidades, diferen-
tes analitos/patdégenos podem ser eluidos do meio de adsor¢cao em dife-
rentes fracbes com o uso de varios tampdes de eluicdo para o anali-
to/patdégeno particular de interesse. Similarmente a uma coluna de cro-
matografia, analitos/patégenos especificos podem ser eluidos em tem-
po diferente em agrupamentos diferentes. O analito/patégeno de inte-
resse pode ser eluido em uma ou mais fragdes.

[0082] Esse processo concentra analitos/patégenos, que pode ser,
entdo, identificado e analisados com o uso de métodos padrao conhe-
cidos por aqueles na técnica. Por exemplo, patdbgenos bacterianos,
virais, fungicos, protozoarios, parasiticos e microbianos podem ser de-
tectados com o uso de ensaios, tais como ensaios colorimétricos, imu-
noensaio (por exemplo, ensaios de sanduiche ou ensaios de fita de
imersao), ensaios de imunossorvente ligado a enzima (ELISAs), en-
saios baseados em PCR (por exemplo, RT-PCR, gPCR, ensaios
TagMan®), ensaios de proliferagdo de patogeno (por exemplo, ensaios

de resisténcia a farmaco ou antibidtico) e variantes dos mesmos. Por
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exemplo, RNA de HCV é detectado com o uso de RT-PCR com o uso
de um kit padréo, tal como teste de HCV COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) e RealTime HCV Ge-
notype Il (Abbott Molecular, Abbott Park, IL). O virus Ebola pode ser
detectado com o uso de, por exemplo, BioFire Diagnostics’ FilmArray e
o Ebola Virus VP40 Real-time RT-PCR Assay do CDC.

[0083] Os patogenos resistentes a farmaco podem ser detectados
cultivando-se o patdégeno na presenga do farmaco. Por exemplo, um
patdgeno sob suspeita de ser Klebsiella ou E.coli resistente a carba-
penem pode ser usado para inocular um meio de crescimento conten-
do ertapenem ou meropenem. Apos cultura adequada, a cultura em
caldo incubada pode ser subcultivada em uma placa de agar de Mac-
Conkey. No dia seguinte, a placa de agar pode ser examinada quanto
a colbénias de fermentacao de lactose (rosa-vermelho). Adicionalmente,
as col6nias isoladas podem ser triadas com o uso de um teste fenoti-
pico quanto a produgao de carbapenemase, tal como Teste de Hodge
Modificado (MHT).

[0084] Em determinados casos, o analito de interesse pode ser
detectado e/ou identificado com o uso de técnicas de laboratério tipi-
cas, tal como ensaio de imunossorvente ligado a enzima (ELISA), ra-
dioimunoensaio (RIA) e cromatografia de afinidade. Por exemplo, em
determinados casos, um kit ELISA comercialmente disponivel pode ser
usado ou é facilmente desenvolvido. No ELISA, um anticorpo especifi-
co € passivamente absorvido a uma placa. Os sitios ndo especificos
sao bloqueados com uma solugao proteica que nao tem parte ativa na
reacao imunoquimica especifica de um ensaio particular. Um anali-
to/patégeno especifico é capturado pelo anticorpo na superficie e, en-
tao, detectado por outro anticorpo com uma identificagao enzimatica. A
identificagdo enzimatica é reagida com reagentes especificos, e a pre-

senca do analito € detectada e identificada.
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[0085] Em determinados outros casos, uma microbalanca de cris-
tal de quartzo (QCM) pode ser usada para detectar o analito adsorvido
a superficie. Uma microbalanca de cristal de quartzo € um detec-
tor/sensor muito sensivel e ndo dispendioso que produz uma troca de
frequéncia em vibracdo de cristal de quartzo quando as moléculas in-
teragem com sua superficie. A QCM detecta uma alteracgéo fisica tal
como uma passa por area unitaria medindo a mudanga em frequéncia
de ressonador de cristal de quartzo. Em liquido, a QCM ¢é altamente
eficaz na determinagdo da afinidade de moléculas as superficies fun-
cionalizadas com sitios de reconhecimento. Entidades maiores, tais
como virus e micrébios, podem ser também reconhecidas. Por exem-
plo, as QCMs podem ser acopladas a anticorpos, permitindo a capta-
¢ao seletiva de um conjugado de anticorpo. Em determinados casos, o
eluente contém um analito ou patdégeno de interesse. A QCM tem con-
jugado a mesma um anticorpo especifico para o analito. Colocando-se
a QCM em contato com o eluente que contém o analito/patégeno, o
analito se liga a superficie de da QCM, e a QCM capta a ligagao, pre-
senca ou sua identidade. Outras moléculas de afinidade podem ser
também ligadas a superficie, tais como acidos nucleicos, carboidratos,
peptideos, proteinas e similares.

