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CONJUNTO DE ESFERAS PARA A DETECCAO DE UMA CEPA DEHPV E/OU

PARA DIFERENCIACAO ENTRE DUAS OU MAIS CEPAS DE HPV, METODO

PARA A PREPARAGCAO DO REFERIDO CONJUNTO DE ESFERASMETODO
PARA O DIAGNOSTICO DE INFECCAO POR HPV, METODO PARA
5 DETERMINACAO DO RISCO DE UM INDIVIDUO HUMANO DESENWLVER
UMA DOENCA ASSOCIADA A UMA OU MAIS CEPAS DE HPV E P AR DE
INICIADORES PARA AMPLIFICACAO DE OLIGONUCLEOTIDEO

DIRECIONADO AO HPV ONCOGENICO
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDO RELACIONADO

10 Esse pedido reivindica o beneficio dos Pedidos
Provisorios U.S. Nos. de Série 60/910.373, deposita
de abril de 2007, e 60/910.381 depositado em 05 de
2007, cujas revelagcbes sao aqui incorporadas em sua
totalidade por referéncia.

15 Campo da Invengao

A presente invencdo relaciona-se de modo geral ao
campo de ensaios diagnésticos e de deteccdo. Mais
particularmente, a presente invencdo fornece método
reagentes que incluem biochips para deteccdo da pre

20 ou para distinguir entre um ou mais analitos em uma
amostra.
Fundamento da invencéo

Os detalhes bibliograficos das referéncias fornecid

na atual especificacdo sao listados no final da
25  especificagao.

Referéncia a qualquer técnica anterior nessa
especificacdo ndo é, e ndo deve ser considerada com
afirmacdo de qualquer forma de sugestdo que essa té
prévia faz parte do conhecimento comum geral em qu

30 pais.
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A necessidade por métodos de rastreamento rapidos e
confidveis para a deteccdo de multiplos analitos em um
ensaio unico € vital ndo apenas nos campos de diagn Ostico
clinico, mas também para uso no rastreamento, por e xemplo,

5 pararastreamento de toxinas ambientais e farmacos.
Uma area que necessita desesperadamente de métodos
aperfeicoados de rastreamento e reagentes € no camp o de

doengcas infecciosas. Por exemplo, uma estimativa

conservadora do uso mundial de testes diagndsticos para
10 doencas sexualmente transmitidas como Papiloma Viru s Humano
(HPV), é de aproximadamente 20.000,000 testes por a no.
Véarios dos testes existentes para o rastreamento da S
causas de doencas infecciosas sdo demorados, trabal hosos,
dispendiosos, freqlentemente especificos para apena S um

15 patégeno especifico e/ou ao podem diferenciar entre
diferentes cepas de patdgenos.

HPV é o principal patégeno causador de cancer

cervical. No entanto, o grupo taxonémico de HPV co mpreende
varias “cepas” do patdgeno, apenas algumas das quai S sao
20 associadas ao desenvolvimento de céancer cervical e de

outros carcinomas. Portanto, as cepas de HPV séao

tipicamente classificadas como cepas de “alto risco ”

incluindo as 13 cepas que respondem aproximadamente por 98%
dos casos cervicais, ou cepas de “de baixo risco” q ue nao

25 sao tipicamente associadas com o desenvolvimento de cancer
cervical.

Atualmente, o cancer cervical é detectado por um te ste
de Papanicolau. Nessa técnica, as células sao colet ados do
cérvix por raspagem ou lavagem. Essas células sao e ntao

30 colocadas em uma lamina de microscopio de vidro e p ara
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produzir o “esfregaco”. Um patologista entdo examin a a
lamina, buscando células aberrantes. O teste de

Papanicolaou, no entanto, €é um ensaio um tanto

insatisfatorio para a determinacao inequivocada do risco de
cancer cervical, uma vez que a técnica tem uma taxa de
falso negativo de aproximadamente 20% e a técnica n ao pode
distinguir grupo taxondémico de “alto risco” e de “b aixo
rsco”.

Varios dos reagentes e/ou métodos para a deteccéo d e

HPV sofrem de altos custos associados e/ou consomem

quantidades significativas de tempo para a finaliza cao.
Andlises mais rapidas e/ou simplificadas que tenham menos
custos gerais e que sejam de aplicacdo mais facil s ao
necessarias. A presente invencao é direcionada para esses e

outros fins importantes.
Sumario da Invencao

A presente invencdo fornece ensaios que permitem a

deteccdo de um ou mais analitos e/ou que diferencia m entre
membros em uma classe de analitos. Em particular, a nalise
de multiplexacdo com base nas propriedades dos anal itos e
dos componentes do ensaio € empregada para identifi car ou

distinguir entre os analitos.

Portanto, certos aspectos da presente invencdo

fornecem conjuntos de esferas para a detec¢cdo de um ou mais
analitos e/ou para a diferenciagdo entre dois ou ma IS
membros em uma classe de analitos, em que o0 conjunt o de

esferas compreende uma pluralidade de familias ou
subconjuntos de esferas em que:
(a) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas ¢ om

relacdo ao tamanho;

Peticao 870200106496, de 24/08/2020, pag. 13/144
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(b) as esferas em cada subconjunto sdo ligadas a um
reagente que reagira especificamente com um analito dado de
interesse em uma amostra a ser testada;

(c) o reagente em cada esfera é rotulado com o mesm 0

5 rétulo com cada subconjunto de esferas que tém uma

diferente intensidade fluorescente para criar uma m istura
heterogénea de subconjuntos de esferas com base na
intensidade fluorescente; e

(d) pelo menos dois subconjuntos de esferas sao

10 misturados para produzir um conjunto de esferas, em que a
identidade do subconjunto e portanto o reagente ao qual a
esfera foi ligada € identificavel por citometria de fluxo

com base no tamanho, intensidade fluorescente e

discriminagéo de analito.

15 Em outros aspectos, a presente invengcdo contempla
meétodos para a deteccdo e/ou diferenciacdo entre do is ou
mais analitos em uma amostra, que compreende as eta pas de:

(a) contato da amostra com um conjunto de esferas

especifico para os analitos de interesse;

20 (b) incubacdo do referido conjunto de esferas com a
referida amostra por um tempo e sob condi¢gbes sufic ientes
para permitir que o referido analito(s) na referida amostra
reaja especificamente com um reagente em uma esfera S no

referido conjunto de esferas; e
25 (c) deteccao e/ou diferenciacdo de analitos na amos tra
gue séo ligados a um reagente na referida esfera.

Em alguns outros aspectos, o reagentes pode ser

rotulado com um ou mais fluorcromos que também perm item
diferenciacdo entre membros em uma classe de analit 0s. Em
30 certos aspectos preferidos, a presente invencao for nece
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métodos e conjuntos de esferas que sédo capazes de d
e/ou distinguir entre analitos em uma amostra biold

~

gque o0s analitos sao especificos para
infeccioso.

As amostra biolégicas aqui contempladas
sangue, soro, saliva, fezes, urina, fluido tecidual
exsudato, pus, e fluido e muco respiratério e esfre

ferimentos topicos, canceres e lesdes.

O termo “patdgeno” refere-se a um microorganismo ou

virus que infecta ou coloniza uma amostra. Exemplos

patdgenos incluem virus, bactérias, fungos
microorganismos eucariéticos. Um virus inclui um Le

(por exemplo virus da AIDS, HIV-l, HIV-Il, HTLV-IV)
Retrovirus e virus da gripe aviaria. Em algumas mod
preferidas, “patégeno” inclui um microorganismo ou

que infecta um organismo multicelular como um anima
planta. Portanto, em algumas modalidades, o analito

ser visto como um patogeno de animal ou planta. No

a presente invencao engloba a deteccdo e/ou diferen

de entidades n&o patogénicas que colonizam organism
multicelulares como simbiontes, enddfitos, coloniza
gastrointestinais e outros. Os métodos da presente

sao também aplicaveis a deteccédo de analitos em uma

que séao indicativas da presenca de agentes terapéut
substancias de vicio. Os métodos e reagentes da pre
invencdo também podem ser usados na deteccdo de um

em uma amostra que nao é derivada de uma amostra bi

isolada de um animal ou uma planta. Como tal, os re

e métodos da presente invencdo também se estendem a

deteccdo de um ou mais analitos e/ou diferenciacao
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analitos em amostras ambientais, que incluem amostr
ar, agua e solo, incluindo solo extraterrestre, poe
amostras similares, amostras industriais e outras,
amostras biologicas acima listadas.
5 Em certas modalidades, a presente invencédo fornece
meétodos diagndsticos e reagentes para HPV em seres
e € capaz de detectar e se diferenciar entre difere
cepas para distinguir grupo taxonémico de HPV de “a
risco” de grupo taxonbmico de HPV de *“baixo risco”.
10 Portanto, em algumas modalidade preferidas, a prese
invencdo fornece conjuntos de esferas que sédo capaz
distinguir entre pluralidades de diferentes cepas d
Como tal, em um aspecto, os analitos sdo especifico
uma pluralidade de grupos taxondémicos de HPV e os m
15 e/ou reagentes sdo especificos para a deteccdo de &
nucleico ou antigenos ou anticorpos que sao especif
para a pluralidade de grupos taxonémicos de HPV.
Ainda mais preferidos, iniciadores ou marcadores de
acido nucleico capazes de ligacdo a uma por¢cdo espe
20 de cepa de um genoma de HPV séo imobilizados em esf
cada subconjunto de esferas. Iniciadores direcionad
regides conservadas em um genoma de HPV que flanque
regido especifica para cepa sado entdo usados para
amplificar o genoma de HPV. Familias de esferas ou
25 subconjuntos de esferas, cada um para qualquer cepa
sao entdo usados para detectar ou distinguir a cepa
Outros aspectos da presente invengcao sao direcionad
a conjuntos de esferas para a detec¢cdo de uma ou ma
de HPV e/ou para diferenciacédo entre duas ou mais ¢

30 HPV, em que os conjuntos de esferas compreendem var
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familias ou subconjuntos de esferas em que:
(a) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas ¢

relagao ao tamanho;

(b) as esferas em cada subconjunto séo ligadas a um

marcador de captura de acido nucleico que é capaz d
ligar a uma regidao especifica de cepa de HPV de um
de HPV ou, opcionalmente, uma sequéncia de acidos n
de controle;

(c) o marcador de captura em cada esfera é rotulado
com 0 mesmo rotulo com cada subconjunto de esferas
uma diferente intensidade fluorescente para criar u
mistura heterogénea de esferas com base na intensid

fluorescente; e

(d) pelo menos dois subconjuntos de esferas sao

misturados para produzir um conjunto de esferas, em
identidade do subconjunto e portanto a cepa de HPV
identificavel por citometria de fluxo com base no t
intensidade fluorescente e discriminacdo de sequénc

Outros aspectos da presente invencao
métodos para a deteccdo e/ou diferenciagdo entre du
mais cepas de HPV em uma amostra, que compreende as
de:

(a) contato da amostra com um conjunto de esferas q
compreende varias familias ou subconjuntos de esfer
que:

(i) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas c
relagao ao tamanho;

(i) as esferas em cada subconjunto sdo ligadas a u
marcador de captura de acido nucleico que é capaz d

ligar a uma regidao especifica de cepa de HPV de um
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de HPV ou, opcionalmente, uma sequéncia de acidos n
de controle;

(iio marcador de captura em cada esfera é rotulad
com 0 mesmo rotulo com cada subconjunto de esferas
uma diferente intensidade fluorescente para criar u
mistura heterogénea de esferas com base na intensid
fluorescente; e

(iv) pelo menos dois subconjuntos de esferas sé&o
misturados para produzir um, em que a identidade do
subconjunto e portanto a cepa de HPV é identificave
citometria de fluxo com base no tamanho, intensidad
discriminacao de sequéncia;

(b) incubacao do referido conjunto de esferas com a
referida amostra por um tempo e sob condi¢gbes sufic
para permitir que os referidos marcadores se liguem
genoma de HPV amplificado para gerar um réplicon qu
compreende uma regiao especifica para cepa,;

(c) deteccao e/ou diferenciacdo dos amplicons gerad
na amostra que séo ligados as referidas esferas par
identificar ou distinguir entre as duas ou mais cep
HPV.

Em alguns aspectos preferidos, as esferas nos
conjuntos de esferas séo distinguiveis com base no
no nivel de intensidade fluorescente, no tipo de fl
e 0 reagente que €é capaz de reagir com um analito
especifico.

Em outros aspectos, a presente invencao € direciona
a conjuntos de esferas para a deteccdo de uma cepa
e/ou para diferenciacao entre duas ou mais cepas de

que os conjuntos de esferas compreendem varias fami
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varios subconjuntos de esferas que tém:

(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist
de qualquer outro subconjunto de esfera com base em
menos o tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe
menos duas familias, em que as esferas em um subcon
esferas sdo homogéneas em tamanho com relagdo uma a
e sao fisiologicamente distinguiveis em duas ou mai
familias de esferas com base no nivel de rotulagem
um contém, ou

(c) uma combinacéo das referidas familias de esfera
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas em cada familia de esfera de um subconju
sdo ligadas a um marcador de captura de acido nucle
opcionalmente rotulado capaz de se ligar a uma regi
especifica de cepa de HPV de um genoma de HPV
opcionalmente, a pelo menos uma de uma sequéncia de
nucleicos de controle, desde que qualquer marcador
captura de acido nucleico ou sequiéncia de acidos nu
de controle é rotulado com o mesmo rétulo como outr
marcadores de captura rotulados ou sequéncia de aci
nucleicos de controle no subconjunto de esfera, e e
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia
esferas desses tem uma diferente intensidade fluore
e

cada familia de esferas é especifica para a detecca
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami
esfera no conjunto de esferas; em que o referido co

de esferas é capaz de identificar uma ou mais cepas
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especificas de HPV através de analise do tamanho da esfera,
intensidade fluorescente, ou discriminacéo de sequé ncia de
pelo menos uma familia de esferas ou subconjunto de
esferas, com o uso de citometria de fluxo.

5 A invencdo € também direcionada em parte a métodos

para a preparacdo de um conjunto de esferas para

diferenciacdo entre duas ou mais cepas de HPV, o mé todo
compreende a selecdo de varias familias ou subconju ntos de
esferas com base no tamanho, intensidade fluorescen te, ou

10 ambos, que compreende o fornecimento de:
(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist inguivel
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p elo

menos no tamanho; ou

15 (b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe lo
menos duas familias, em que as esferas em um subcon junto de
esfera sdo homogéneas em tamanho com relacdo uma a outra, e
sdao fisiologicamente distinguiveis em duas ou mais familias
de esferas com base no nivel de rotulagem que cada um

20 contém, ou
(c) uma combinacao das referidas familias de esfera se

referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas em cada familia de esfera de um subconju nto
sdo ligadas a um marcador de captura de acido nucle ico
25 opcionalmente rotulado capaz de se ligar a uma regi ao

especifica de cepa de HPV de um genoma de HPV ou,

opcionalmente, a pelo menos uma de uma sequéncia de acidos

nucleicos de controle, desde que qualquer marcador de

captura de acido nucleico ou sequiéncia de acidos nu cleicos
30 de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou tros
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marcadores de captura rotulados ou sequéncia de aci

nucleicos de controle no subconjunto de esfera, e q

qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia

esferas desses tem uma diferente intensidade fluore

5 e

cada familia de esferas é especifica para a detecca

de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra

esfera nos conjuntos de esferas; em que o referido

fami

de esferas é capaz de identificar uma ou mais cepas

10 especificas através da andlise do tamanho da esfera

intensidade fluorescente, ou discriminacédo de sequé

pelo menos uma familia de esfera ou subconjunto de

com o uso de citometria de fluxo.

Os métodos da presente invencdo em relacdo a detecg

15 de HPV podem ser usados para distinguir entre

de 2

cepas de HPV incluindo entre 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9

11, 12, 13, 14, 15 e 16 cepas. Em vista da utilidad

controle, a presente invencdo pode usar portanto de

diferentes esferas ou conjuntos de esferas.

Em outr

20 modalidade, os conjuntos de esferas compreendem pel

16 subconjuntos de esferas para as cepas de HPV

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e

61
68

tipicamente um conjunto de esferas de controle. Mar

de captura adequados sao aqueles listados na Tabela

25 Pode ser desejavel testar mais de 16 cepas de um

analito. Assim, a presente invengdo também inclui ¢

de esferas com 2-30 diferentes esferas ou conjuntos

esferas, que incluem 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,

30 28, 29, e 30 esferas ou conjuntos de esferas.
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A presente invengdo é direcionada em parte a certos
pares de iniciadores para uso em qualquer uma das n
técnicas de PCR para amplificacdo de sequéncias de
nucleicos, em que os iniciadores adiante e reverso
opcionalmente pontas (“heels”) conjugadas ao termin
iniciador. Em certas modalidades a invencéo é direc
pares de iniciadores de amplificacdo de oligonucleo
para direcionamento de HPV oncogénico, o iniciador
do par, selecionado do grupo gque consiste em:

TRTTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY A;

CARYTR TTT GTT ACT GTK GTD GAT A;

CARYTRTTT GTT ACT GTK GTD GA;

AAY CARYTR TTT GTT ACT GTK GT,;

TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG;

TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG;

GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC e

GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA;

e o0 iniciador reverso do par de iniciadores é
selecionado do grupo que consiste em: TGA AAA ATA A
AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG; CAY ARY TGA AAA ATA AAY
TC;

TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG; e

TR CAY ARY TGA AAA ATA AA;

em que o0s iniciadores adiante e reverso Ssao
opcionalmente conjugados a uma ponta no terminal 5
iniciador.