[0086] Em ainda outros casos, técnicas de ressonancia de plas-
mon de superficie (SPR) podem ser usadas para detectar a presenca
e/ou identidade do analito/patégeno. O plasmon de superficie € um
nome quantico para uma onda de densidade de carga elétrica que se
propaga em uma interface entre um metal e um dielétrico, assim como
um préton € um nome quantico para uma onda de luz. Os plasmons de
superficie ressonam mediante excitacdo por radiacéo eletromagnética
gue entra em uma interface de material metalico e um material dielétri-
co. O plasmon de superficie responde as alteracbes no ambiente em

estreita proximidade com a interface. Esse fato torna a ressonancia de
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plasmon de superficie util para a deteccéo de interacdes biomolecula-
res. Como a QCM, é possivel identificar a superficie SPR com um an-
ticorpo ou porgdo quimica de ligacéo, tal como um antigeno de um
analito/patogeno de interesse.

[0087] O método para concentrar analitos/patégenos do sangue,
por exemplo, sangue inteiro ou soro, ou para reduzir as células san-
guineas do sangue pode incluir colocar 0 sangue em contato com um
soélido, essencialmente substrato microporoso, que foi tratado em su-
perficie com um adsorvente de polissacarideo que tem uma afinidade
de ligacéo para os analitos/patégenos a serem removidos (0s adsorva-
tos). O tamanho dos canais intersticiais dentro do dito meio € balan-
ceado com a quantidade de area superficial de meio e a concentragao
de superficie de sitios de ligagdo no meio a fim de fornece capacidade
adsortiva adequada enquanto também permite taxas de fluxo relativa-
mente altas de sangue através do meio adsorvente. O resultado € que
o transporte de adsorbatos para os sitios de ligagdo no meio ocorre
amplamente por conveccgao forgada, ndao por difusdo lenta. Por con-
veccgao (forgada) quer-se dizer, por exemplo, fluxo produzido por um
gradiente de pressao gerado por uma bomba ou uma seringa pela
aplicacao de pressao externa a um contentor flexivel (ou presséao in-
terna a um contentor rigido), por uma cabecga gravitacional/diferenca
de elevagao, ou peca diferenga em presséao arterial e pressao venosa
no paciente que é tratado com um dispositivo extracorporeo.

F. METODO PARA DIAGNOSTICAR UMA INFECCAO POR MALARIA
[0088] Sao fornecidos no presente documento métodos para usar
um meio de adsorcdo que compreende substrato sélido imobilizado
por heparina para determinar a presenga de uma infeccéo por malaria.
Uma amostra coletada de um individuo sob suspeita de ter malaria
pode ser testada quanto aos glébulos vermelhos infectados (RBCs) ou

RBCs parasitados com o uso do método descrito no presente docu-
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mento. Esse método € baseado na observacdo de que proteina de li-
gagao de sulfato de heparano localizadas na superficie celular de
RBCs parasitados podem aderia a heparina, sulfato de heparano ou
outros polissacarideos que estdo ligados em uma superficie solida.
Adicionalmente, o método pode ser utilizado para determinar se o indi-
viduo deve receber uma terapia antimalaria. Além disso, o método po-
de ser usado para monitorar a progressao da malaria em um individuo
que recebeu a dita terapia.

[0089] Uma amostra pode ser obtida a partir de um individuo (por
exemplo, individuo humano) sob suspeita de ter uma infec¢gado por ma-
laria. Em algumas modalidades, a amostra € um membro selecionado
a partir do grupo que consiste em sangue total, soro, plasma, urina,
esputo, fluido de lavagem bronquial, lagrimas, aspirado do mamilo, lin-
fa, saliva, fluido cérebro-espinhal, tecido e combinagbes dos mesmos.
De preferéncia, a amostra é sangue total.

[0090] A amostra é, entdo, colocada em contato com o meio de ad-
sorcao sob condi¢gdes para permitir que o adsorvente de polissacarideo
na superficie do substrato sdlido se ligue a um glébulo vermelho parasi-
tado, se presente na amostra, para formar um complexo aderente.
[0091] Em alguns casos, apos a formacédo do complexo aderente,
a amostra e o0 meio de adsorcao sao separados sem romper ou sepa-
rar o complexo do meio.

[0092] A presenca do complexo aderente é detectada inspecio-
nando-se a cor do meio de adsorgédo dentro do espectro de luz visivel
(por exemplo, comprimento de onda de cerca de 400 nm a cerca de
700 nm). Em alguns casos, a cor detectavel esta dentro da faixa de
comprimento de onda de cerca de 625 nm a 740 nm, ou a faixa cor-
respondente a cor vermelha ou variagbes da mesma. A cor do meio de
adsorcao pode ser determinada com o uso de um detector optico de

luz visivel ou o olho humano.
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[0093] Em determinados casos, € possivel concentrar o analito
(por exemplo, virus, patdgeno, bactéria, citocina ou complexo aderen-
te) no meio e detectar o analito por uma alteragdo de cor do meio. Em
uma modalidade alternativa, € possivel concentrar o analito a ser de-
tectado eluindo-se o analito da coluna, concentrando-se o analito e
medindo-se uma alteracédo de cor de meio. Outras formas de deteccéao
sao também possiveis.