A determinagdo de se a ligacdo ocorreu entre um
analito e um reagente presente em uma esfera pode s
com o0 uso de qualquer

metodologia que permita a

diferenciacdo entre diferentes esferas no conjunto
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esferas. Em certas modalidades particularmente pref eridas,
os métodos de diferenciagdo entre diferentes esfera S nos

conjuntos de esferas utilizam citometria de fluxo.

A presente invencao também contempla kits diagnosti cos
5 para uso de acordo com os reagentes e métodos da pr esente
invencdo. Em particular, a presente invencao estend e-se a
biochips e a miniaturizagdo dos componentes de fase solida
do ensaio para gerar reagentes de nanoensaio. Em um a
modalidade, o conjunto de esferas ou parte desse ou outros
10 reagentes sao imobilizados a uma fase soélida como u m
biochip. O biochip também pode ser visto como um “b iolab”
em que pelo menos parte do ensaio € realizada e/ou 0s

resultados sao registrados.

Uma lista de abreviagbes aqui usadas é fornecida na

15 Tabelal.
Tabela 1- Abreviacdes
Abreviacao Descricao
FITC Isotiocianato de fluoresceina
HEX Hexaclorofluoresceina
HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana
HPV Papiloma Virus Humano
JOE /'-dimetoxifluoresceina
PCR Reacao de cadeia de polimerase
PE Ficoeritrina
PMT Tubo fotomultiplicador
QD Quantum dot
TAMRA Carboxitetrametilrodamina
TET Tetaclorofluoresceina
TMR Tetrametilrodamina
VRE Enterococos resistentes a vancomicina
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Um resumo das sequéncias aqui usadas € mostrado na

Tabela 2.

Tabela 2-Sequéncias (5" sendo na esquerda, 3' na
direita)
Sequéncias de

iniciador de PCR

GPS+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC

GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C
GP5d+ TTTKTTACHGTKGTDGATACYAC

GP6d+ GAAAHATAAAYTGYAADTCATAYTC

GP5+ (5Phos) ISPhos/TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC

GP6+ (5AMMC6) /5BAMMCG6/GAA AAATAA ACT GTAAATCATA TTC

GP5d+(5Phos) /5/Pho sSITTTKTTACHGTKGTDGATACYAC

GP6d+(5AmMMCG6) 5AMMC6/GAAAHATAAAYTGYAADTCATAYTC

GP5d2+ TITKTT ACH GTK GTD GAT ACH AC - 3'

T7aGP6d+ AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAH ATA
(HeelGP6d+) AAY TGY AAD TCATAY TC

GP5d3+ TTT GTT ACH GTD GTD GAY ACH AC

T7aGP6d+* AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAH ATA

(HeelGP6d+ ) AAY TGY ARD TCA WAY TC

GP5d2+(5Phos)  /SPhos/TTT KTT ACH GTK GTD GATACHAC - 3'
T7aGP6d+ 5AMMCGB/AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA
(HeelGP6d+) AAH ATA AAY TGY AAD TCA TAY TC

(5AMMCS6)

GP5d3+ (5Phos) 5Phos TTT OTT ACH GTD GTD GAY ACH AC

T7aGP6d+* 5AmMMCG6/AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA
(5AMMCS6) AAH ATA AAY TGY ARD TCA WAY TC

micl_95f GGC ACC CAG ACAATACAC

T7amlcl_275r AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GTA AGT TGA

(HeelMLCR) AGA GGT GAA GAA
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m2lcl_95f (5Phos) 5Phos/GGC ACC CAG ACA ATA CAC

T7amlcl_275r 5AMMCG6/AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GTA

(HeelMLCR) AGT TGA AGA GGT GAA GAA

(5AMMCB6)

GBHPVAl /5Phos/caatcagc TR TTT GTT ACT GTK GTD GAT
ACY A

GBHPV{2 5Phos/acaat CAR YTR TTT GTT ACT GTK G TD GAT]
A

GBHPV{3 5Phos/acaat CAR YTR TIT GTT ACT GTK GTD GA

GBHPV{3+ 5Phos/ggaacaat CAR YTR 'FIT GTT ACT GTK GTD
GA

GBHPVf4 5Phos/ggaac AAY CAR YTR TIT GTT ACT GTK GT

GBHPV{5 5Phos/cagctt TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC
HCG

GBHPV{6 5Phos/cagctt TIT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC
HCG YAG

GBHPV{7 5Phos/attacc GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TA C

GBHPV{8 5Phos/ctgtt GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA

GBHPVrl1 5AmMCe6/actcactatagg TGA AAA ATA AAY TGY AAA
TCATAT TCY TCM MCA TG

GBHPVI2 5AmMCe6/aatacgactcactatagg CAY ARY TGA AAA
ATA AAY TGY AAATC

GBHPVI3 5AmMCe6/tctaatacgactcactatagg TR CAY ARY TGA
AAA ATA AAY TG
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GBHPVr4 5AmMCe6/aattctaatacgactcactatagg TR CAY ARY
TGA AAA ATA AA

Sequéncias de

marcador de

captura

Marcador 6: ISAcryd/AAT IAMMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CAT CCG TAACTA CAT CTT CCA CAT ACACCAA

Marcador 11: 5Acryd/AAT IAMMCG6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CAT CTG TGT CTA AAT CTG CTA CAT ACACTAA

Marcador 16: 5Acryd/AAT IAMMCG6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CGT CAT TAT GTG CTG CCATAT CTACTT CAG A

Marcador 18b: 5Acryd/AAT IAMMCGET/ AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CC TCC TGT ACC TGG GCAATATGATGC TAC CA

Marcador 31: 5Acryd/AAT IAMMCG6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGACTG TFT GTG CTG CAATTG CAAACAGTG ATAC

Marcador 33: ISAcryd/AAT IAMMCET/ AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CTT TAT GCA CAC AAG TAACTAGTG ACAGTAC

Marcador 35: 5Acryd/AAT IAMMCG6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CGT CTGTGT GTTCTGCTG TGT CTT CTAGTG A

Marcador 39: 5Acryd/AAT IAMMCG6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CTC TAC CTC TAT AGAGTC TTC CATACCTTCT

Marcador 45: 5Acryd/AAT IAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CAC ACAAAATCC TGT GCC AAG TACATATGAC

Marcador 51: 5Acryd/AAT IAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CAG CAC TGC CAC TGC TGC GGT TTC CCC AAC A

Marcador 52: /SAcryd/AAT [/ IAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT|

GGA CTG CTG AGG TTA AAA AGG AAA GCA CAT ATAA

Marcador 56:

SAcryd/AAT IAMMCG6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CGT ACT GCT ACA GAA CAG TTAAGT AAATAT G

Marcador 58b:

5Acryd/AAT IAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
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GGA CG CAC TGA AGT AAC TAA GGA AGG TAC

Marcador 59:

S5Acryd/AAT IAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CTC TACTACTTC TTC TAT TCC TAATGT ATAC

Marcador 66:

S5Acryd/AAT IAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CTATTA ATG CAG CTA AAA GCA CAT TAACTAA

Marcador 68: ISAcryd/AAT NAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CTC TAC TAC TAC TGA ATC AGC TGT ACC AAAT
Marcador 68b: 5Acryd/AAT IAMMCGET/AA AGG GAG GAC AGC TAT
GGA CT CCACTA CTA CAG ACT CTACTG TAC CA
Marcador 5Acryd/AAT IAMMCG6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT
MLC_Int: GGA CCA AAC ACA GAC ACAGAG AGACCCACAGACA

‘Seq. Oligo de Bloqueio® |

bloco 6/4: @ GAA GAl
bloco 11/4: TTA GT® TAT G1jl] GCA GAIl TTA GA® ACA GAT
bloco 16/4; TCT GAJl GTA GAl ATG GClll GCA CAlIAAT GAC
bloco 18b/4: TGG TA® CAT CAIJATT GCfE CAG GT{jj CAG GAG
bloco 3 1/4: GTA TCHl CTG TTI GCA AT GCA GCJlf GAA ACA
bloco 33/4: GTA CT® TCA CTl] GTT ACH TGT GTE CAT AAA
bloco:35/4: TCA CTil] GAA GAE ACA GClll GAA CAE ACA GAC
bloco 39/4: AGA AGE TAT GGJll AGA CT® TAT AGH GGT AGA
bloco 45/4: GTC AT TGT ACH TGG CAE AGG ATR TTG TGT
bloco 51/4: TGT TGE GGA AA CGC AGE AGT GG AGT GCT
bloco 52/4: TTA TANGTG CTi§l TCC TTH TTA AC& TCA GCA

* em que

diferencas.

as bases sombreadas correspondem as

Sequéncias Oligo

de Sinalizacéo

HPV sinal a: 5AmMC6/TTT TTT CAT GKK GAR GAR TAT
GA/3Phos/

HPVsinal b: /SAMMCG/TTT TTT CAT GKK GAR GAR TAT /3P hos/

MLC sinal a: /[SAMMCG/TTT TTT ACA GAC ACA GAC AAC /3 Phos/
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MLCsinal b: 5AmMCG6/111' TTT ACA GAC ACA GAC AAC
A/3Phos/

MLCsinal c: 5AmMCG6/TTT TTT ACA GAC ACA GAC AAC
AC/3Phos/

As seguintes variaveis sdo aqui usadas:
“K” & uma variavel para G ou T;
“H” € uma variavel para os nucleotideos T, A, ou C;
“M” é uma variavel para os nucleotideos A ou C;
5 “Y” & uma variavel para os nucleotideos T ou C;
“R” é uma variavel para os nucleotideos A ou G;
“W” é uma variavel para os nucleotideos A ou T;
“D” € uma variavel para os nucleotideos A, T, ou G;
3Phos € um grupo 3' fosfato;
10 5Phos € um grupo 5' fosfato; e,
5AMMCG6 é um grupo 5'H  2N-(CH>) 6- anexado por meio de um
grupo fosfato.
Breve descri¢ao das figuras
A Figura 1 é uma representacdo grafica que mostra u m
15 esquema de um exemplo de um protocolo de extracdo d e DNA

usado no método diagndstico para HPV.

A Figura 2 é uma representacdo gréafica que mostra u m
protocolo de PCR que pode ser usado para amplificar HPV e
DNA humano a partir de uma amostra de DNA. GP5+ e G P6+
20 referem=se a iniciadores universais de HPV que se | igam a
sequéncias conservadas (Y) em HPV e geram um amplic on que
compreende uma regido que € variavel entre cepas de HPV
(X1.16). Iniciadores LCI_F e LC1_R amplificam uma r egido de
DNA genbmico humano (Z) que serve como um controle nas
25 etapas posteriores de hibridizagdo. Iniciadores GP6 + e lLC
1 R compreendem um rétulo fluorescente que é incorp orado no
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amplicon gerado.

A Figura 3 é uma representagdo grafica que mostra a

diferenciagdo de microesferas com base no tamanho.
grupos que correspondem a microesferas que compreen
diametros de 3,0 ym, 3,5 pm, 4,1 pym, 5,0 ym, 5,6 um

UM séo mostrados.

A Figura 4 é uma representagdo grafica que mostra a

diferenciagdo de microesferas do mesmo tamanho com

intensidade do rétulo fluorescente. Intensidades re

Seis
dem

e 6,8

base na

lativas

de TMR de 0%, 4%, 20% and 100% podem ser claramente

distintas.

A Figura 5 € um diagrama esquematico que mostra um

exemplo dos agentes de ligacdo que podem ser usados
arranjo. O arranjo compreende microesferas que comp
diametros de 3,0 um, 3,5 um, 4,1 pm, 5,0 ym, 5,6 pm
um e intensidades de sinal de rétulo fluorescente d
4%, 20% e 100%. In No caso dos tamanhos menores de
ou seja, 3,0 um, 3,5 um, e 4,1 um, intensidades de
0% e 100% foram usadas; para as microesferas de 5,0
intensidades de TMR de 0%, 20% e 100% foram usadas;
as microesferas maiores, o diametro de 5,6 um e 6,8
todas as intensidades de sinal foram usadas.

A Figura 6 mostra um exemplo de um conjunto de esfe
da presente invencéao.

A Figura 7 é uma representacdo gréafica que mostra u
exemplo do arranjo do agente de ligagdo ao qual um
foi ligado. Os resultados mostram ligacéo a sequénc
conservada, Y, a sequéncia de controle humana Z, e
sequéncia especifica para cepa viral X 16.

Descricao detalhada da invencao
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A presente invengao fornece ensaios e reagentes que

incluem biochips que permitem a deteccdo de um ou m ais
analitos e/ou para diferenciar entre membros em uma classe
de analitos. Em particular, os analitos séo identif icados
5 ou distinguidos por métodos de analise de multiplex acao com
base nas propriedades dos analitos e dos componente s do
ensaio. Os ensaios diagndsticos e de deteccdo e rea gentes

da presente invencdo tém aplicagdo particular no

diagnostico de infecgdes por patdbgeno em seres euca riéticos
10  multicelulares. Em uma modalidade particular, a pre sente
invencdo fornece um ensaio diagnostico para HPV em seres
humanos e € capaz de diferenciar entre grupos taxon omicos
de HPV para distinguir as infec¢des por HPV de “alt 0 risco”
das infec¢cbes por HPV de “baixo risco”. Além, disso , a
15 presente invengdo também fornece métodos de diagnds tico ou

avaliacdo do risco de desenvolvimento de uma doenca
associada a uma infeccdo por um analito em um ser
eucariético multicelular que incluem, entre outros, cancer
cervical em um ser humano.
20 Deve-se compreender que a menos que indicado de out ro

modo, a atual invencdo ndo é limitada a protocolos

especificos de diagnostico ou ensaio, uma vez que e sses
podem variar. Também deve-se entender que a termino logia
aqui usada é para objetivos de descricdo de modalid ade

25 particular apenas e nao pretende ser limitante.

Deve ser observado que, como wusado na atual

especificacdo, as formas singulares “um”, “uma” e * o/a”

incluem aspectos no plural a menos que 0 contexto | a dite

em contrario. Portanto, por exemplo, referéncia a “ um
30 analito” inclui um analito Unico bem como dois ou m ais
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analitos; um “substrato fisiologicamente distinguiv el
inclui um substrato Unico bem como dois ou mais sub stratos;

referéncia a “um alvo” inclui um alvo Unico, bem co mo dois
ou mais alvos; referéncia a “uma amplificacdo” incl ui uma

5 amplificacdo Unica, bem como mdultiplas etapas de
amplificacéo; referéncia “ao amplicon” inclui um co mplexo

de amplicons Unico ou multiplos; e assim por diante

Portanto, em um aspecto, a presente invengcao fornec e
conjuntos de esferas que sao capazes de detectar, e /ou
10 diferenciar entre dois ou mais analitos em uma amos tra, os

referidos compreendem:
(a) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas ¢ om
relagao ao tamanho;
(b) as esferas em cada subconjunto sédo ligadas a um
15 reagente que reagira especificamente com um dado an alito de
interesse em uma amostra a ser testada;
(c) o reagente em cada esfera é rotulado com 0 mesm 0
rétulo com cada subconjunto de esferas que tem uma
diferente intensidade fluorescente para criar uma m istura
20 heterogénea de subconjuntos de esferas com base na
intensidade fluorescente; e

(d) pelo menos dois subconjuntos de esferas sao

misturados para produzir um conjunto de esferas, em que a
identidade do subconjunto e portanto o reagente ao qual a
25 esfera foi ligada é identificavel por citometria de fluxo

com base no tamanho, intensidade fluorescente e
discriminagéo de analito.

Em algumas modalidades, o reagentes também pode ser
diferencialmente  rotulado para criar subpopulacdes

30 adicionais de esferas com base na incorporacdo de
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diferentes fluorcromos.

Em outra modalidade, a presente
métodos ou conjuntos de esferas para a deteccdo e/o
diferenciacdo de um analito.

Em certos aspectos preferidos, os métodos ou conjun
de esferas da presente invencdo sdo capazes de dete

e/ou diferenciar analitos patogénicos.

A presente invencdo também fornece métodos para a

deteccao e/ou diferenciacédo de entre um ou mais ana

uma amostra que compreende as etapas de:

(@) contato da amostra com um conjunto de esferas

especifico para os analitos de interesse;

(b) incubacao do referido conjunto de esferas com a
referida amostra por um tempo e sob condi¢gbes sufic
para permitir que o referido analito(s) na referida
reaja especificamente com um reagente em uma esfera
referido conjunto de esferas; e

(c) deteccdo e/ou diferenciacdo de analitos na
amostra que séo ligados a um reagente na referida e

Como aqui usado, o termo “analito patogénico” refer
Se a um microorganismo ou Vvirus que supostamente in
coloniza ou contaminou a amostra. Exemplos de anali
patogénicos incluem virus, bactérias, fungos e
microorganismos eucarioticos. Em uma modalidade pre
“analito” inclui um microorganismo ou virus que inf
organismo multicelular como um animal ou planta. Po
em algumas modalidades os analitos patogénicos pode
considerados como um patégeno para o animal ou plan
Entretanto, a presente invencdo engloba uma detecca

diferenciacdo de analitos ndo patogénicos que colon

Peticao 870200106496, de 24/08/2020, pag. 32/144

invencao fornece

tos

ctar

litos em

ientes
amostra

no

sfera.

fecta,

tos

ferida,
ecta |i,
rtanto,
m ser
ta.
0o e

izam



23/106

organismos multicelulares como micrébios simbiontes
animais (por exemplo, Lactobacillus spp .

ruminantes), microbios simbiontes de insetos (por e

de

bactérias de

xemplo,

Streptomyces, spp., Wolbachia spp .), micrébios simbiontes

5 de esponjas (por exemplo, alga verde, dinoflagelado
cianobactérias) e outros; endofitos de plantas (por
exemplo, Mycorrhiza, Rhizobium spp y Frankia
Streptomyces spp  .); e outros. Além disso, o analito pode

ser um analito que ndo €é associado a um organismo

10  multicelular. Tais analitos incluem bactérias, fung

virus, protistas, nematdédeos e outros que colonizam

ambientes particulares que incluem ambientes “natur

como solo, oceanos, agua fresca, gelo, pedra, desca

hidrotermais e ar; ambientes de cuidados com a saud
15 incluem hospitais, equipamento hospitalar, equipame

cirdargico, vestimentas dos profissionais de saude e

ambientes  “industriais” que incluem instalacbes de

producdo, instalacdes farmacéuticas, cervejarias, C

outros; ambientes “laboratoriais” que incluem

20 fermentadores, cultura, bancadas, equipamento e out

Consequentemente, as amostras contempladas

presente invencdo incluem amostras industriais como
agua, e solo, e outras, e amostra biolégicas como s
soro, saliva, fezes, wurina, fluido tecidual, sémen,
25 exsudato, pus, fluido e muco respiratério e esfrega
ferimentos topicos, canceres e lesdes. Além disso,
amostra pode ser uma amostra extraterrestre como de
meteorito ou de um outro planeta. Em relacdo ao ult
ensaio da presente invencao pode ser adaptados para

30 um veiculo remoto interplanetario para teste de sol
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poeira ou amostras de gelo ou para teste de materia
ndcleo em um planeta.
Em algumas modalidade preferidas, o analito compree
uma bactéria, fungo, virus e/ou parasita eucariotic
5 infecta um animal. “Animal’ inclui

aqui contemplado

qualquer animal, preferivelmente um mamifero e mais
preferivelmente um primata que inclui um primata in

ainda mais preferivelmente, um humano. Para fins de
conveniéncia, um “animal” também inclui especificam

10 espécies como gado, cavalos, carneiros, porcos, cab

mulas bem como animais de laboratério que incluem
camundongos, ratos, coelhos, porquinhos da india e
hamsters.

Exemplos de analitos humanos que podem ser detectad
15 com o uso dos reagentes e métodos da presente inven
incluem virus como Papiloma Virus Humano (HPV), cor
que incluem o virus da SARS, virus influenza, virus
gripe aviaria, HIV incluindo HIV-1, HIV- Il ou HLTV
Lentivirus em geral, virus da hepatite e outros, 0s
transmitidas com

20 patogénicos de doengas sexualmente

Clamidia, Gonorréia, Mycoplasma spp

com origem em alimentos como

spp., E. coli (particularmente E. coli HO 567),
spp., Brucella spp., Staphylococcus aureus;
25 nosocomiais como S. aureus incluindo S. Aureus

meticilina (MRSA) e enterococcos incluindo Enteroco

resistentes a vancomicina (VRE); patégenos ambienta

| de

nde

0 que

ferior e

ente

ras e

0s
cao
onavirus
da
-1V,

agentes

. e Sifilis; patébgenos

Listeria spp., Salmonella

Shigella

patdgenos

resistente a

COos

Imente

adquiridos como Legionella  spp., Giardia  spp.,
Crytospiridium spp., Bacillus anthacis (antraz) e outros.
30 Em outros aspectos, a amostra em que o analito é
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detectado é preferivelmente uma amostra derivada de

multicelular que é supostamente infectado ou coloni

pelo analito. Portanto, em um aspecto, a amostra €

preferivelmente uma “amostra bioldgica”. Exemplos d
amostras biolégicas que nado limitam a presente inve
incluem amostras de tecido ou célula como célula de
raspagem, bidpsias e outros e amostras de fluido co

qgue incluem sangue, urina, linfa, fluido amniético,

cefalorraquidiano e outros.

Em outros aspectos, os métodos da presente invencéo

sdo também aplicaveis a um deteccdo de um “analito”
amostra que nao é exclusivamente derivada de um org
eucariotico multicelular. Como tal, a presente inve
estende-se a deteccgédo, e/ou diferenciacdo entre um
grupos taxondmicos particulares ou cepas de analito
amostras como amostras ambientais (incluindo ar, ag
amostras de solo), amostras industriais, amostras
laboratoriais e outras. Por exemplo, os métodos da
invengdo podem ser usados para avaliar a microflora
procariética, microflora eucaridtica e/ou carga vir
uma amostra de solo, agua ou ar ou uma amostra deri
um objeto feito pelo homem ou superficie.

Em algumas modalidades particularmente preferidas d
presente invencao, o analito a ser detectado € HPV
cepa desse e a amostra é preferivelmente uma amostr
biolégica derivada de um ser humano. Em uma modalid
também preferida, a amostra biolégica compreende um
mais células do individuo, sangue ou urina. Mais
preferivelmente, a amostra biolégica compreende cél
HPV & descrito em

cervicais coletadas do individuo.
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Gearhart e

2004) que e

detalhes por

(www.emedicine.com/MED/topic1037.htm,

reproduzido em parte abaixo. HPVs produzem tumores

epiteliais da pele e membranas mucosas. Mais de 100
de HPV foram detectados, e os genomas de quase 70 f

sequenciados completamente. O sistema atual de

classificagcdo, que é baseado em similaridades em su
sequéncias gendbmicas, geralmente esta correlacionad
3 categorias usadas para descrever HPV clinicamente

anogenital e/ou mucoso, nao genital cutaneo, e

epidermodisplasia verruciforme (EV). Um base de dad
sequéncias genbmicas de HPV e uma arvore filogenéti
disponiveis na Internet em bases de dados de Seqiién
HPV.

As infecgdes mucosas por HPV séo classificadas como
latentes (assintomaticas), subclinicas, ou clinicas
lesBes clinicas sdo excessivamente aparentes, enqua
infeccdes latentes sdo detectadas apenas por testes
DNA viral. As lesdes subclinicas séo identificadas
aplicacdo de 4cido acético a 5% e inspecdo sob aume
maior parte das HPV sao latentes;

infecgbes por as

infeccbes clinicamente aparentes comumente resultam
verrugas em vez de malignidades.

Os tipos 6 e 11 de HPV sao tipicamente rotulados co
de baixo risco porque a infecgdo com esses tipos te
potencial oncogénico e comumente resulta na formacga
condilomas e lesdes pré-cancerosas de baixo grau. O
16 e 18 de HPV surgiram como os tipos de alto risco
porque elas sdo responsaveis pala maioria das lesde
epiteliais de alto grau que

podem progredir para
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carcinomas, particularmente aqueles na categoria an ogenital

e/ou mucosa.

A infecggdo por HPV isoladamente

~

nao causa

transformacao maligna do tecido infectado. Cofatore S, como

uso de tabaco, radiacdo ultravioleta, gravidez, def
de folato e supressdo imune estdo envolv
processo. A Tabela 3 lista uma variedade de do
subtipos de HPV associados.

Tabela 3 - Doencas e subtipos de HPV assoc

iciéncia
idos nesse

encas e s

iados

Doencas cutaneas nao genitais Tipo de HPV

Verrugas comuns (verrucae vulgaris)

1, 2, 4, 26, 27,
29, 41, 57, 65

Verrugas plantares (myrmecias) 1,2,4,6

3

Verrugas planas (verrucae plana)

3, 10, 27, 28, 38,
41, 49

Verrugas de  agougueiro  (verrugas

1, 2, 3, 4, 7, 10,

comuns de pessoa que lidam com carne, 28
aves e peixes)
Verrugas em mosaico 2,27,57

Carcinoma de célula escamosa ungueal 16

(maligna ou benigna)

Epidermodisplasia verruciforme 2, 3, 10, 12, 15,
(benigna) 19, 36, 46, 47, 50
Epidermodisplasia verruciforme 5 8, 9, 10, 14,

17, 20, 21, 22, 23,

24, 25, 37, 38
LesBes cutaneas nédo verrucosas 37, 38
Doenca mucosa néo genital Tipo de HPV
Papilomatose respiratoria 6, 11
Carcinoma de célula escamosa do pul mao 6, 11, 16, 18
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Papiloma de laringe 6, 11, 30

Carcinoma de laringe 16, 18

Papiloma do seio maxilar 57

Carcinoma de célula escamosa dos seios 16, 18

da face

Papilomas da conjuntiva 6,11

Carcinoma da conjuntiva 16

hiperplasia epitelial oral foca 1113, 32

(doenca de Heck)

Carcinoma oral 16, 18

Leucoplaquia oral 16, 18

Carcinoma de célula escamosa do 16, 18

esofago

Doenca Anogenital Tipo|de HPV.

Condiloma acuminato 6, 11, 30, 42, 43,
44, 45, 51, 52, 54

Papulose Bowenoide 16, 18, 34, 39, 42,
45

Doenca de Bowen 16,/18, 31, 34

Condiloma gigante (tumors de Buschke- 6, 11

Lowenstein)

Neoplasia intra- epitelial nao 30, 34, 62, 64, 39,

especificada 40, 53, 57, 59, 61,
66, 67, 68, 69

Neoplasia intra- epitelial de baixo 6, 11, 43

grau

Neoplasia intra- epitelial 31, 33, 35, 42,

intermediaria 44, 45, 51, 52

Neoplasia intra-epitelial de alto grau 16, 18, 56, 58
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Carcinoma da vulva 6, 11}, 16, 18
Carcinoma da vagina 16
Carcinoma do colo do utero 16, 18, 31
Carcinoma do anus 16, 81, 32, 33
Carcinoma in situ do pénis (16
(eritroplasia de Queyrat)
Carcinoma do pénis 16, 18
Os Papilomavirus sdo espécies altamente especificas e
nado infectam outras espécies, mesmo sob condi¢cbes
laboratoriais. Humanos sdo o uUnico reservatério con hecido
para HPV.

5 Os Papilomavirus sao virus ndo envelopados de simet ria
icosaédrica com 72 capsdmeros que circundam um geno ma que
contém DNA circular de duplo filamento com aproxima damente
8.000 pares de base.

Acredita-se que os Papilomavirus tenham dois modos de
10 replicagdo, ou seja, replicacdo do genoma epissomal em
células basais e descontrolada, ou vegetativa, repl icacao
em células mais diferenciadas para gerar progénie d 0 virus.
Embora todas as células de uma lesdo contenham o ge noma
viral, a expressao de genes virais € fortemente lig ada ao
15 estado da diferenciacdo celular. A maior parte dos genes
virais ndo é ativada até que o queratinécito infect ado
deixe a camada basal. A producdo de particulas vira is pode
ocorrer apenas em queratindcitos altamente diferenc iados;
portanto, a producdo do virus ocorre apenas na supe rficie
20 epitelial em que as células finalmente entram em co ntato

com o ambiente.

Acredita-se que as

proliferagcdo de
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infeccdo ocorre tipicamente quando as células basai
expostas ao virus infeccioso através de uma barreir
epitelial rompida como ocorre durante o intercurso

ou depois de pequenas abrasfes cutaneas. As infec¢d
HPV néo sao citoliticas, um tanto de particulas vir
liberadas como um resultado da degeneracdo de célul
descamacdo. Além disso, o virus HPV pode sobreviver
varios meses e em baixas temperaturas sem um hosped

A multiplicacdo do virus é geralmente confinada ao
nacleo. Consequentemente, as células infectadas com
exibem um alto grau de atipia nuclear. Coilocitose
grego koilos, significando vazio) descreve uma uma
combinacdo de halo perinuclear com um nucleo picnét
encolhido (rasinoide) e é uma caracteristica de inf
produtiva por papilomavirus.

O genoma de HPV existe como um DNA circular epissom
separado do nucleo da célula hospedeira em lesbes p
benignas ou de baixo risco, como aquelas tipicament
associadas aos tipos 6 e 11 de HPV. Os genomas dos
alto risco de HPV 16 e 18 sao tipicamente integrado
da célula hospedeira em lesdes malignas. A presente
invencdo, no entanto, estende-se a qualquer cepa de
incluindo, sem limitacdo, as cepas 6, 11, 16, 18, 3
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68. A integra¢
genoma viral no genoma da célula hospedeira € consi
um marco da transformacdo maligna. As proteinas de
E7 de sorotipos de alto risco mostraram inativar as
proteinas supressora de tumor do hospedeiro p53 e R
resultando em proliferacdo desregulada da célula ho

e transformacgao maligna.
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Portanto, em outros aspectos, a presente invengdo

fornece métodos para a deteccdo de, e/ou diferencia céo
entre, uma ou mais cepas particulares de HPV em uma amostra
bioldgica, os referidos méetodos compreendendo as et apas de:

5 () obtencGo de uma amostra  biolégica que

supostamente compreende HPV de um ser humano;
(ii) isolag&o de acido nucleico da referida amostra ;
(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o0 uso de iniciadores que geram um ampli con que
10 e distinto para cada cepa de HPV;
(iv) opcionalmente amplificacdo de uma sequUéncia de
acidos nucleicos de controle;
(v) efetuar a rotulagem do amplicon(s) citado nas

etapas (iii) e/ou (iv);

15 (vi) hibridizar o amplicon(s) rotulado a um conjunt o]
de esferas revestido com reagentes em que cada memb ro dos
conjuntos de esferas compreendem uma molécula de &ac ido
nucleico complementaridade a uma sequéncia de nucle otideos

de uma cepa particular de HPV ou uma seqiéncia de
20 nucleotideos de controle, ligada ou associada a uma esfera
fisiologicamente distinguivel; e
(vii) determinar a qual dos reagentes um amplicon f oi
ligado;
em que a associacdo de um amplicon com um reagente
25 particular é indicativa da presenca de uma cepa par ticular
de HPV na amostra.
Ainda em outros aspectos, a hibridizacdo ocorre na
presenca de pelo menos uma seqiéncia de oligonucleo tideo de
sinal.

30 Em outros aspectos, a hibridizagdo ocorre na presen ca
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de pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideo de

bloqueio.
A presente
amplificado de HPV ou, com o0 uso de uma transcripta

5 reversa, RNA correspondente. Portanto, a presente i

contempla esferas com RNA ou DNA ou analogos quimic

desses.

invencdo permite a deteccdo de DNA

se
nvencao

oS

Os métodos da presente invencdo sdo baseados, em

parte, na deteccdo e/ou diferenciacdo entre uma ou
10 cepas particular de um analito em uma amostra. Aqui
referéncia a “cepas particulares de um analito” inc
quaisquer variantes da espécie ou grupo taxondmico
analito. Exemplos de “cepas” de um analito incluem
espécies do analito, variantes do analito com nivei
15 diferentes de viruléncia, variantes do analito que
diferentes prognosticos quando da infeccdo ou colon
de um hospedeiro, variantes bioquimicas do analito
outros.