[0094] Em algumas modalidades, a cor do meio de adsorgédo de
teste € comparada a um meio de adsor¢cédo de controle. Em algumas
modalidades, o meio de controle (por exemplo, controle negativo para
infeccdo) é um meio de adsor¢ao que foi exposto a uma amostra cole-
tada de um controle saudavel, tal como um individuo que ndo tem uma
infeccdo por malaria. Em outras modalidades, o meio de controle (por
exemplo, controle positivo) € um meio de adsorgdo que foi exposto a
uma amostra coletada de um individuo que tem uma infeccéo por ma-
laria (por exemplo, infecgdo por malaria ndo complicada ou grave).
[0095] Se 0 meio de adsor¢ao do individuo de teste tiver uma cor
similar aquela do controle saudavel, entdo, o ensaio indica a auséncia
do complexo aderente. Todavia, se 0 meio de adsorcdo do individuo
de teste tiver uma cor similar aquela do controle positivo, entdo, o en-
saio indica a presenca do complexo aderente e, assim, uma infeccéo
por malaria.

[0096] Se a presenca do complexo aderente for detectada, entao, o
individuo pode receber uma terapia antimalaria. Os exemplos n&o limi-
tantes de uma terapia antimalaria incluem cloroquina (Aralen), sulfato de
quinina (Qualaquin), hidroxicloroquina (Plaquenil), atovaquona-proguanil
(Malarone), artemeter-lumefantrina (Coartem), mefloquina (Lariam),
primaquina, amodiaquina, quinina, quinidina, doxiciclina, clindamicina,
sulfonamidas, tais como sulfadoxina e sulfametoxipiridazina, pirimeta-

mina, halofantrina, artemisinina, derivados de artemisinina dos mesmos
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e combinacdes dos mesmos. Os derivados de a incluem artemeter, ar-
tesunato, di-hidroartemisinina, artenimol, artemotil e arteeter. Outros
derivados de artemisinina que sao farmacos antimalaria adequados séo
encontrados, por exemplo, nas Patente n° US 8.722.910; 8.481.757;
8.304.440; 7.851.512; 7.776.911; 7.084.132; 6.586.464; 6.362.219; e
nas Publicacbes de Patente n° US 2012/0258945, 2013/0072513,
2013/071474, 2014/011829, 2014/011830 e 2014/256761.

G. RBCS INFECTADOS PODEM SE LIGAR A MOLECULAS DE LI-
GAGAO DE RBC NA SUPERFICIE DO MEIO DE ADSORGAO

[0097] Os globulos vermelhos infectados podem ser retidos na su-
perficie de um meio de absorgéo ligado por um polissacarideo, tal co-
mo, porém, sem limitagdo, sulfato de heparano, heparina, sulfato de
condroitina e derivados dos mesmos. Os exemplos nao limitantes de
agentes de infecgéo, tais como virus e patégenos (por exemplo, bacté-
rias e parasitas) que podem se ligar a sulfato de heparano, heparina e
analogos dos mesmos incluem bactérias, por exemplo, Bacillus an-
thracis, Bacillus cereus, Borrelia burdorferi, Bordetella pertusis,
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Hemophilus influen-
zae, Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tu-
berculosis, Neisseria gonorrhoaea, Neisseria meningitidis, Orientia
tsutsugamushi, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyo-
genes, Streptococcus pneumoniae, € Yersinia enterocolitica, vaccinia
virus, por exemplo, virus da variola bovina, virus da variola dos coe-
lhos, virus de mixoma e virus do fiboroma de Shope, HIV-1, HPV,
HTLV1, virus da hepatite C, virus da hepatite B, virus adeno-
associados (AAV), adenovirus, coronavirus, coxsackievirus, citomega-
lovirus, herpesvirus, por exemplo, Herpesvirus-4 de Murid (MuHv-4),
herpesvirus associado a sarcoma de Kaposi (KSHV), virus de Ebstein-

Barr (EBV), FMDV, virus do herpes simples, por exemplo, HSV-1 e
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HSV-2, virus pseudorabies (PrV), virus pseudorabies, virus sincicial
respiratorio, rinovirus, virus sidbis, flavivirus, por exemplo, virus da
dengue (dengue 1, 3, 4), virus da encefalite japonesa, virus kunjin, vi-
rus da encefalite do Vale Murray, virus de powassan, virus da encefali-
te de St. Louis, virus da encefalite transmissivel por carrapato, virus do
Nilo Ocidental, virus da febre amarela, pestivirus, por exemplo, virus
que causam doencga da fronteira, diarreia viral bovina, febre suina
classica, virus da febre hemorragica, por exemplo, virus Ebola, virus
Marburg, virus da febre de Lassa, virus do Vale Rift, outros virus are-
naviridaie, outros virus bunyaviridae e outros virus filoviridae, e parasi-
tas, por exemplo, Giardia lamblia, Leishmania ssp., Encephalitozoon
spp., Neospora caninum, Plasmodium ssp., Toxoplasma gondii e
Trypanosoma cruzi.

H. CONCENTRADORES E KITS

[0098] Em determinadas modalidades, a presente invencgao forne-
ce um concentrador em uma forma que se assemelha a uma seringa
hipodérmica. A Figura 1 € uma modalidade do concentrador da pre-
sente invencdo. O concentrador 100 tem um tambor 118 preenchido
com meio de adsorcao 105. Em determinados casos, o tambor € uma
porcao de tambor cilindrico 118 com adsorvato contido na mesma 105,
com uma extremidade terminando em um tubo de saida 117 de um
diametro menor que o didametro da por¢cdo de tambor cilindrico 118.
Em alguns casos, uma agulha hipodérmica oca 112 se comunica com
o tubo de saida 117 da porgao de tambor 118. Em alguns casos, um
ou mais adsorventes de polissacarideo diferentes, por exemplo, 1, 2,
3, 4, 5 ou mais adsorventes de polissacarideo diferentes, estao ligados
ao meio de adsorgcédo. O concentrador 100 tem um émbolo 130 com
uma haste 115 que permite que o usuario remova uma amostra de um
individuo com o uso de uma agulha 112 que esta ligada ao concentra-

dor 100. A agulha pode ser de varios calibres conforme sejam tipicos
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para a amostra que € removida de um individuo. Em determinados as-
pectos, o concentrador 100 tem um reservatério opcional 110 preen-
chido com fluido, tal como solugdo salina, agua ou um tamp&o. Em
operagdo, a agulha é inserida em um individuo para remover uma
amostra, tal como sangue. Conforme o émbolo 130 é retirado do tam-
bor 118 com o uso da haste 115, uma barreira rompivel 108 entre o
reservatorio 110 e o meio 105 é rompida por agao do émbolo retirado,
permitindo que o fluido seja extraido através do meio para umedecer
ou preparar o meio. O fluido (por exemplo, solugdo salina) € extraido
através do meio 105 e termina na area 121. Em determinados casos, o
reservatorio opcional 110 compreende uma vedacio ou barreira rom-
pivel 108, tal como uma folha metalica, um adesivo ou um plastico,
disposta entre o tubo de saida e o adsorvato 105.

[0099] Conforme uma amostra (por exemplo, sangue) € extraida
através do meio, o analito ou patégeno contido na mesma adere ao
meio. Em determinados casos, o émbolo retirado 115 pode ser empur-
rado pelo usuario de volta em direcdo ao tambor do concentrador. Em
determinados casos, a amostra, tal como o sangue removido, pode ser
injetada de volta e retornada ao individuo. Essa operagao para frente e
para tras do émbolo pode ser repetida diversas vezes a fim de concen-
trar o analito/patégeno no meio. A operacdo de remogao do émbolo
para frente e para tras pode ser repetida 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou ainda mais
vezes.

[00100] O analito/patégeno pode ser removido do meio com o uso
dos métodos ensinados no presente documento. Por exemplo, em de-
terminados casos, solugao salina normal pode ser usada para remover
quaisquer células aderentes e restos. Depois disso, uma solugao sali-
na a 2 N pode ser usada para remover o analito ou patdégeno. Em de-
terminados outros casos, um tampao ou solugéo salina é usado para

remover todos os componentes de amostra aderentes.
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[00101] Em ainda outros aspectos, é usado um filtro de esteriliza-
¢ao que pode estar ligado ao exterior do concentrador 100. Por exem-
plo, a agulha pode ser removida, e o filtro ligado, ou a agulha tem um
adaptador de filtro. O filtro permite que o concentrador seja adaptavel
para uso em campo. Por exemplo, no campo, agua ou fluido estéril
pode ndo estar disponivel. Em determinados casos, agua ou fluido im-
puro é extraido através do filtro e, agora, esterilizado através do meio
105. Em determinados casos, o reservatério 110 é opcionalmente re-
movido, e a agua esterilizada ou fluido esterilizado extraido através do
filtro de esterilizagao prepara ou umedece o meio.

[00102] Em uma modalidade, a presente invencao fornece um kit
que compreende um concentrador. Em determinados aspectos, o kit
inclui uma embalagem que pode ser usada para reter o concentrador
antes e apos o uso. O concentrador pode ser usado conforme discuti-
do acima e, posteriormente, enviado para analise adicional. O kit inclui,
opcionalmente, instrugdes para uso.