Em algumas modalidade preferidas, os métodos
20 presente invencédo podem ser adaptados para a detecg
diferenciagcdo entre cepas particulares de HPV que s
associada a maior risco ou maior potencial oncogéni
humanos (cepas de alto risco) e aquelas que sao ass
a risco menor de carcinoma ou baixo potencial oncog
25 (cepas de baixo risco). Portanto, o termo cepa de H
“alto risco” inclui qualquer cepa de HPV que seja a
ao desenvolvimento de carcinoma, incluindo cancer c
em seres humanos. Como acima indicado, exemplos de
HPV de alto risco, que de modo alguma limitam a inv

30 incluem HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
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66 e 68. Os marcadores de captura adequados nas esf eras
para essas cepas de HPV sdo mostrados na Tabela 2. O termo

“marcador” e “iniciador” pode ser usado de modo

intercambiavel nesse contexto. Cepas de “baixo risc 0" de
5 HPV incluem aquelas que ndo sdo associadas ou apena S
fracamente associada a risco aumentado de carcinoma em
individuos humanos. Tipicamente, as cepas de HPV de baixo
risco sdo as cepas eu formam verrugas, incluindo HP V6e
HPV 11.
10 As esferas da presente invencdo sado ligadas a
reagentes que interagirdo especificamente com um da do
analito de interesse em uma amostra. Em alguns aspe ctos, os
reagentes da presente invengdo sdo acidos nucleicos e o

analitos na amostra que reage especificamente com o
15 reagente sdo também acidos nucleicos.

Portanto, esse aspecto da atual invencdo usa

iniciadores que sdo direcionados a regides conserva das de
uma cepa de HPV mas que flanqueiam sequéncias genbm icas
especificas para a cepa. As seqliéncias especificas para a
20 cepa sao referidas como sequéncias “variaveis” uma vez que

elas variam entre cepas comparadas as sequéncias

conservadas que sdo constantes entre cepas. Apos

amplificacdo, os amplicons sdo colocados em contato com
subconjuntos de esferas no conjunto de esferas em ¢ ue cada
25 esfera de cada subconjunto carrega um iniciador ou marcador

de &cido nucleico de captura capaz de hibridizar a
amplicons especificos para cepa. Multiplexagdo que usa
tamanho de esfera, intensidade de fluorescéncia e
especificidade de ligacdo de DNA permite a identifi cacao,

30 distribuicéo e distin¢do das cepas de HPV.
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Consequentemente, outros aspectos da presente inven
contemplam conjuntos de esferas para a deteccdo de
mais cepas de HPV e/ou para diferenciacdo entre dua
mais cepas de HPV, em que o conjunto de esferas com
varias familias ou subconjuntos de esferas em que:

(a) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas ¢
relagao ao tamanho;

(b) as esferas em cada subconjunto sédo ligadas a um
marcador de captura de acido nucleico que é capaz d
ligar a uma regidao especifica de cepa de HPV de um
de HPV ou, opcionalmente, uma sequéncia de acidos n
de controle;

(c) o marcador de captura em cada esfera é rotulado
com 0 mesmo rotulo com cada subconjunto de esferas
uma diferente intensidade fluorescente para criar u
mistura heterogénea de esferas com base na intensid
fluorescente; e

(d) pelo menos dois subconjuntos de esferas sao
misturados para produzir um conjunto de esferas, em
identidade do subconjunto e portanto a cepa de HPV
identificavel por citometria de fluxo com base no t
intensidade fluorescente e discriminacdo de sequénc

Ainda outros aspectos da presente invencao contempl
um meétodos para a deteccao e/ou diferenciacdo de en
ou mais cepas de HPV em uma amostra, que compreende
etapas de:

(a) contato da amostra com um conjunto de esferas q
compreende varias familias ou subconjuntos de esfer
que:

(i) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas c
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relagao ao tamanho;

(i) as esferas em cada subconjunto sdo ligadas a u
marcador de captura de acido nucleico que é capaz d
ligar a uma regidao especifica de cepa de HPV de um
de HPV ou, opcionalmente, uma sequéncia de acidos n
de controle;

(i) 0o marcador de captura em cada esfera é
rotulado com o mesmo rétulo com cada subconjunto de
que tem uma diferente intensidade fluorescente para
uma mistura heterogénea de esferas com base na inte
fluorescente; e

(iv) pelo menos dois subconjuntos de esferas sé&o
misturados para produzir um conjunto de esferas, em
identidade do subconjunto e portanto a cepa de HPV
identificavel por citometria de fluxo com base no t
intensidade fluorescente e discriminacdo de sequénc

(b) incubacédo do referido conjunto de esferas com a
referida amostra por um tempo e sob condi¢cbes sufic
para permitir que os referidos iniciadores se ligue
genoma de HPV amplificado para gerar um réplicon qu
compreende uma regiao especifica para cepa;

(c) deteccao e/ou diferenciacédo dos amplicons gerad
na amostra que séo ligados as referidas esferas par
identificar ou distinguir entre as duas ou mais cep

HPV.

Os amplicons aos quais os marcadores de captura de

acidos nucleico sédo especificos também podem ser ro
com uma molécula reporter fluorescente.
Acidos nucleicos podem ser isolados da amostra do

individuo com o uso de qualquer método que seja con
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com relagdo a natureza da amostra em si e o analito . Como
aqui usado, o termo “acido nucleico” refere-se a DN A elou
RNA. Tipicamente, DNA € isolado, embora sob algumas

circunstancias que podem ser evidentes para pessoa

habilitada na técnica, possa ser mais preferivel is olar
RNA, por exemplo, quando o analito de interesse € u m RNA
virus. Se RNA é isolado, o RNA pode ser amplificado , 0U O
RNA pode ser transcrito de modo reverso em cDNA com 0 USOo
de métodos padréo, para subseqiente amplificacédo e analise.

Preferivelmente, o “acido nucleico” € DNA. DNA pode

ser isolado da amostra com o uso de qualquer meio

conveniente. Por exemplo, no caso de um virus como HPV em
uma amostra de célula humana, guanidina ou um agent e
funcionalmente equivalente pode ser usado para lisa r as
células. Um exemplo de método com base em guanidina para
lise de célula e extracdo de DNA é o método de Nels on e

Krawetz ( Anal. Biochem . 207(1):97-201, 1992). Solucdes de

lise com base em guanidina sdo também comercialment e
disponiveis de fornecedores como Qiagen, por exempl 0,
QlAamp, PAXgene, e outros. No entanto, os métodos d e lise
podem mudar dependendo da natureza da amostra e ana lito.
Por exemplo, para a deteccdo de um analito em uma a mostra
ambiental como amostra de solo ou sedimento, um sis tema de
libe baseado em esfera de vidro pode ser mais adequ ado,
como o método de Kuske e cols., ( Appl. Environ. Microbiol
64(7):2463-2472, 1998). Em qualquer evento, 0 proto colo de
lise adequados para um dado analito e amostra deve ser
facilmente determinado por pessoa de habilidade com um na

técnica sem experimentacao indevida.

Depois da lise das células, o DNA pode ser purifica do
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por qualquer meio conveniente que pode ser facilme
evidente para pessoa habilitada na técnica (por exe

veja kits comercialmente disponiveis acima). Em cer
modalidade preferidas da invencéo, o DNA é purifica

uso de uma quantidade limitante de um agente de lig

DNA como, sem limitacao, silica. Pelo uso de uma qu

limitante do agente de ligacdo de DNA, uma quantida
uniforme de DNA pode ser isolada de diferentes amos

vez que a quantidade de DNA recuperada em cada caso

a quantidade de DNA Maxima que pode ser ligada pela
quantidade limitante de agente de ligacdo de DNA. O
ligado ao agente de ligacdo de DNA pode ser entdo
recuperado ou eluido do agente de ligacdo de DNA co

de qualquer meio conveniente.

Embora o DNA seja um &cido preferido, RNA também p
ser isolado da amostra com o uso de qualquer protoc
padrdo de isolacdo de RNA. A isolacdo de RNA envolv
tipicamente uma etapa de rompimento da célula e uma
de isolacdo de RNA. Exemplos de técnicas de rompime
célula que sdo adequadas para a isolacdo de RNA inc
aquelas apresentadas em “Ambion Technical Bulletin
(www.ambion.com/techlib/tb/tb_183.html). Além disso
faixa de exemplos de kits de isolacdo de RNA que sa
adequados para uma escala de tipos de amostra sao
apresentados
www.ambion.com/techlib/basics/produtos/maisol__
compchart.html. Entretanto, deve ser compreendido ¢
presente invencdo ndo é em qualquer sentido limitad
esses meétodos e Kkits especificos para isolacdo e

purificacdo de RNA e a presente invencao é compativ
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quaisquer métodos de isolagdo de RNA que sdo eviden
pessoa habilitada na técnica.

Os conjuntos de esferas podem compreender, em relag
a deteccdo de HPV tantos subconjuntos de esferas qu
cepas de HPV. Portanto, o ensaio pode empregar 2, 3
6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16 subconjunt
esferas cada um para as cepas de HPV 6, 11, 16, 18,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68. Esferas ad
também podem ser usadas para controles. Marcadores
captura adequados sao revelados na Tabela 2.

Portanto, outros aspectos da presente invencao s&o
direcionados a conjuntos de esferas para a deteccao
ou mais cepas de HPV e/ou para diferenciacao entre
mais cepas de HPV, em que os conjuntos de esferas
compreendem vérias familias ou subconjuntos de esfe
que:

(a) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas ¢
relacdo ao tamanho;

(b) as esferas em cada subconjunto sédo ligadas a um
marcador de captura de acido nucleico selecionado d
na Tabela 2 que é capaz de se ligar a uma regiao es
de cepa de HPV de um genoma de HPV ou, opcionalment
sequéncia de acidos nucleicos de controle;

(c) o marcador de captura em cada esfera é rotulado
com o mesmo rétulo com cada subconjunto de esferas
uma diferente intensidade fluorescente para criar u
mistura heterogénea de esferas com base na intensid
fluorescente; e

(d) pelo menos dois subconjuntos de esferas sao

misturados para produzir um conjunto de esferas, em
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identidade do subconjunto e portanto a cepa de HPV
identificavel por citometria de fluxo com base no t
intensidade fluorescente e discriminagao de sequénc
Ainda outro aspecto da presente invencdo contempla
5 meétodos para a deteccdo e/ou diferenciacdo entre du
mais cepas de HPV em uma amostra, que compreende as
de:
(a) contato da amostra com um conjunto de esferas q
compreende vérias familias ou subconjuntos de esfer
10 que:
(i) as esferas de cada subconjunto sdo homogéneas c
relacdo ao tamanho;
(i) as esferas em cada subconjunto sdo ligadas a u
marcador de captura de acido nucleico selecionado d
15 na Tabela 2 que é capaz de se ligar a uma regido es
de cepa de HPV de um genoma de HPV ou, opcionalment
sequéncia de acidos nucleicos de controle;
(i) o marcador de captura em cada esfera e
rotulado com o mesmo rétulo com cada subconjunto de
20 que tem uma diferente intensidade fluorescente para
uma mistura heterogénea de esferas com base na inte
fluorescente; e
(iv) pelo menos dois subconjuntos de esferas sé&o
misturados para produzir um conjunto de esferas, em
25 identidade do subconjunto e portanto a cepa de HPV
identificavel por citometria de fluxo com base no t
intensidade fluorescente e discriminagcao de sequénc
(b) incubacédo do referido conjunto de esferas com a
referida amostra por um tempo e sob condi¢cbes sufic

30 para permitir que os referidos marcadores se liguem
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genoma de HPV amplificado para gerar um réplicon qu
compreende uma regiao especifica para cepa; e

(c) deteccao e/ou diferenciagédo dos amplicons gerad
na amostra que séo ligados as referidas esferas par
identificar ou distinguir entre as duas ou mais cep
HPV.

Portanto, os conjuntos de esferas podem compreender
3,4,5,6,7,8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 subcon
de esferas cada um dom uma molécula de &cido nuclei
selecionada da listagem na Tabela 2. Referéncia a e
sequéncias especificas para cepa de HPV na Tabela
incluem moléculas de acido nucleico que tém pelo me
de identidade a essas sequéncias ou sao capazes de
hibridizar a elas ou suas formas complementares sob
condicdes de baixo rigor. Referéncia a pelo menos 9
inclui 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 €100%

Os meétodos da presente invencao se baseiam, em part
na amplificacdo de um acido nucleico a partir de um
amostra que usa iniciadores que se ligam a sequénci
conservadas entre diferentes cepas do analito em qu
mas que geram um amplicon que compreende uma sequén
nucleotideos distinta para cada cepa do analito. De
os iniciadores usados na presente invencdo se ligam
sequéncias que sdo conservadas entre as cepas do an
guestdo que flanqueiam regidbes que
parcialmente ndo conservadas ou polimorficas entre
Esquematicamente, a regido amplificada no analito t
estrutura geral de:

C-X-C'

em que:
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C é uma sequéncia de nucleotideos que é conservada
entre duas ou mais cepas do analito e é o sitio de
do iniciador “adiante”;

X € uma sequéncia de nucleotideos, parte ou toda de
compreende variacao entre diferentes cepas do anali

C' é uma sequéncia de nucleotideos que € conservada
entre duas ou mais cepas do analito e é o sitio de
do iniciador “reverso”.

Em certas modalidades é desejavel incorporar pontas
um ou mais dos iniciadores para modificar o process
amplificacdo de acido nucleico. Preferivelmente, es
pontas sdo conjugadas ao terminal 5 do iniciador.
preferivelmente, um ou mais pontas sao opcionalment
conjugadas a uma porcédo 5 Phos ou 5AmMC6 no termina
ponta. Em certas modalidades preferidas, as pontas
conjugadas a iniciadores adiante sao selecionadas d
caatcagc, acaat, ggaac, mai

cagctt, attacc e ctgtt,

outra modalidade

preferivelmente acaat e ctgtt. E

preferida, as pontas

selecionadas de: actcactatagg, aatacgactcactatagg,

conjugadas a iniciadores reversos séo

ligacao

to;

ligacao

em

o de

sas

Mais

e também

| 5" da

tctaatacgactcactatagg, e aattctaatacgactcactatagg m

ais

preferivelmente actcactatagg e tctaatacgactcactatag

Em certas modalidades relacionadas

iniciadores de amplificacdo de oligonucleotideos pa

direcionamento de HPV oncogénico, o iniciador diret

de iniciadores é selecionado do grupo que consiste
/5Phos/caatcagc TR TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY A;

/SPhos/acaat CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GAT A;

/SPhos/acaat CAR YTR TTT OTT ACT GTK GTD GA,
/SPhos/ggaac AAY CAR YTR TIT GTT ACT GTK GT;
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/S5Phos/cagctt TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG;
/S5Phos/cagctt TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG YA G;
/5Phos/attacc GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC; e
/5Phos/ctgtt GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA,;
5 e 0 iniciador reverso de um par de iniciadores ¢
selecionado do grupo que consiste em: /SAmMC6/actca ctatagg

TGA AAA ATA AAY TGY AAATCA TAT TCY TCM MCA TG;

/SAmMC6/aatacgactcactatagg CAY ARY TGA AAA ATA AAY TGY
AAA TG,
10 /SAmMCe6/tctaatacgactcactatagg TR CAY ARY TGA AAA A TA
AAY TG; e

/SAmMC6/aattctaatacgactcactatagg TR CAY ARY TGA AAA
ATA AA.

Como mostrado, um iniciador é indicado em letras
15 maidsculas e uma ponta opcional em cada caso é most rada em
letras minusculas sublinhadas. Preferivelmente, o | niciador
direto de um par de iniciadores € selecionado de:
/SPhos/acaat CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA e /5Pho slctgtt
GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA. Em outra modalidade

20  preferivel, o iniciador reverso de um par de inicia dores é
selecionado de /5SAmMCe6/actcactatagg TGA AAA ATA AAY TGY AAA
TCA TAT TCY TCM MCA TG e /5SAmMC6/tctaatacgactcactat agg TR

CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG.

Em certos aspectos da invencdo, 0s iniciadores

25 incorporam uma seqiéncia de nucleotideos extrinseca 5' de
regido de ligacdo de ndo iniciador conjugada a extr emidade
5' de uma regido de iniciador de ligacdo de modelo 3. A
sequéncia de nucleotideos extrinseca 5' é convenien temente
referida aqui como *“ ponta ”, * gancho de ponta 7, “sequéncia

30 de ponta” ou “sequéncia de ponta extrinseca” mas is SO nao
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pretende limitar de qualquer modo a invengao.

Em certas modalidade preferidas, pelo menos um dos
iniciadores adiante e reverso € conjugado a uma pon taa no
terminal 5 do iniciador. Preferivelmente, quando o

5 iniciador direto € conjugados a uma ponta no terminal 5' do

iniciador direto, a ponta do iniciador direto é selecionada
do grupo que consiste em:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC,
CTGTT, /5Phos/CAATCAGC, [/5Phos/ACAAT, /5Phos/GGAACA AT,

10 /5Phos/GGAAC, /5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC, e/5Phos/ CTGTT.
Preferivelmente quando iniciador reverso é conjugad 0s auma
ponta no terminal 5 do iniciador reverso, a ponta do
iniciador reverso é selecionada do grupo que consis te em:
ACTCACTATAGG, AATACGACTCACTATAGG,
15 TCTAATACGACTCACTATAGG, AATTCTAATACGACTCACTATAGG,
ISAMMCG6/ACTCACTATAGG, /ISAMMCG6/AATACGACTCACTATAGG,
ISAMMCG6/TCTAATACGACTCACTATAGG, e

ISAMMCG6/AATTCTAATACGACTCACTATAGG. Em algumas modali dades
mais preferidas de pares de iniciadores de amplific acao de
20 oligonucleotideo que contém uma seqiiéncia de acido nucleico
de ponta opcional, o iniciador direto do par de iniciadores
€ selecionado do grupo que consiste em:
CARYTR TTT GTT ACT GTK GTD GA, opcionalmente tendo um
ACAAT, /5Phos/ACAAT, GGAACAAT, ou um /5Phos/GGAACAA T
25 conjugado ao terminal 5’ do iniciador; e
GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA, opcionalmente tendo um
CTGTT ou /5Phos/CTGTT conjugado ao terminal 5 do

iniciador. Em algumas modalidades mais preferidas d e pares
de iniciadores de amplificacdo de oligonucleotideo que
30 contém uma sequéncia de acido nucleico de ponta opc ional, o
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iniciador reverso do par de iniciadores é selecion ado do
grupo que consiste em:

TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG,
opcionalmente tendo um ACTCACTATAGG ou /5AMMCGE/ACTC ACTATAGG
conjugado ao terminal 5’ do iniciador, TR CAY ARY T GA AAA
ATA AAY TG, opcionalmente tendo um TCTAATACGACTCACT ATAGG ou
/ISAMMCG6/TCTAATACGACTCACTATAGG conjugado ao terminal 5 do
iniciador; e TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG, opciona Imente
tendo um TCTAATACGACTCACTATAGG ou
/ISAMMCG6/TCTAATACGACTCACTATAGG conjugado ao terminal 5 do

iniciador.

A regido de iniciador de ligacdo de modelo 3’ refer e-
se a um iniciador cuja porgéo 3' se liga a um model o (por
exemplo, durante a primeira etapa de anelamento par a
iniciar a polimerizacdo). O desenho do iniciador ac ima
mencionado resulta na incorporacdo da seqiéncia de ponta em
produtos de amplificacdo depois do evento inicial d e
iniciacdo. Subsequentemente, a seqUéncia de ponta 5' age

como wuma garra para uniformizar a eficiéncia da
amplificac@o por todos os homaologos do amplicon.

A sequéncia de ponta extrinseca pode estar no
iniciador direto ou no iniciador reverso ou ambos.

Portanto, certos aspectos da presente invencao

contemplam métodos para amplificacdo de uma molécul a alvo
de acido nucleico os referidos métodos compreendend o]
submisséo de um modelo de &cido nucleico do referid o alvo
de &cido nucleico & amplificagcdo com o uso de um in iciador
direto e reverso em que pelo menos um iniciador con tém uma
sequéncia de nucleotideos extrinseca de regido de | igacao
de ndo iniciador 5' conjugada a uma regido de inici ador de
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ligacdo de modelo 3' em que a referida sequéncia de
nucleotideos extrinseca é incorporada em um produto
amplificacéo depois da iniciacéo.

Como acima indicado o iniciador direto ou reverso p

5 compreende a seqiéncia extrinseca ou ambos podem ca
sequéncia. Quando ambos carregam a sequéncia extrin
ponta pode ser a mesma ou diferente.

A presente invencdo é particularmente aplicavel a
iniciadores que sdo potencialmente capazes de inici

10  conjunto de homologos de acido nucleico alvo.

A presente invencdo também contempla melhores métod
de amplificacdo de uma molécula de acido nucleico i
em uma populacdo de moléculas de acido nucleico
relacionadas por amplificagdo com um iniciador dire

15 reverso, que compreende: a selecdo de um ou ambos d
iniciadores adiante ou reverso de modo que um ou am
contenham uma sequéncia extrinseca de nucleotideos
regido de ligacdo néo iniciadora conjugada a uma re
iniciador de ligagdo de modelo 3 em que a referida

20 seqUéncia extrinseca de nucleotideos € incorporada
producdo de amplificacdo apoés a iniciacao.

Portanto, referéncia a uma “molécula de acido
nucleico” inclui a familia de moléculas de acido nu
relacionadas como um grupo de moléculas de acido nu

25 homoblogas.

Kits para reduzir a amplificacdo também formam part
da presente invengéo.

Todas as citacOes cientificas, patentes, pedidos de

patente e especificacdes técnicas do produtor citad

30 descritas nesse documento sdo aqui incorporadas em
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totalidade por referéncia.

Entende-se que a menos que indicado de outro modo, a
atual invencdo ndo é limitada a reagentes, etapas d e
processo, e aplicacdes especificos ou outros, uma v ez que

eles podem variar. Deve ser também entendido que a
terminologia aqui usada € para o objetivo de descri cao de
modalidade particulares apenas e nao pretende ser

limitante.

Termos e simbolos de quimica de &cido nucleico,

bioquimica, genética, e biologia molecular aqui usa dos
seguem aqueles de pesquisa e textos padrdo no campo , por
exemplo, Kornberg and Baker, DNA Replication , Segunda

edicado (W.H. Freeman, New York, 1992); Lehninger,
Biochemistry , Segunda edicdo (Worth Publishers, New York,
1975); Strachan and Read, Human Molecular Genetics , Segunda
edicdo (Wiley-Liss, New York, 1999); Eckstein Ed,
Oligonucleotideos and Analogs: A Practical Approach (Oxford
University Press, New York, 1991); Gait Ed,
Oligonucleotideo Synthesis: A Practical Approach (IRL
Press, Oxford, 1984); e outros.

“Amplicon” significa o produto de uma reacdo de
amplificacdo de polinucleotideo. Ou sejas, ele é um a

populacdo de  polinucleotideos, comumente mas néo

necessariamente de duplo filamento, que sdo replica dos a
partir de uma ou mais sequéncias de iniciagdo. Uma ou mais
sequéncias de iniciagdo podem ser uma ou mais copia s das

mesma sequéncia, ou elas podem ser uma mistura de

diferentes sequéncias. Os amplicons pdoem ser produ zidos
por varias reacdes de amplificacdo cujos produtos s ao
replicados multiplos de um ou mais acidos nucleicos alvo.

Peticdo 870200106496, de 24/08/2020, pag. 56/144



10

15

20

25

30

47/106

Geralmente, as reacbes de amplificacdo que produzem

amplicons sao “dirigidas por modelo” uma vez que o

pareamento de base de reagentes, nucleotideos ou
oligonucleotideos, tem complementos em um polinucle

modelo que sdo necessarios para a criacdo de produt

reacdo. Em um aspecto, as reacdes dirigidas por mod

extensdes de iniciador com uma polimerase de acido

ou ligacdes de oligonucleotideo com uma ligase de a
nucleico. Tais reagfes incluem, sem limitacdo, reacg

polimerase linear de PCR, NASBAs, amplificacdes “ro
circle”, e outras, reveladas nas seguintes referénc

sdo aqui incorporadas por referéncia: Mullis e cols
Patente U.S. 4.683.195; 4.965.188; 4.683.202;

4.800.159 (PCR):;

Nos.
Gelfand e cols.,, Patente U.S. No.
5.210.015 (PCR em tempo real com marcadores “Tagman
“Taq” [marcas comerciais registradas]); Wittwer e c
Patente U.S. No. 6.174.670; Kacian e cols., Patente
No. 5.399.491 (“NASBA"); Lizardi, Patente U.S. 5.85
Aono e cols., Publ. de Patente Japonesa No. JP 4262
(amplificacao “rolling circle”); e outros.

Uma reacdo de amplificacdo pode ser uma amplificaca
“em tempo real” em que a quimica de deteccdo permit
produto da reacdo seja medido a medida que a reacéo
amplificac&o progride.

A presente invencgdo é particularmente relacionada c
a reducdo da tendéncia da amplificagcdo por uma faix
moléculas de &cido nucleico relacionadas ou homdlog
Exemplos de moléculas de acido nucleico homologas i

homologos virais, polimorfismos, células relacionad

cancer, homadlogos bacterianos, homélogos de célula
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entre varios outros. Um aspecto da presente invenca 0oéa
selecdo de iniciadores em pontos potenciais de dife renca
entre os homélogos. Os iniciadores carregam uma seq Uéncia
extrinseca de nucleotideos 5 de regido de ligacao nao
5 iniciadora conjugada a uma regido de iniciador de | igacao

de modelo 3 que é incorporada em um produto de
amplificacéo depois da iniciacéo.
A ponta ou sequéncia extrinseca 5' pode ser de cerc a

de 1 a cerca de 400 bases de comprimento e todas as

10 combinacdes e subcombinacbes desses. Preferivelment e a
ponta é de cerca de 3 a cerca de 100, mais preferivelment e
de cerca de 4 a cerca de 80 bases de comprimento, a inda
mais preferivelmente de cerca de 5 a cerca de 40, e ainda
mais preferivelmente cerca de 5 a cerca de 25, com cerca de

15 10 a cerca de 20 sendo mais preferido.

De fato, a sequéncia extrinseca 5 tem opcionalment e
um nivel de complementaridade a sequéncia alvo, e e la ndo
contribui  substancialmente para as etapas de ligaca o]
iniciais do iniciador. E desejavel que a ponta tenha menos

20 que 95% de complementaridade ao iniciador de nucleo

Exemplos adicionais dos niveis de complementaridade podem
incluir menos que 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, e 6 0%. A
complementaridade é determinada com o uso de algori tmos
padréo.
25 Como aqui usado, o termo “amplificagdo” significa

realizar uma reacdo de amplificacdo. Uma “mistura d e
reacdo” ou “frasco de reacdo” significa uma solugao ou
compartimento que contém todos 0s reagentes necessa ros

para realizar a reacdo, que pode incluir, sem limit acao,

30 agentes de tamponamento para manter o pH em um nive I
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selecionado durante a reacao, sais, co-fatores, scavengers
e outros.

“‘Complementar ou  substancialmente = complementar”
refere-se a hibridizacdo ou pareamento de base ou a
formacdo de um duplex entre nucleotideos ou &acidos
nucleicos, como, por exemplo, entre os dois filamen tos de
uma molécula de dsDNA ou entre um iniciador de
oligonucleotideo e um sitio de ligacdo de iniciador em um

acido nucleico de filamento Unico. Os nucleotideos

complementares sédo, geralmente, Ae T (ou Ae U), o uCeG.
Duas moléculas de RNA ou DNA de filamento unicos sa o ditas
como sendo substancialmente complementares quando o S
nucleotideos de um filamento, otimamente alinhados e
comparados e com insercbes ou delecbes de nucleotid eo
adequadas, forma par com pelo menos cerca de 80% do S
nucleotideos do outro filamento, comumente pelo men 0s cerca
de 90% a 95%, e mais preferivelmente de cerca de 98 a 100%.
Alternativamente, existe complementaridade substanc ial
guando, por exemplo, um filamento de DNA hibridiza sob
condicbes seletivas de hibridizagdo a seu complemen to.
Tipicamente, a hibridizacdo seletiva ocorre quando existe

pelo menos cerca de 65% de complementaridade em uma
extensdo de pelo menos 14 a 25 nucleotideos,
preferivelmente  pelo menos cerca de 75%, mais

preferivelmente pelo menos cerca de 90% de

complementaridade. Veja, Kanehisa Nucleic Acids Res
12:203, 1984, aqui incorporado em sua totalidade po r
referéncia.

“Duplex” significa que pelo menos dois
oligonucleotideos e/ou polinucleotideos que séo tot almente
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ou parcialmente complementares sofrem pareamento de base

tipo Watson-Crick entre todos ou a maioria de seus

nucleotideos de modo que um complexo estavel é for mado. Os
termos “anelamento” e “hibridizacdo” sdo usados de modo
5 intercambiavel para significar a formacdo de um dup lex
estavel. “Perfeitamente combinado” em referéncia a um
duplex significa que os filamento do poli- ou
oligonucleotideo que compdem o duplex formam uma e strutura
de filamento duplo um com o outro de modo que todo e
10 qualquer nucleotideo em cada filamento sofre paream ento de
base de Watson-Crick com um nucleotideo no outro fi lamento.
“Locus genético” ou “locus” em referéncia a um geno ma
ou polinucleotideo alvo, significa uma subregido co ntigua
ou segmento do genoma ou polinucleotideo alvo. Como aqui
15 usado, l6cus genético, ou locus, pode referir-se a posicao
de um gene ou por¢cdo de um gene em um genoma, ou el e pode
referir-se a qualquer porcéo contigua da seqiéncia gendmica
esteja ou ndo em, ou associada a, um gene. Preferiv elmente,
um locus genético refere-se a qualquer por¢cédo da se guéncia
20 genbmica de algumas dezenas de nucleotideos, por ex emplo,
10-30, ou 10-100, de comprimento, a algumas centena s de

nucleotideos, por exemplo, 100-1000 ou 100-500 de

comprimento, a alguns milhares de nucleotideo de

comprimento, por exemplo, 1.000-10.000 ou 1.000-3.0 00 de
25 comprimento. Em alguns contextos, os l6cus genético s podem
referir-se a localizagdo de um nucleotideo em um ge noma.
“Kit” refere-se a qualquer sistema de liberacao par aa
liberacdo de materiais ou reagentes para realizar u m método
da atual invencédo. No contexto de ensaios de reacao , tais
30 sistemas de liberacdo incluem sistemas que permitam a
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estocagem, transporte, ou liberacdo de reagentes de
(por exemplo, marcadores, enzimas etc., nos recipie
adequados) e/ou materiais de suporte (por exemplo,
instrucdes escritas para a realizagcdo do ensaio etc
uma localizacdo para outra. Por exemplo, os kits in
uma ou mais embalagens (por exemplo, caixas) que co
reagentes de reacdo relevantes e/ou materiais de su
Tal conteddo pode ser liberado ao receptor junto ou
separadamente. Por exemplo, um primeiro recipiente

conter uma enzima para usO em um ensaio, enquanto u
segundo recipiente contém marcadores. Os kits tambe

conter compartimentos adaptados para conter os reag

Em um exemplo, um compartimento compreende uma matr
sélida que tem oligonucleotideos ou iniciadores ou
polinucleotideos imobilizados nela que participam n

de amplificacdo. Um exemplo de uma matriz sélida é
microarranjo. Umkit, portanto, pode ser parte de um

de amplificacédo geral que tem um componente de reag
componente de &cido nucleico, um componente de

um componente instrucional.

“Microarranjo” refere-se a um suporte de fase solid
que tem uma superficie plana, que carrega um arranj
acidos nucleicos, cada membro do arranjo compreende
idénticas de um oligonucleotideo ou polinucleotideo
imobilizado a uma regido ou sitio espacialmente def
gue nao sobrepde com aqueles de outros membros do a
ou seja, as regifes ou sitios sao espacialmente dis
Sitios de hibridizacdo espacialmente definido podem
adicionalmente “acessiveis”

porque a localizacdo e

identidade de seu oligonucleotideo imobilizado séo
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conhecidos ou predeterminados, por exemplo, antes d 0 uso.
Tipicamente, os oligonucleotideos ou polinucleotide 0S sao
de filamento Unico e sdo covalentemente anexados ao suporte
de fase solida, comumente por uma extremidade 5' ou uma
5 extremidade 3'. A densidade de regifes de ndo sobre posicao

que contém &cidos nucleicos em um microarranjo €

tipicamente maior que 100 por cm 2, e mais preferivelmente,

maior que 1.000 por cm 2, a tecnologia de microarranjo €

revelada nas seguintes referéncias que séo incorpor adas em
10 sua totalidade por referéncia: Schena, Ed, Microarrays: A

Practical Approach (IRL Press, Oxford, 2000); Southern,

Current Opin. Chem. Biol ., 2:404-410, 1998.

Um  “microarranjo  aleatério” refere-se a um

microarranjo cujas regibes espacialmente distintas de
15 oligonucleotideos ou polinucleotideos ndo séo espac ialmente

direcionadas. Ou seja, a identidade dos oligonucleo tideos

ou polinucleotideos anexados nédo é discernivel, pel 0 menos

inicialmente, de sua localizacdo. Em um aspecto,

microarranjos  aleatérios sdo  arranjos  planos de

20 microesferas em que cada microesfera tem anexado um tipo
Gnico de complemento de roétulo de hibridizagdo, com 0 a
partir de um conjunto de hibridizacdo minimamente ¢ ruzado
dos oligonucleotideos. Do mesmo modo, depois da for macao,
microesferas, ou oligonucleotideos desses, em um ar ranjo

25 aleatorio podem ser identificados em uma variedade de

formas, incluindo por rotulos Oticos, por exemplo,
propor¢cdes de corante fluorescente ou quantum dots
formato, andlise de sequiéncia ou outros.