[00103] Em um aspecto, o concentrador compreende:

a) uma porg¢ao de tambor cilindrico oco 118 com adsorvato
contido na mesma 105, em que uma extremidade termina em um tubo
de saida 1117 de um didametro menor que o didametro da porg¢ao de
tambor cilindrico 118;

b) uma agulha hipodérmica oca 112 que se comunica com
o tubo de saida 117 da dita porgao de tambor 118;

c) um émbolo 130 que compreende um material elastoméri-
co disposto no interior e adaptado para movimento reciproco dentro do
dito tambor cilindrico 118;

d) meio de haste 115 ligado ao dito émbolo 130 e que se
estende para fora da extremidade da dita porgdo de tambor 118 opos-
ta ao tubo de saida 117 e operacional para conferir movimento reci-

proco ao dito émbolo 130 em direc&o a e na diregao oposta ao tubo de
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saida da dita por¢cado de tambor 118; e

e) um reservatorio opcional 110 com uma vedagao rompivel
108, disposto entre o tubo de saida e o adsorvato.
lll. EXEMPLOS
[00104] Os exemplos a seguir sdo oferecidos para ilustrar, porém,
nao limitar, a invengao reivindicada.
EXEMPLO 1: DIAGNOSTICO DE MALARIA EM INDIVIDUOS COM O
USO DE UM MEIO DE ADSORGAO CONJUGADO A HEPARINA
[00105] Esse exemplo ilustra o uso de um meio de adsorg¢ao conju-
gado a heparina para detectar glébulos vermelhos parasitados
(PRBCs) em uma amostra de sangue de um individuo sob suspeita de
ter uma infeccéo por malaria.
[00106] Uma amostra de sangue total é coletada de um individuo
por métodos padrao e seguindo as diretrizes clinicas. A amostra de
sangue (amostra de teste) é colocada em contato com heparina imobi-
lizada na superficie do meio de adsor¢ao sob condi¢cdes para permitir
que quaisquer globulos vermelhos parasitados na amostra de teste se
liguem a heparina imobilizada. Em seguida, a amostra nao ligada é
removida sem perturbar o complexo aderente formados pelos pRBCs
e a heparina no meio de adsorcéo de teste. O meio de teste é, entéo,
observado com o uso do olho nu para detectar qualquer alteracdo em
cor em comparagao com um meio de adsorg¢ao para sangue total livre
de glébulos vermelhos parasitados. Se uma alteragao de cor for detec-
tada (por exemplo, o meio de teste parece mais vermelho), isso indica
que o individuo provavelmente tem uma infecgao por malaria.
[00107] A cor do meio de teste € comparada a cor de um meio de
adsorgao exposto a uma amostra de sangue de um controle saudavel,
tal como um individuo que nao tem infecgcéo por malaria. O individuo é
diagnosticado como nao tendo uma infecgdo por malaria se o meio de

adsorcao de teste e o meio de controle saudavel tiverem cor similar. A
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cor do meio de teste € comparada a cor de um meio de adsorgcido ex-
posto a uma amostra de sangue de um controle positivo, tal como um
paciente com malaria ndo complicada ou malaria grave. O individuo é
diagnosticado como tendo uma infecgdo por malaria se o meio de ad-
sorcao de teste e o meio de controle positivo tiverem cor similar.
EXEMPLO 2: UM SISTEMA PARA DIAGNOSTICAR UMA INFEC-
CAO VIRAL E TRATAR EXTRACORPORALMENTE A INFECCAO
[00108] Esse exemplo ilustra um sistema da presente invencéo.
[00109] O sistema compreende pelo menos dois cartuchos, em que
o primeiro cartucho € um cartucho de diagnostico menor, e o segundo
cartucho é um cartucho terapéutico maior. O primeiro cartucho ou car-
tucho de diagndstico contém uma coluna curta entre 3 a 6 ml, que é
preenchida com microesferas heparinizadas. O primeiro cartucho é
usado para a detecgao de uma amostra de sangue sob suspeita de
conter virus da hepatite C (HCV).

[00110] Uma amostra de sangue de 2 ml é obtida a partir do indivi-
duo. A amostra de sangue é carregada na coluna de diagnostico e
forma um complexo aderente que compreende o meio de adsorgao e
HCV. Depois disso, a coluna é lavada com um tampéao de lavagem de
solucao salina a 0,01 N. A coluna €, depois disso, lavada aplicando-se
um tampao de eluicdo de solugao salina a 2 N ao concentrado do pa-
tégeno infeccioso.

[00111] RNA de HCV é detectado com o uso de RT-PCR com o uso
de um kit padréo, tal como teste de HCV COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) e RealTime HCV Ge-
notype Il (Abbott Molecular, Abbott Park, IL).