“Nucleosideo” como aqui usado inclui os nucleosideo S

30 naturais, que incluem formas 2'-desoxi e T-hidroxil , por
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exemplo, como descrito em Kornberg e Baker,

Replication , 22 Ed. (Freeman, San Francisco, 1992).
“Reacdo em cadeia de polimerase”, ou “PCR”, signifi
uma reacdo para a amplificacao in vitro
DNA especificas pela extensdo simultdnea de iniciad
filamentos complementares de DNA. Em outras palavra
€ uma reacdo para a producdo de mudltiplas copias ou
replicas de um &cido nucleico-alvo flanqueado por s
ligacdo de iniciador, esta reacdo compreendendo uma
repeticbes das seguintes etapas: (i) desnaturacao d
nucleico-alvo, (ii) anelamento de iniciadores aos s
ligacdo de iniciador, e (iii) extensdo dos iniciado
uma acido nucleico polimerase na presenca de trifos
nucleosideo. Normalmente, a reacdo é ciclada por me
temperaturas diferentes otimizadas para cada etapa
instrumento de ciclagem térmico. Temperaturas, dura
particulares em cada etapa, e taxas de alteracdo en
etapas, dependem de muitos fatores bem conhecidos p
aqueles habilitados na técnica, por exemplo, exempl
pelas referéncias: McPherson e cols., (Eds), “PCR:
Practical Approach” e “PCR2: A Practical Approach”
Press, Oxford, 1991 e 1995, respectivamente). Por e
em uma PCR convencional com o uso de Taq DNA polime
acido nucleico-alvo de filamento duplo pode ser des
em uma temperatura >90°C, iniciadores anelados em u
temperatura na faixa de 35-90°C. O termo “PCR” engl
formas derivadas da reacéo, incluindo, sem limitaca
PCR, PCR em tempo real, PCR abrigada, PCR quantitat
multiplexada, PCR de fase sélida aprimorada, e seme

Para mais detalhes de PCR de fase soélida aprimorada
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por exemplo, Park, e cols., Analytical Biochemistry , 375
(2008), pp. 391-393, cuja totalidade € aqui incorpo rada por
referéncia em sua totalidade. O uso de PCR de fase solida
aprimorada € preferido em certas modalidades da pre sente
invencdo para a geracao e/ou amplificacdo de molécu las de
acido nucleico relacionadas, por exemplo, as cepas de HPV.

Ainda mais preferido é o uso de um ou mais pares de
iniciadores diretos/reversos aqui observados em
amplificagdo por PCR de fase solida aprimorada de m oléculas

de acido nucleico relacionadas as cepas de HPV.

Com o uso do formato de ESP-PCR, fosfatos 5- prime sao
opcionais, ja que amplicon de filamento simples néao e
necessario como um produto de PCR. Os grupos funcio nais

amina 5- prime também sdo opcionais nesse formato, e podem

ser usados como um meio preferido de rotulagem com um
fluoréforo para a geracdo de sinal. No entanto, tam bém séo
empregados muitos meios alternativos de geracdo de sinal
nos quais ndo ha necessidade de qualquer grupo func ional ou

de um grupo funcional alternativo. Por exemplo, ini ciadores

de PCR podem ser ndo rotulados com fldor, e
“oligonucleotideos sinalizadores” separados, que sa o]
conjugados a um sinal, podem ser empregados. Em out ro
exemplo, com o uso do formato de ESP-PCR, todos os
iniciadores de PCR “aquosos” podem ser usados sem ¢ rupos
funcionais e o sinal poderia alternativamente ser

introduzido por meio da incorporacdo de analogo de

nucleotideo rotulado. Em outra modalidade, com o us o do
formato de ESP-PCR, todos os iniciadores de PCR *“aq uosos”
podem ser usados sem grupos funcionais, e o sinal p oderia
ser introduzido por meio de um iniciador de suporte sélido
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rotulado de tal forma que o sinal aumente no contex to do
produto de filamento duplo.

Meios alternativos para a geracao de amplicon de
filamento simples incluem a conversdo de DNA de fil amento

duplo em DNA de filamento simples por separacdo dos

filamentos ou por remocdo de um filamento do duplex . Os
filamentos do duplex podem ser separados por meios térmicos
ou quimicos de ruptura das ligacdes interfilamentos . A
remocao de um filamento permite a recuperacéo do fi lamento
desejado e a eliminacdo de seu complemento, por exe mplo,

Nikiforov e cols. (Patente U.S. N° 5.518.900), que

descrevem a modificacdo de um entre dois iniciadore s usados
para amplificacdo por incorporagdo de derivados de

fosforotioato nucleotideo na extremidade 5' do inic lador

modificado, tornando-o resistente a digestdo  por

exonuclease. Apos amplificacdo de sequéncias-alvo u sando a
reacao em cadeia de polimerase (PCR), o dsDNA é sub metido a
digestdo por exonuclease. O filamento néo protegido e
preferencialmente digerido por uma exonuclease 5' a 3,
deixando um produto de filamento simples que consis tem no

outro filamento. Estratégias similares utilizaram

iniciadores ramificados resistentes a exonuclease

(Shchepinov e cols., Nuc. Acids. Res. 25: 4.447-4.454 1997)
ou preferéncia de substrato que abriga 5 fosfato d e
exonuclease Lambda (Higuchi e cols., Nucl. Acids Res . 25:
5.685, 1989).

A PCR assimétrica (Gyllensten e Erlich, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 85: 7.652-7.656 1998; Patente U.S. N°
5.066.584) gera ssDNA durante ciclagem térmica pelo emprego

de uma concentracdo desequilibrada de par de inicia dores,
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de tal forma que um iniciador esteja em uma concent racao
limitante. Isso favorece o produto de ssDNA iniciad 0 pelo

iniciador em excesso.

A PCR assimétrica por iniciador competidor (Gillesp ie,
1997; Pedido de Patente U.S. N° 08/628.417) emprega a
adicdo separada de um iniciador competidor apds a ¢ iclagem
térmica da PCR e antes da ciclagem térmica adiciona | para
gerar ssDNA. Kaltenboeck e cols., Biotechniques 12: 164-

171, 1992, descrevem um método de producdo de ssSDNA

realizando-se, inicialmente, uma PCR para gerar dsD NA,
seguida por uma reacdo separada que usa o produto d a
primeira PCR como modelo para uma segunda amplifica cao
linear que emprega um iniciador. Veja também a Pate nte U.S.

6.887.664 para exemplos de PCR assincrona.

Os volumes de reagdo variam de poucas centenas de

nanolitros, por exemplo, 200 nL, até poucas centena s de L,
por exemplo, 200 L. “PCR por transcricéo reversa”, ou “RT-
PCR”, significa uma PCR que é precedida por uma rea cao de
transcricdo reversa que converte um RNA-alvo em um DNA de
filamento simples complementar, que € entdo amplifi cado,
por exemplo, Tecott e cols., Patente U.S. N° 5.168. 038,
cuja patente € aqui incorporada por referéncia em s ua
totalidade. “PCR em tempo real” significa uma PCR p ara a

qual uma quantidade de produto de reacdo, ou seja,
amplicon, é monitorada a medida que a reacdo evolui . Ha

muitas formas de PCR em tempo real que diferem

principalmente nas quimicas de deteccdo usadas para o]
monitoramento do produto de reacao, por exemplo, Ge Ifand e

cols., Patente U.S. N° 5.210.015 (“tagman”); Wittwe re
cols., Patentes U.S. N os 6.174.670 e 6.569.627 (corantes
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intercalados); Tyagi e cols., Patente U.S. N° 5.925 517

(marcadores moleculares); cujas patentes sdo aqui

incorporadas por referéncia em sua totalidade. As g uimicas
de deteccao para PCR em tempo real sédo revisadas em Mackay
e cols., Nucleic Acid Research , 30: 1.292-1.305, 2002, que
também é aqui incorporado por referéncia em sua tot alidade.
“PCR abrigada” significa uma PCR em dois estagios e m que o
amplicon de uma primeira PCR se torna a amostra par a uma
segunda PCR que usa um novo conjunto de iniciadores , pelo
menos um dos quais se liga em uma localizacao inter ior do

primeiro amplicon.

E proposto que os eventos de iniciag&o iniciais sej am
feitos com iniciadores diretos e reversos, em que u m ou
ambos carregam uma sequéncia de nucleotideos extrin seca 5’
de regiéo de ligacéo ndo iniciadora conjugada uma r egiao do
iniciador de ligacdo de modelo 3’, em que a sequénc ia de
nucleotideos extrinseca é incorporada em um produto de

amplificacédo apods iniciacao inicial.

O uso de sequéncia de ponta 5 da regido de ligacao
nao iniciadora conjugada a uma regido iniciadora de ligacdo
de modelo 3 como o design do iniciador resulta na

incorporagcdo da sequéncia de ponta em produtos de

amplificacdo apos o evento de ligacéo inicial do in iciador.
Subseqlentemente, a sequéncia de ponta 5' atua como um
grampo para igualar a eficiéncia de amplificacdo at ravés de
homélogos. Dessa forma, a tendéncia da amplificacédo e
restrita aos eventos de ligagédo iniciais do iniciad or. O
“gancho de ponta” pode ser colocado nos iniciadores diretos

e reversos ou em um deles, dependendo da necessidad e. Ha
uma grande liberdade de design em relacéo a qual se guéncia
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da sequéncia do “gancho de ponta” serd a mais adequ ada
aquela aplicacdo em particular. A sequéncia iniciad ora da
ligacdo do modelo 3' poderia assumir a forma de seq Uéncia

degenerada, sequéncia de consenso ou um hibrido de

5 sequéncias de consenso e degeneradas. Um pool de se guéncias
de interesse com combinacdo exata também poderia se r
empregado. Em todos esses casos, o principio do “ga ncho de

ponta” 5' pode ser empregado.
“Polinucleotideo” e “oligonucleotideo” sdo usados d e
10 forma intercambiavel, e cada um significa um polime ro

linear de mondmeros de nucleotideos. Monbémeros que

constituem polinucleotideos e oligonucleotideos sao capazes
de se ligar especificamente a um polinucleotideo na tural
por meio de um padrao regular de interagbes monomer o-a-

15 monbmero como, por exemplo, o tipo Watson-Crick de
pareamento de bases, empilhamento de bases, o0s tipo S
Hoogsteen ou Hoogsteen reverso de pareamento de bas es, ou

semelhantes.

Sempre que um polinucleotideo ou oligonucleotideo f or
20 representado por uma sequéncia de letras (mailscula S ou
minusculas), por exemplo, “ATGCCTG”, sera subentend ido que
0s nucleotideos estdo na ordem 5' - 3' da esquerda para a

direita e que “A” representa desoxiadenosina, “C”

representa desoxicitidina, “G” representa desoxigua nosina,
25 e “T” representa timidina, “I” representa desoxiino sina,
“U” representa uridina, a menos que indicado de for ma

diferente ou que fique ébvio pelo contexto.

“Iniciador” significa um oligonucleotideo, natural ou
sintético, que é capaz, mediante a formacdo de um d uplex
30 com um modelo de polinucleotideo, de atuar como um ponto de

Peticéo 870200106496, de 24/08/2020, pag. 68/144



59/106

iniciacdo da sintese de &cido nucleico e de ser est endido
da sua extremidade 3' juntamente com o modelo, de f orma que

seja formado um duplex.

A extensdo de um iniciador € normalmente realizada com
5 uma acido nucleico polimerase, por exemplo, uma DNA ou RNA
polimerase. A seqUéncia de nucleotideos adicionada no
processo de extensdo € determinada pela seqiéncia d o]
polinucleotideo de modelo. Normalmente, os iniciado res sao
estendidos por uma DNA polimerase. Iniciadores norm almente
10  possuem um comprimento na faixa de 14 a 40 nucleoti deos, ou

na faixa de 18 a 36 nucleotideos. Iniciadores sao

empregados em diversas reacbes de amplificacdo de & cidos
nucleicos, por exemplo, reagbes de amplificacdo lin eares
gue usam um unico iniciador, ou PCRs, que empregam dois ou

15 mais iniciadores. Diretrizes para a selecdo dos

comprimentos e sequéncias de iniciadores para aplic acles
especificas sdo bem conhecidas por aqueles habilita dos na
técnica, como evidenciado pelas seguintes referénci as que

sado incorporadas por referéncia em sua totalidade:
20 Dieffenbach (Ed), “PCR Primer. A Laboratory Manual” , 28
Edicdo (Cold Spring Harbor Press, New York, 2003).

“Amostra” significa uma quantidade de material de u ma
fonte biolégica, ambiental, médica ou de pacientes na qual
se busca a deteccdo ou medida de acidos nucleicos-a Ivo. Por

25 um lado essa defini¢cdo visa incluir um espécime ou cultura
(por exemplo, culturas microbiolégicas). Por outro lado,
visa incluir amostras tanto biolégicas quanto ambie ntais.
Uma amostra pode incluir um espécime de origem sint ética.
As amostras biolégicas podem ser de animais, inclui ndo

30 humanas, liquidas, sélidas (por exemplo, fezes) ou tecido,
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bem como alimentos e produtos alimenticios liquidos
sélidos e ingredientes como, por exemplo, laticinio
vegetais, carne e subprodutos da carne, e dejetos.

incluir materiais retirados de um

biolégicas podem

paciente, incluindo, sem limitagcdo, culturas, sangu
saliva, liquido cefalorraquidiano, liquido pleural,

linfa, escarro, sémen, aspirados por agulha, e seme

As amostras biol6gicas podem ser obtidas de todas a

familias de animais domésticos, bem como animais se
incluindo, sem limitacdo, animais como ungulados, u
peixes, roedores etc. Amostras ambientais incluem m
ambiental como, por exemplo, matéria de superficie,

agua e amostras industriais, bem como amostras obti
instrumentos, aparelhos, equipamentos, utensilios,
descartaveis e ndo descartaveis para 0 processament
alimentos e laticinios. Esses exemplos ndo devem se
considerados

como limitantes dos tipos de

aplicaveis a presente invencao.

Dessa forma, alguns aspectos da presente invencéo

fornecem métodos para a amplificacdo de uma molécul
acido nucleico-alvo, que compreende: a submissdo de
modelo de filamento simples do referido acido nucle

a amplificacdo com o uso de iniciadores diretos e r

em que pelo menos um iniciador contém uma sequéncia
nucleotideos extrinseca 5 da regido de ligacdo né&o
iniciadora conjugada a uma regiao iniciadora de lig

modelo 3’, em que a referida seqiiéncia de nucleotid
extrinseca € incorporada em um produto de amplifica

iniciacao inicial.

Outros aspectos da presente invencdao contemplados
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aprimoram métodos de amplificacdo de uma molécula d
nucleico dentro de uma populacdo de moléculas de ac
nucleico relacionadas por amplificagdo com um inici
direto e reverso, que compreende: a selecdo de um o
os iniciadores, diretos ou reversos, de tal forma q
ambos contenham uma sequéncia de nucleotideos extri
da regido de ligagcédo néo iniciadora conjugada a uma
iniciadora de ligacdo de modelo 3, em que a referi
sequéncia de nucleotideos extrinseca € incorporada
producdo de amplificacdo apds iniciacao inicial.

Exemplos de seqiiéncias de ponta incluem:

Sequéncia promotora T7a de 25-mer:

AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG G;

Iniciador de sequenciamento M13/pUC (-40)

GTT TTC CCA GTC ACG AC;

Iniciador de sequienciamento M13/pUC (-20), de 17-me

GTA AAA CGA CGG CCAGT;,

Iniciador reverso de sequienciamento M13/pUC (-26),
17-mer

CAG GAA ACA GCT ATG AC;

Iniciador de sequenciamento M13/pUC (-40), de 17-me

GTT TTC CCA GTC ACG AC;

Iniciador de sequienciamento M13/pUC (-46), de 22-me

GCC AGG GTTTTC CCAGTC ACG A;

Iniciador reverso de sequenciamento M13/pUC (-46),
24-mer

GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG;

Iniciador de seqiienciamento de promotor SP6, de 18-

ATT TAG GTG ACA CTA TAG;

Iniciador de seqiienciamento de promotor SP6, de 24-
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CAT ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG;

Iniciador de sequenciamento de promotor T7, de 20-m

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG;

Iniciador de seqiienciamento de promotor T3, de 17-m

ATT AAC CCT CAC TAA AG; e,

Iniciador de seqiienciamento de promotor T3, de 24-m

GCG CGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG.

A amplificacdo a partir de sitios do iniciador como
aqueles descritos acima permite efetivamente o uso
conjunto de iniciadores “universais”, que se ligam
C' para amplificar X de uma gama de cepas do analit
disso, deve-se observar que o amplicon amplificado
uso dos iniciadores universais pode compreender reg
tanto conservadas quanto variaveis.

Em algumas modalidades, s&o usados iniciadores que
amplificam sequéncias de HPV. Mais preferivelmente,
iniciadores sdo GP5+ é 5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT A
e GP6+ € 5" GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C 3. E
iniciadores geram um amplicon de HPV que compreende
uma regido conservada (definida como Y na Figura 2)
uma regido que é variavel entre diferentes cepas de
(definida como X na Figura 2).

Em outra modalidade, esses iniciadores sdo GP5d2+ é

TTT KTT ACH GTK GTD GAT ACH AC 3' e T7aGP6d+ € 5 A

er

er

er

de um
emC e
0. Além

com o

iBes

esses
CTAC3
sses
tanto
, quanto

HPV

5'
AT TCT

AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAH ATA AAY TGY AAD TCA TAY TC

3\

Em outra modalidade, esses iniciadores sao GP5d3+ é

5

5Phos TTT GTT ACH GTD GTD GAY ACH AC 3' e T7aGP6d+* é
5'/5AmMMCG6/AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAH A TA AAY

TGY ARD TCA WAY TC 3.
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Em outra modalidade, os iniciadores diretos de um p ar
de iniciadores séo selecionados do grupo que consis te em:

TR TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY A, opcionalmente ten do
um caatcagc ou /5Phos/caatcagc conjugado ao termina | 5" do
iniciador;

CARYTR TTT GTT ACT GTK GTD GAT A, opcionalmente te ndo
um acaat ou /5Phos/acaat conjugado ao terminal 5’ d 0
iniciador;

CAR YTR TIT GTT ACT GTK GTD GA, opcionalmente tendo um

acaat ou /5Phos/acaat conjugado ao terminal 5 do

iniciador;

AAY CAR YTR TTT GTT ACT GTK GT, opcionalmente tendo um
ggaac ou /5Phos/ggaac conjugado ao terminal 5 do
iniciador;

TCT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG, opcionalmente
tendo um cagctt ou /5Phos/cagctt conjugado ao termi nal 5’
do iniciador;

TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG, opcionalmen te

tendo um cagctt /5Phos/cagctt conjugado ao terminal 5 do
iniciador;

GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC, opcionalmente tendo um
/S5Phos/attacc conjugado ao terminal 5’ do iniciador ;e

GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA, opcionalmente tendo um

attacc ou /5Phos/ctgtt conjugado ao terminal 5 do
iniciador; e

Os iniciadores reversos de um par de iniciadores sa o]
selecionados do grupo que consiste em:

TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG,

opcionalmente tendo um actcactatagg ou /SAmMC6/actc actatagg

conjugado ao terminal 5’ do iniciador;
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CAY ARY TGA AAA ATA AAY TGY AAA TC, opcionalmente

tendo um aatacgactcactatagg ou /5AmMC6/aatacgactcac tatagg

conjugado ao terminal 5’ do iniciador;
TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG, opcionalmente tendo um

tctaatacgactcactatagg ou /ISAmMCe6/tctaatacgactcactat agg

conjugado ao terminal 5’ do iniciador; e

TR CAY ARY TGA AAA ATA AA, opcionalmente tendo um

aattctaatacgactcactatagg ou /SAmMMC6/
aattctaatacgactcactatagg conjugado ao terminal 5 d o]
iniciador. Alternativamente, o0s iniciadores diretos e
reversos sao selecionados de um grupo de iniciadore S
similares aqueles aqui descritos anteriormente, mas que
podem diferir dos iniciadores diretos ou reversos a qui
descritos anteriormente de 0 a cerca de 5 substitui cOes de
nucleotideos, preferivelmente 0 a cerca de 2 substi tuicoes,
em sitios onde ocorrem substituicbes de nucleotideo S entre

diferentes cepas de HPV, mas com a exclusdo de

substituicdes dois ultimos dois nucleotideos na ext remidade
3. A invencao também contempla substituices simil ares as
seqUuéncias de ponta opcionais, como aquelas para

iniciadores diretos ou reversos aqui descritas

anteriormente, as referidas pontas opcionais conjug adas ao
terminal 5 de qualquer um dos iniciadores diretos ou
reversos descritos acima. Em certas modalidades pre feridas,

o iniciador direto é selecionado de CAR YTR ITT GTT ACT GTK
GTD GA, opcionalmente tendo um acaat ou /5Phos/acaa t
conjugado ao terminal 5’ do iniciador e GTD GAT ACY AC HCG
YAG TAC HAA, opcionalmente tendo um ctgtt ou /5Phos [ctgtt
conjugado ao terminal 5’ do iniciador. El algumas o utras
modalidades preferidas, o iniciador reverso é selec ionado
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de TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG,

opcionalmente tendo um actcactatagg ou /5SAmMC6/actc actatagg
conjugado ao terminal 5’ do iniciador e TR CAY ARY TGA AAA
ATA AAY TG, opcionalmente tendo um tctaatacgactcact atagg ou
/SAmMCe6/tctaatacgactcactatagg conjugado ao terminal 5 do
iniciador.

As descricbes acima mostram exemplos de pares de

iniciadores  (teis na presente invengdo. Pares de

iniciadores adicionais podem ser formados por parea mento de
diferentes iniciadores diretos (por exemplo, GP5+, GP5d2+
etc.) e reversos (por exemplo, GP6+, T7aGP6d+) entr e eles.

Certas modalidades da invencdo sao dirigidas aos
fragmentos de qualquer um dos iniciadores aqui reve lados,

incluindo todas as combinacbes e subcombinagbes dos

referidos fragmentos de iniciador, até um limite in ferior
de cerca de fragmentos centrais de 20-mer 3- prime de
qualquer um dos iniciadores revelados. Como aqui us ado, um
“fragmento” refere-se a uma sequéncia oligomérica d e acidos
nucleicos de iniciador ou sonda truncada formada po r

eliminagdo de um ou mais nucleotideos do iniciador

original.

A presente invencao também contempla a amplificacao de
sequéncias de controle. Em uma modalidade, a sequén cia de
controle pode incluir uma regido do genoma do indiv iduo do
qual uma amostra biolégica é derivada. No entanto, a
presente invencdo nao se limita, de forma alguma, a essas
seqUéncias de controle em particular, e outras sequ éncias

de controle que poderiam ser evidentes para aqueles
habilitados na técnica também sdo contempladas. Alé m disso,

0s métodos da presente invengao também podem ser re alizados
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sem a amplificacdo de uma sequéncia de controle.
Em algumas modalidades, a sequéncia de controle é
amplificada do genoma de um ser humano com o uso do
iniciador MLC1 F, que compreende a sequéncia de
5 nucleotideos 5' TAC ACA CAG GTG TAC ACAGA 3' e MLC 1 R, que
compreende a seqiéncia 5 ACC AAG TACTCT ACG TGT T G 3.

Em outra modalidade, a sequéncia de controle é

amplificada do genoma de um ser humano usando o ini ciador

miel_95f, que compreende a sequéncia de nucleotideo s 5 GGC
10 ACC CAG ACA TAC AC 3 e T7amlcl_275r (HeelMLCR), qu e

compreende a sequéncia 5° AAT TCT AAT ACG ACT CAC T AT AGG

GGA AAH ATA AAY TGY AAD TCA TAY TC 3'.

DNA isolado pode ser amplificado com o uso de qualq uer
protocolo de amplificacdo de DNA. Varios métodos ex emplares
15 para a amplificacdo de DNA que nédo limitam, de form a
alguma, a invencéo sao apresentados em “DNA Amplifi cation:
Current Technologies and Applications” (Demidov e B roude

Eds., Horizon Bioscience, 2004).

O RNA isolado pode ser amplificado com o uso de

20 quaisquer métodos de RNA conhecidos na técnica e fo ram
desenvolvidas diversas tecnologias de amplificacao de RNA.
Duas categorias principais destas sdo: (i) aquelas que
utilizam ciclagem térmica como, por exemplo, RT—PCR e (i)
ensaios isotérmicos como, por exemplo, amplificacédo baseada

25 em segléncia de acidos nucleicos (NASBA) (Compton, Nature
350: 91-92, 1991; Kievits e cols., J. Virol. Methods 35:
273-286, 1991) e amplificacdo mediada por transcri¢ ao (TMA)
(Hill, J. Clin. Ligand Assay 19: 43-51, 1996). Os ensaios
isotérmicos pode ser subdivididos com base em se: ( i) eles

30 copiam e amplificam a sequéncia-alvo, por exemplo, TMA,
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NASBA e replicacdo de sequéncia auto-sustentada (3S R)
(Guatelli e cols., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1.874-
1.878, 1990; Chadwick e cols., J. Virol. Mehods 70: 59-70,
1998; para uma revisdo, veja Chan e Fox, Rev. Med.
Microbiol. 10: 185-196, 1999), ou (ii) eles geram um sinal

alvo-dependente que pode ainda ser amplificado, por
exemplo, ensaios de invasor (Lyamichev e cols., Nat.
Biotechnol. 17: 292-296, 1999; Ryan e cols., Mol. Diagn . 4:
135-144, 1999). Ha varias outras tecnologias de

amplificacdo que ndo se encaixam facilmente nessas

categorias, por exemplo, Q beta replicase (Lizardi e cols.,
Biotechnology 6: 1.197-1.202, 1988) e DNA ramificado (Todd

e cols., J. AIDS Hum. Retrovirol. 10: S35— S44, 1995;
Pawlotsky e cols., J. Virol. Methods 79: 227-235, 1999). No
entanto, deve-se observar que a presente invencao c ontempla
qualquer método de amplificacdo d RNA que seria evi dente
para aqueles habilitados na técnica. Além disso, de ve-se
observar que a presente invencao também contempla o uso de
transcriptase reversa ou um equivalente funcional d estas

para converter RNA em DNA, o qual pode entdo ser
subsequentemente amplificado.

De acordo com a presente invencdo, os amplicons
citados nas etapas (iii) e/ou (iv) dos métodos desc ritos
supra sao rotulados. Os amplicons da presente invencéo
podem ser rotulados com o uso de qualquer meio conv eniente.
Métodos exemplares incluem métodos tanto pré- quant 0 pos-
sintese. Métodos de rotulagem pré-sintese incluem a
rotulagem de um iniciador de PCR que é subsequentem ente
usado para amplificacdo e, dessa forma, incorporado em um

amplicon por meio de PCR. Nesse método, o rotulo é
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bY

tipicamente anexado a extremidade 5 de um iniciado
adequado a amplificacdo do amplicon, embora a rotul
outras posi¢des dentro do iniciador, por exemplo, r
3' ou rotulagem nao terminal, também seja contempla

Um vinculador quimico também pode ser usado entre o
rétulo e o polinucleotideo que € rotulado. Sequénci
vinculadoras apropriadas serdo facilmente evidentes
aqueles habilitados na técnica, e provavelmente inc
vinculadores como, por exemplo, modificadores amino
e C 12 e vinculadores que compreendem grupos tiol. Como s
facilmente verificado, um iniciador pode compreende
vinculador e rotulo, ou somente o vinculador, ao qu
rétulo pode ser anexado em um estagio posterior.

Métodos de rotulagem pés-amplificacdo incluem siste
de rotulagem nick , nos quais um polinucleotideo rotulado é
sintetizado a partir do amplicon com o uso de polim
Klenow, ou um equivalente funcional desta, por inic
aleatérios. Os nucleotideos rotulados, ou nucleotid
compreendem um grupo vinculador, podem ser incorpor
polinucleotideo sintetizado por polimerase de Kleno
durante a sintese.

Em qualquer evento, outros meétodos de rotulagem dev
ser facilmente evidentes para aqueles habilitados n
técnica e deve-se observar que a presente invencao

definida ou limitada pela escolha do método de rotu

Preferivelmente, o rétulo usado é um “marcador
fluorescente” ou “fluoroforo”. Muitos marcadores
fluorescentes  diferentes  serdo  familiares  aqueles
habilitados na técnica, e a escolha do marcador

fluorescente ndo limita, de forma alguma, a invenca
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uma modalidade preferida da presente invengdo, 0s
marcadores fluorescentes da presente invengdo compr
gualguer marcador fluorescente que possa ser anexad
polinucleotideo e que seja € excitavel com o0 uso de

fonte luminosa selecionada do grupo abaixo:

() Lasers de ion argdnio: compreendem uma linha az
de 488 nm, que é adequada a excitagdo de muitos cor
fluorcromos que fluorescem na regiao do verde ao ve
Também estdo disponiveis lasers de argbnio ajustave
emitem uma gama de comprimentos de onda (458 nm, 48
496 nm, 515 nm e outros).

(i) Lasers de diodo: possuem um comprimento de ond
de emissdo de 635 nm. Outros lasers de diodo agora
disponiveis operam a 532 nm. Curiosamente, esse com
de onda excita iodeto de propidio (Pl) otimamente.
coloracdo com Pl € amplamente usada para analise de
contagem de células vivas/mortas e determinacéo de
Lasers de diodo azuis que emitem luz em torno de 47
também estéo disponiveis

(i) Lasers de gas HeNe: operam com a linha do
vermelho de 633 nm.

(iv) Lasers de HeCd: operam a 325 nm.

(v) LAmpada de arco de mercurio de 100 W: a fonte
luminosa mais eficiente for excitacdo de corantes U
Hoechst e DAPI.

Em modalidades mais preferidas da presente invencgao
0s marcadores fluorescentes sao

hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azu
cascata, amarelo Lucifer, NBD, Ficoeritrina (PE), P

aloficocianina, Hoechst 33342, DAPI, Azul SYTOX, Ho
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33258, cromomicina A3, mitramicina, YOYO-1, verde S YTOX,
laranja SYTOX, 7-AAD, laranja acridina, TOTO-1, To- PRO-1,
laranja tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS 751, corantes Alexa
Fluor, incluindo Alexa Fluor-350, -430, -488, - 532 , -546,
-555, -556, -594, -633, -647, -660, -680, -700 e -7 50;
corantes BoDipy, incluindo BoDipy 630/650 e BoDipy 650/665;
corantes CY, particularmente Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cyb5e
Cy7; 6-FAM (Fluoresceina); PE-Cy5, PE-Cy7, Fluoresc eina dT;
Hexaclorofluoresceina (Hex); 6-carboxi-4', 5'-diclo ro-2',
7'-dimetoxifluoresceina (JOE); corantes verdes Oreg on,
incluindo 488-X e 514; corantes Rodamina, incluindo X-
Rodamina, Lissamina Rodamina B, Verde Rodamina, Ver melho

Rodamina e ROX; TRITC, Tetrametilrodamina (TMR);

Carboxitetrametilrodamina (TAMRA); Tetraclorofluore sceina
(TET); Vermelho 6B, Flaor-X, BODIPY-FL, Corante Ver de SYBR
Green | e Vermelho Texas. Em modalidades particular mente
preferidas da presente invencdo, o marcador € Cy5, que é
particularmente conveniente para a pratica da prese nte
invencao.

No entanto, em modalidades alternativas da invencgao ,
podem ser usados marcadores radioativos ou nao radi oativos
para rotular o amplicon. Rétulos radioativos conven ientes

incluem  32P e 3H. Esses rétulos podem ser incorporados no

amplicon e/ou iniciador com o0 uso de meios convenie ntes.
Uma gama de métodos de rotulagem nao radioativa tam bém pode
ser usada. Métodos de rotulagem nao radioativa exem plares

que, de modo algum, limitam a presente invencdo s&o
apresentados em Speel ( Histochem. Cell Biol. 112: 89-113,
1999).

O termo “reagente”, como aqui usado, visa compreend er
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um polinucleotideo imobilizado em uma esfera. Mais
particularmente, cada reagente compreende
polinucleotideo que compreende uma sequéncia que é

complementar a um amplicon gerado de acordo com 0s

5 aqui descritos, que € ligado ou de algum outro modo
associado a uma esfera fisiologicamente distinguive
reagente também pode compreender uma sequéncia que

complementar a uma sequéncia de controle, como aqui
definida anteriormente, ou seja, uma sequéncia ampl
10 do genoma de um organismo multicelular (Z) ou do am
de uma sequéncia de nucleotideos que € conservada e
cepas do analito (Y).
Conseglentemente, um conjunto de esferas de reagent

pode compreender:

15 [B1-cX 1,B 2-cX 2, B 3-CX3...B n-CXn, B v-Cv,B z-C 7]
em que:
B:..B n, B y, B z sdo, cada um, esferas fisiologicamente

distinguiveis;
CX, é um polinucleotideo imobilizado a uma esfera, em
20 que o referido polinucleotideo compreende uma sequé
nucleotideos que é complementar a uma seqiiéncia de
nucleicos em particular que é especifica para um an
a uma cepa em particular de um analito em questéao e
n é o numero de analitos ou cepas particulares de u
25 analito em questao a ser detectado com o uso do con
esferas;
cy € um membro opcional do conjunto de esferas e € um
polinucleotideo imobilizado a uma esfera, em que o
polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleot

30 que é complementar a uma sequéncia que é conservada
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os analitos ou cepas de um analito em questao;
cz € um membro opcional do conjunto de esferas e é um

polinucleotideo imobilizado a uma esfera, em que o

polinucleotideo compreende uma sequéncia de nucleot

que € complementar a uma sequéncia de controle que

amplificada a partir de um individuo multicelular.