[00112] O segundo cartucho terapéutico maior é constituido por mi-
croesferas revestidas heparinizadas. Uma coluna de adsor¢ao de 300
é fixada a um apoio vertical. Os 300 ml de microesferas séo, entéo,

adicionados ao cartucho e vedados.
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[00113] O paciente usa remogao extracorpérea do HCV com o uso
da coluna terapéutica. A ligagéo do virus da hepatite C a heparina ocor-
re. A heparina € eficaz para identificar e remover o agente infeccioso.
EXEMPLO 3: PROCESSAMENTO DE UMA AMOSTRA DE UM INDI-
VIDUO SOB SUSPEITA DE ESTAR INFECTADO COM ViRUS EBO-
LA ANTES DA DETECCAO DO VIiRUS

[00114] Esse exemplo ilustra o uso de uma modalidade exemplifica-
tiva da presente invencao para isolar particulas de virus Ebola de uma
amostra biolégica de um individuo infectado com virus Ebola.

[00115] Uma amostra de sangue total infectada com Ebola é cir-
culada por uma coluna preenchida com microesferas heparinizadas.
Em varios pontos no tempo, o fluxo passante da coluna é coletado e
testado quanto a presenca de Ebola. As microesferas heparinizadas
sao delicadamente lavadas com uma solucao salina a 0,01 N sem
perturbar a matriz de microesferas. O fluxo passante da etapa de
lavagem é coletado e testado quanto a Ebola. O fluxo passante con-
tém células, tais como células sanguineas, que podem interferir na
sensibilidade de ensaios de deteccio viral comerciais. Um tampao
de eluicdo contendo solucdo salina a 2 N é aplicado a coluna, e o
eluente é coletado. O eluente é testado quanto a presenca de Ebola
com o uso do protocolo do CDC "Ebola Virus VP40 Real-Time RT-
PCR Assay". Esse método usa um ensaio TagMan® para detectar a
proteina viral 40 do virus Ebola.

EXEMPLO 4: PROCESSAMENTO E CONCENTRAGAO DE PATO-
GENOS A PARTIR DE UMA AMOSTRA DE SANGUE COM O USO
DE MICROESFERAS MODIFICADAS POR ADSORVENTE DE PO-
LISSACARIDEO

[00116] Esse exemplo ilustra o uso de uma modalidade exemplifica-
tiva da presente invengdo para remover e concentrar 14 patdégenos

diferentes de uma amostra bioldgica.
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[00117] Aproximadamente 0,6 grama de meio de adsorgao, tal co-
mo meio de heparina apenas, meio de manose apenas, meio de PEI
de polietilenimina, um compdsito de meio de heparina e manose ou
um composito de meio de heparina e manose e microesferas despro-
tegidas, foi embalado em seringas de filtro de 2,5 ml (Mobicol) com
placas de extremidade de 100 um. 2 ml das suspensdes de patdogeno
em sangue foram preparados cultivando-se os patdgenos (por exem-
plo, P. aeruginosa, MRSA, K. pneumonia que produz ESBL, K. pneu-
monia resistente a carbapenem, K. pneumonia, E. coli resistente a
carbapenem, E. coli, S. pneumonia, E. faecalis, E. faecalis resistente a
vancomicina, E. faecium, A. baumannii, C. albicans e CMV) de um dia
para outro e diluindo-se até as concentragdes adequadas (Tabela 1).
As seringas de filtro embaladas foram enxaguadas com 3 ml de PBS,
seguidas por passagem da suspensao de patdogeno pelas seringas
trés vezes. 1,0 ml do tampéao de eluicédo (solugdo salina a 2 N) foi pas-
sado pelas seringas, e o fluxo passante (eluente) foi coletado. Diluicao
padrao e técnicas de plaqueamento foram usadas para enumerar os
patdgenos do eluente. O teste foi replicado duas vezes ou trés vezes
para cada meio, e a combinacao de patdgenos foi analisada. Os resul-
tados sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1. CONCENTRAGCAO DE PATOGENO APOS A PASSA-
GEM SOBRE O MEIO DE ADSORGAO MODIFICADO

Contagem de Patégenos (CFU/ml ou PFU/ml)

Concentragéo Final
Bactérias E(i);ca:?ntragéo Heparina |Manose [PEI w’aglgllv)lan I(-(Ifglsljv)lan/PEl
P. aeruginosa 4,02E+05 5,27TE+05 [3,79E+05 U4, 73E+05 W,67E+05 [2,75E+05
MRSA 1,21E+05 1,02E+04 [1,22E+05 |[1,48E+04 [2,03E+04 (3,07E+03
K. pneumoniae (ESBL) |2,82E+05 1,72E+05 [1,98E+05 [1,80E+05
K. pneumoniae (CRE)  |1,40E+05 7,83E+01 [|1,70E+02 [2,07E+02 [2,07E+02 |1,88E+02
K. pneumoniae 4,02E+05 2,55E+05 [2,66E+05 [1,64E+05
E. coli (CRE) 2,57E+05 1,90E+02 [2,25E+02 [1,83E+02 [2,00E+02 [2,27E+02
E. coli 6,15E+05 1,54E+03 8,92E+02 [1,01E+03
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Contagem de Patégenos (CFU/ml ou PFU/ml)
Concentragéo Final
Bactérias I(ilti)(r:i:(lentragéo Heparina |Manose  [PEI Hfg /SIJV)Ian :(Ifg lgl)lan/PEI
S. pneumoniae 9,80E+04 4,60E+04 |5,80E+04 |7,48E+04
E. faecalis 6,43E+05 6,17E+03 [5,83E+03 [3,34E+03
E. faecalis(VRE) 6,17E+05 5,40E+04 [5,42E+04 14,80E+04
E. faecium 9,17E+05 4,00E+05 5,67E+05 [5,33E+05
A. baumannii 1,83E+05 3,82E+04 [1,82E+04 |8,50E+04
C. albicans 3,35E+05 2,15E+05
CMV 7,59E+04 1,35E+04

TABELA 2. QUANTIDADE DE PATOGENO REMOVIDA DE UMA
AMOSTRA DE SANGUE

CFU ou PFU removida por grama de meio

Heparina Manose PEI Hep/Man Hep/Man/PEI
P. aeruginosa 0,00E+00  [7,67E+04 0,00E+00  {0,00E+00 4,23E+05
MRSA 3,69E+05  |-3,33E+03  [3,54E+05  [3,36E+05 3,93E+05
K. pneumoniae (ESBL) 3,67E+05  [2,80E+05 3,40E+05
K. pneumoniae (CRE) 4,66E+05  |4,66E+05 4,66E+05  |4,66E+05 4,66E+05
K. pneumoniae 4,90E+05  14,53E+05 7,93E+05
E. coli (CRE) 8,56E+05  |8,56E+05 8,56E+05  [8,56E+05 8,56E+05
E. coli 2,04E+06  [2,05E+06 2,05E+06
S. pneumoniae 1,73E+05 1,33E+05 7,73E+04
E. faecalis 2,12E+06  [2,12E+06 2,13E+06
E. faecalis (VRE) 1,88E+06  |1,88E+06 1,90E+06
E. faecium 1,72E+06  |1,17E+06 1,28E+06
A. baumannii 4,83E+05  |5,49E+05 3,27E+05
C. albicans 4,00E+05  |1,12E+06
CMV 2,08E+05

[00118] As tabelas acima ilustram a remogao e a concentragcao de
14 patégenos diferentes com o uso dos métodos revelados no presen-
te documento. Por exemplo, conforme € mostrado na Tabela 1, uma
amostra de MRSA tem uma concentragao inicial de 1,21 x 10° CFU/ml.
A Tabela 1 mostra varias eficacias dos adsorvatos da presente inven-
cao. Apos uma passagem ou passagens repetidas sobre uma coluna

gue tem heparina, manose, microesfera nao protegida (PEI), uma mis-
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tura de heparina/manose ou heparina/manose e PEI, as concentra-
¢Oes finais de cada amostra foram medidas, registradas e tabuladas.
[00119] As amostras foram passadas repetidamente sobre as colu-
nas de uma forma interativa. As amostras podem ser passadas multi-
plas vezes a cada vez, reduzindo as concentracdes bacterianas na
amostra e concentrando as bactérias ou patégeno no meio.

[00120] Uma quantidade significativa de patdégeno € separada da
amostra com o uso do meio de adsorcdo. A Tabela 2 é uma tabela de
sumario que relata a remogao de patdbgenos com o uso de varios mei-
0s. Apos o patdgeno ser concentrado na coluna de meio, 0 mesmo
pode ser liberado da coluna, e sua presenca e identidade podem ser
determinadas. O patégeno pode ser concentrado aplicando-se um vo-
lume de tampéo de eluicdo que € menor que o volume de amostra ini-
cial. Além disso, o método pode ser usado para remover células e res-
tos da amostra de sangue que podem interferir nos métodos padrao de
deteccao de patogeno, tais como ensaios colorimétricos, imunoensai-
os, ELISAs, ensaios baseados em PCR e similares.

[00121] Embora a invencao supracitada tenha sido descrita em al-
guns detalhes a titulo de ilustragdo e exemplo para propdsitos de cla-
reza de entendimento, um elemento versado na técnica percebera que
determinadas alteragdes e modificacdes podem ser praticadas dentro
do escopo das reivindicagdes anexas. Adicionalmente, cada referéncia
fornecida no presente documento esta incorporada em sua totalidade
a titulo de referéncia na mesma extensdo como se cada referéncia

fosse individualmente incorporada a titulo de referéncia.
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REIVINDICAGCOES

1. Método in vitro para concentrar patdégenos infecciosos
presentes em uma amostra biolégica obtida a partir de um individuo
sob suspeita de estar infectado com os referidos patégenos, caracteri-
zado pelo fato de que compreende:

(a) colocar a amostra bioldgica obtida a partir do individuo
em contato com um meio de adsor¢cdo sob condi¢cbes para formar
um complexo aderente que compreende o meio de adsorgcao e os
referidos patdégenos, em que o0 meio de adsorgdo € um substrato sé-
lido de alta area superficial que tem pelo menos um adsorvente de
polissacarideo fixado na superficie do mesmo por ligagcdo de ponto
de extremidade;

(b) separar o complexo aderente dos componentes da
amostra que nao estao incluidos no complexo mantendo, ao mesmo
tempo, o complexo;

(c) lavar o complexo aderente com um tampao de lavagem;

e

(d) coletar os patdégenos do complexo aderente aplicando-
se um tampao de eluicdo ao complexo, concentrando, assim, os pato6-
genos infecciosos em um eluente; ou alternativamente,

(i) colocar a amostra bioldgica obtida a partir do individuo
em contato com um meio de adsor¢ao para formar um complexo ade-
rente que compreende um meio de adsor¢ao e um patdogeno presente
na amostra;

(ii) determinar a presenca do complexo aderente por detec-
cao de uma alteracao fisica no meio de adsorcao; e

(iii) prever que o individuo esta infectado pelo patégeno in-
feccioso com base na alteragao fisica no meio de adsor¢ao em compa-
racdo a um meio de adsorgao de referéncia que foi colocado em con-

tato com uma amostra controle.

Peticao 870210075182, de 17/08/2021, pég. 43/51



2/4

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o tampéo de lavagem é uma solugao salina.

3. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o tampao de eluicdo € uma solugao salina de alta for-
¢a ibnica ou hipertdnica.

4. Método, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado
pelo fato de que a amostra bioldgica é selecionada dentre o grupo que
consiste em sangue total, soro, plasma, urina, fezes, esputo, lagrimas,
saliva, fluido de lavagem bronquial, outro fluido corporal e combina-
coes dos mesmos.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que o pelo menos um adsorvente de polissacarideo
esta ligado a superficie do substrato sélido por ligagdo de ponto de
extremidade.

6. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o referido substrato sélido compreende uma plurali-
dade de microesferas de polimero rigidas.

7. Método, de acordo com a reivindicacido 6, caracterizado
pelo fato de que a referida pluralidade de microesferas de polimero
rigidas € de microesferas de polietileno rigidas.

8. Método, de acordo com a reivindicacido 5, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um adsorvente de polissacarideo € um
membro selecionado dentre o grupo que consiste em heparina, sulfato
de heparano, manose, sulfato de dextrano, acido hialurbnico, acido
salicilico, quitosano e uma combinagdo dos mesmos.

9. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que os referidos patdgenos sao selecionados dentre o
grupo que consiste em Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, virus Ebola (EBOV), filovi-

rus, Flaviviridae, Streptococcus aureus, Escherichia coli, bactérias
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enterobacteriaceae resistentes a carbapenem (CRE), um patdégeno
produtor de ESBL, bactérias enterococci resistentes a vancomicina
(VRE), Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Candida albi-
cans, citomegalovirus (CMV), Adenovirus, virus do herpes simples 1
(HSV1), virus do herpes simples 2 (HSV2) e qualquer combinagéo
dos mesmos.

10. Método, de acordo com a reivindicagcao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda detectar patégenos infecciosos
isolados.

11. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que as etapas (a) e (b) reduzem as células sanguineas da
amostra.

12. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato que compreende prever se o individuo tem malaria com base
na alteracao fisica no meio de adsorcdo em comparagao a um meio de
adsorcao de referéncia que foi colocado em contato com uma amostra
controle.

13. Concentrador para uso em conformidade com o méto-
do, conforme definido na reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de
que compreende um recipiente preenchido com meio de adsorcdo, um
émbolo e uma agulha.

14. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende:

um concentrador; e

embalagem para antes e depois do uso;

sendo que o concentrador compreende:

(a) uma porcéo de recipiente cilindrico oco com adsorvato
contido no mesmo, em que uma extremidade termina em um tubo de
saida de um diametro menor que o diametro da porgao de recipiente

cilindrico, sendo que o meio de adsorcdo € um substrato sélido de
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alta area superficial que apresenta pelo menos um adsorvente de po-
lissacarideo fixado na superficie do mesmo por ligacdo de ponto de
extremidade;

(b) uma agulha hipodérmica oca que se comunica com 0O
tubo de saida da referida porgcao de recipiente;

(c) um émbolo que compreende um material elastomérico
disposto no interior e adaptado para movimento reciproco dentro do
referido recipiente cilindrico;

(d) meio de haste ligado ao referido émbolo e que se es-
tende para fora da extremidade da dita por¢cao de recipiente oposta ao
tubo de saida e operacional para conferir movimento reciproco ao refe-
rido émbolo em dire¢cdo a e na direcdo oposta ao tubo de saida da re-
ferida porcéo de recipiente; e

(f) um reservatério opcional com uma vedagdo rompivel,

disposto entre o tubo de saida e o adsorvato.
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