Preferivelmente, o analito em questdo é HPV e a
sequéncia de controle de DNA é uma sequéncia genémi
DNA humana.

O termo “complementar”, visa significar que o
polinucleotideo imobilizado do reagente deve hibrid
para um amplicon gerado de acordo com os métodos aq
descritos sob baixa

condi¢cbes de estringéncia.

Preferivelmente, o polinucleotideo imobilizado deve
ligar a amostra e ao padrdo sob condi¢cdes de estrin
média e, mais preferivelmente ainda, o polinucleoti
imobilizado deve se ligar a amostra e ao padrdao sob
condicOes de alta estringéncia.

Aqui, a referéncia a baixa estringéncia inclui e
engloba de pelo menos cerca de 0 a pelo menos cerca
v/v de formamida (incluindo 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%,
9%, 10% 11%, 12%, 13% e 14% v/v de formamida) e de
menos cerca de 1 M a pelo menos cerca de 2 M de sal
hibridizacdo, e pelo menos cerca de 1 M a pelo meno
de 2 M de sal para condicbes de lavagem. Geralmente
baixa estringéncia é a partir de cerca de 25-30°C a
de 52°C, por exemplo, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 3
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
49, 50, 51 e 52°C. A temperatura pode ser alterada,

temperaturas maiores podem ser usadas para substitu
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formamida e/ou para gerar condicbes de estringéncia
alternativas. Condi¢Oes de estringéncia alternativa
ser aplicadas, quando necessario, por exemplo, estr
média, que inclui e engloba de pelo menos cerca de
a pelo menos cerca de 30% v/v de formamida, incluin
17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 24%, 26%, 2
29% e 30% v/v de formamida, e de pelo menos cerca d
a pelo menos cerca de 0,9 M de sal para hibridizaca
pelo menos cerca de 0,5 M a pelo menos cerca de 0,9
sal para condicbes de lavagem, ou alta estringéncia
inclui e engloba de pelo menos cerca de 31% viv a p
menos cerca de 50% v/v de formamida e de pelo menos
de 0,01 M a pelo menos cerca de 0,15 M de sal para
hibridizacdo, e pelo menos cerca de 0,01 M a pelo m
cerca de 0,15 M de sal para condi¢des de lavagem. E
a lavagem é realizada em Tm = 69,3 + 0,41 (G+C)% (M
Doty, J. Mol. Biol.
DNA duplex diminui em 1°C a cada aumento de 1% no n
pares de bases ndo compativeis (Bonner e Laskey,
Biochem.
condicbes de hibridizacdo. Consequentemente, niveis
particularmente preferidos de estringéncia sédo defi
seguinte forma:

baixa estringéncia € 6 x tampéo SSC, 0,1% p/v de SD
25-42°C; uma estringéncia moderada € 2 x tampédo SSC
p/v de SDS em uma temperatura na faixa de 20°C a me
65°C; alta estringéncia é 0,1 x tampao SSC, 0,1% p/
em uma temperatura de pelo menos 65°C.

As esferas, B 1...B
reagente sdo, cada esferas

uma, fisiologicamente

Peticdo 870200106496, de 24/08/2020, pag. 83/144

5: 109, 1962). No entanto, a Tm de um

46: 83, 1974). A formamida € opcional nessas

s podem
ingéncia
16% viv
do 16%,
7%, 28%,
e05M
o, e

M de

, que
elo

cerca

enos
m geral,

armur e

umero de

Eur. J.

nidos da

Sa

, 0,1%

nos de

v de SDS

n, B y, B z, do conjuntos de esferas de



74/106

distinguiveis. O termo “fisiologicamente distinguiv el
refere-se a qualquer caracteristica fisica ou quimi ca que
permita que uma esfera, por exemplo, B 1, seja diferenciada
de outra esfera, por exemplo, B 2. Conseglentemente, as

5 esferas fisiologicamente  distinguiveis permitem a
diferenciacéo de reagentes especificos.

Em certas modalidades preferidas, a esfera compreen de
uma “microparticula”. Como ficara evidente para aqu eles
habilitados na técnica, todos os materiais, homogén eos ou

10 no, podem ser usados para a microparticula. As
microparticulas aqui contempladas também podem comp reender
mais de uma substancia e, dessa forma, podem compre ender
conchas, ligas ou misturas de substancias organicas e/ou
inorganicas. Particularmente materiais Gteis que po dem ser

15 usados de acordo com a presente invencao e que repr esentam
modalidades preferidas da presente invencdo incluem
materiais selecionados da lista que consiste em: si lica
(por exemplo: quartzo ou vidro), latex, titania, di oxido de
estanho, itria, alumina, e outros 6xidos de metal b inario

20 (por exemplo, ZnO), perovskites e outros Oxidos de metais
piezelétricos (por exemplo, BaTiO 3), ZnS, sacarose, agarose
e outras esferas poliméricas. Em uma modalidade
particularmente preferida, a microparticula compree nde
silica.

25 Em algumas modalidades  preferidas, o termo
“fisioquimicamente distinguivel” refere-se a uma di ferenca
mensuravel em qualquer tamanho de esfera, a presencg a ou
auséncia de um rétulo opticamente detectavel em par ticular

e/ou a intensidade de um rotulo opticamente detecta

30 As esferas contempladas pela presente invencédo pode
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ser produzidas em qualquer formato tridimensional r egular
ou irregular conveniente. No entanto, é geralmente pratico
sintetizar pequenas esferas ou particulas esferoida is.
Essas esferas ou particulas esferoidais também séo aqui
5 denominadas “esferas”. Consequentemente, em modalid ades
preferidas da presente invencdo, as “microparticula s’ da

presente invencdo sdo substancialmente esféricas ou
esferoidais ou compreendem uma “microesfera”.

Embora as esferas da presente invencdo possam ser

10 denominadas “microesferas”, o tamanho real das part iculas
depende de diversos fatores, e as particulas podem ou nao
realmente compreender medidas na faixa de micrémetr 0s. Em
algumas modalidades preferidas, a esfera compreende um
diametro (ou medida equivalente em uma particula na 0

15 esferoidal) de cerca de 300 nm a cerca de 30 pm, incluindo
300 nm, 350 nm, 400 nm, 450 nm, 500 nm, 550 nm, 600 nm, 650
nm, 700 nm, 750 nm, 800 nm, 850 nm, 900 nm, 950 nm, 1,0 pm,
1,1 pm, 1,2 pm, 1,3 pm, 1,4 ym, 1,5 um, 1,6 pm, 1,7 pm, 1,8
pm, 1,9 um, 2,0 ym, 2,1 ym, 2,2 um, 2,3 pm, 2,4 pm, 2,5 um,

20 2,6 ym, 2,7 um, 2,8 um, 2,9 pum, 3,0 ym, 3,1 yum, 3,2 pm, 3,3
um, 3,4 um, 3,5 um, 3,6 um, 3,7 um, 3,8 pm, 3,9 um, 4,0 um,
4,1 um, 4,2 ym, 4,3 um, 4,4 pm, 4,5 um, 4,6 um, 4,7 pm, 4,8
pm, 4,9 pm, 5,0 ym, 5,1 ym, 5,2 um, 5,3 pm, 5,4 pm, 5,5 um,
5,6 um, 5,7 um, 5,8 um, 5,9 um, 6,0 pum, 6,1 pm, 6,2 pm, 6,3

25 um, 6,4 pum, 6,5 um, 6,6 pum, 6,7 um, 6,8 um, 6,9 um, 7,0 um,
7,1 yum, 7,2 um, 7,3 um, 7,4 ym, 7,5 um, 7,6 um, 7,7 pm, 7,8
pm, 7,9 um, 8,0 um, 8,1 ym, 8,2 um, 8,3 pum, 8,4 pum, 8,5 um,
8,7 um, 8,8 um, 8,9 um, 9,0 um, 9,1 pm, 9,2 pum, 9,3 pm, 9,4
pm, 9,5 pm, 9,6 um, 9,7 pm, 9,8 pm, 9,9 um, 10 um, 11 pm,

30 12 pm, 13 pm, 14 pym, 15 pym, 16 pm, 17 pm, 18 um, 19 pm, 20
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pm, 21 pm, 22 ym, 23 pm, 24 pm, 25 pym, 26 pm, 27 pm

29 um, 30 um. Mais preferivelmente, a esfera compre
diametro (ou medida equivalente em uma particula na
esferoidal) entre 1 pum e 10 pm.

Em uma modalidade particularmente
esferas sdo AmpaSand (Nome comercial: Genera Biosys
esferas produzidas por Genera Biosystems. Essas esf
comercialmente disponiveis e sao
www.generabiosystems.com/generabiosystems/technolog
ndBeads/. No entanto, a presente invencédo nao se li
uso desses esferas especificamente.

As esferas podem ser distinguidas com base na prese
“rotulos

Ou auséncia de um ou mais

detectaveis”. Tipicamente, uma esfera particular po

compreender 0, 1, 2, 3, 4, 5 rotulos opticamente
detectaveis. Como aqui usado, o termo “rotulo optic
detectavel” refere-se a qualquer molécula, atomo ou

emita fluorescéncia, fosforescéncia e/ou incandescé

rotulos opticamente detectaveis convenientes inclue
aqueles que emitem na faixa de ultravioleta (faixa
comprimento de onda de cerca de 350 nm a cerca de 3
visivel (faixa de comprimento de onda de cerca de 3

cerca de 800 nm), préxima do infravermelho (NIR) (f
comprimento de onda de cerca de 800 nm a cerca de 1
elou infravermelho (IR) (faixa de comprimento de on
cerca de 1500 nm a cerca de 10um). No entanto, devi
facilidade de deteccdo, em uma modalidade particula
preferida, o rétulo opticamente detectavel é detect

de comprimento de onda visivel.

Em uma modalidade também preferida da atual invenca
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o rétulo opticamente detectdvel compreende um ou ma is

rétulos selecionados da lista que consiste em: um

fluoréforo, uma particula semicondutora, uma partic ula de
fésforo, uma particula dopada, ou um nanocristal ou guantum
5 dot.

Em certas modalidades particularmente preferidas da
presente invencdo, o rotulo opticamente detectavel € um
fluoréforo. Como aqui usado, o termo “fluoréforo” r efere-se
a qualguer molécula que exiba a propriedade de
10 fluorescéncia. Para o0s objetivos dessa, o0 termo
“fluorescéncia” pode ser definido como a propriedad e de uma

molécula de absorver luz de um comprimento de onda

particular e re-emitir luz de um comprimento de ond a mais
longo. A mudanc¢a do comprimento de onda esta relaci onada a
15 uma perda de energia que ocorre no processo. O term 0
“fluoroforo” pode englobar um faixa de rétulos opti camente
detectaveis como fluoroéforos quimicos e corantes be m como

pontos quanticos.
Os rotulos opticamente detectaveis particularmente
20  convenientes que podem ser usados de acordo com a presente

invencdo sdo particulas fluorescentes inseridas de

semicondutores. Essas particulas de rotulo opticame nte
detectavel podem ser tdo pequenas que suas propried ades e
emissdo tornam-se dependentes do tamanho. Tais part iculas
25 pequenas de rotulo opticamente detectavel séo refer idas na
técnica como  nanoparticulas  semicondutoras, pontos
guanticos , quantum wires , quantum rods OuU hanocristais ou
particulas Q. No entanto, como aqui usado, o termo “ Quantum
Dot” ou “QD” deve englobar todas essas particulas. Alé m
30 disso, os rotulos opticamente detectaveis que compr eendem
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QDs podem compreender particulas aproximadamente es féricas
ou particulas esferoidais, ou particulas esféricas ou
esferoidais revestidas. No entanto, o termo QD nao deve ser
considerado de qualquer modo como sendo limitado a uma
morfologia esférica, esferoidal, circular, cilindri ca ou

qualquer outra morfologia de um dot ”. Por exemplo, como
aqui usado QDs também podem compreender outra morfo logias
que incluem, entre outras, semelhante a haste, elip soidal,

ou particulas semelhantes a haste ou elipsoidais

revestidas.
QDs consistem em nucleo cristalino de escala nanéme tro
de material semicondutor; versdes biologicamente at ivas sao

tipicamente circundadas por uma casca protetora e

revestimento externo. Por exemplo, QDs podem compre ender
cristalitos semicondutores que tém cerca de 2 nm a cerca de
30 nm de diametro e podem conter aproximadamente 50 -500.000
atomos no cristal, incluindo cristais luminescentes que
compreendem materiais como ZnS, ZnSe, ZnTe, CdS, Cd Se,

CdTe, PbS, PbSe, PbTe, HgS, HgSe, HgTe, Si, ZnO.

QDs fluoresce com um amplo espectro de absorgéo e u m
espectro estreito de emisséo. Diferente de alguns o utros
fluoréforos, que tém espetros de absorcédo distintos , QDs
absorvem luz por uma ampla faixa de espectro, que p ermitem
gue 0s pontos quanticos sejam excitados com uma fai xa de
fontes luminosas, como lasers, lampadas em arco, ou LEDs.
Além disso, uma cole¢éo de diferentes QDs pode ser usada em
aplicacdoes de multiplex que usam uma fonte Unica de
excitacdo. No entanto, o espectro de emissdo para c ada
ponto € tipicamente muito estreito, na ordem de cerca de 30
nm, a cor exata dependendo do diametro da particula e
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composicdo. Além disso, o espectro de emissdo estre ito de
QDs permite resolucdo de espectro de pontos adjacentes.
Além do beneficio acima, QDs sédo também relativamen te foto-
estaveis, mesmo durante excitagdo intensa, e sao ma is

brilhantes que os fluoroforos.

Em vista do anterior, deve ser também entendido que a
presente invencgao engloba o uso QDs de diferentes t amanhos.
Além disso, a presente invencdo contempla QDs que s ao

tratados com procedimentos como tratamento térmico,

modificacdo de superficie, liga de metais, passivag ao de
superficie ou cobertura com revestimento de superfi cie para
permite que o QD emita com alto rendimento e para m elhorar

a fotoestabilidade por longos periodos de tempo.
QDs sao também comercialmente disponiveis a partir de
companhias como Quantum Dot Corp. (QDC), que produz QDs

como o Qdot [Marca Registrada] 605 conjugado de

estreptavidina, que contém um nucleo de cadmio-sele nito que
emite a 605 nm. Os conjugados de Qdot que emitem a 525,
565, 585, e 655 nm sao também disponiveis. No entan to,
deve-se compreender que a presente invencao nao € | imitada
de qualquer modo pela composicdo particular do QD ( ou
qualquer outro rotulo opticamente detectavel) e qua Iquer QD
(comercial ou de outros modo) pode ser compativel ¢ om a

presente invencao.
Ha também varios corantes fluorescentes que sé&o
disponiveis na técnica que podem ser usados como

fluor6foros de acordo com a presente invencdo. Uma

importante propriedade de um corante fluorescente o u outro
fluoréforo, que determina seu potencial para uso é 0
comprimento de onda de excitagcdo do fluoréforo; ele deve
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estar de acordo com os comprimentos de onda disponi
fonte luminosa. No entanto, varios diferentes coran
fluorescentes e outros fluoréforos serdo familiares
agueles habilitados na técnica, e a escolha do marc
fluorescente, de modo algum, limita a atual invenca
Corantes fluorescentes particularmente convenientes
podem ser usados para a rotulagem de um substrato i
aqueles discutidos acima com
amplicon de PCR. No entanto, quando da escolha de r
fluorescentes, o espectro de emisséo do rotulo fluo

usado para o agente de ligacdo deve ser distinto do

espectro de emisséo do rétulo usado para o amplicon

Duas técnicas de coloracdo sdo comumente usadas par

esferas e microesferas de rotulados de modo fluores

coloracdo interna e coloragdo externa (superficie-

rotulagem). As duas técnicas produzem
propriedades unicas, cada um benéfico para diferent
aplicacbes. A coloracdo interna

produz  particulas

extremamente estaveis com emissdes de

tipicamente estreitas. Essas esferas frequentemente
apresentam uma maior resisténcia ao fotobranqueamen

vez que o fluoréforo esta no interior das esferas,

de superficie sdo disponiveis para uso em ligantes
conjugacao (proteinas, anticorpos, acidos nucleicos

superficie da esfera. Por essa razéo, esferas inter

rotuladas sao tipicamente usadas na deteccdo de ana
aplicacbes de imunoensaio. A rotulagem de superfici
envolve a conjugacao do fluoréforo a superficie da

Pelo fato de os fluoréforos estarem sobre a superfi

esfera, eles sdo capazes de interagir com seu ambie
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modo similar aos fluoréforos em uma célula corada. O
resultado é uma esfera padréo que exibe a mesma exc itacao e
propriedades de emissdo que as amostras de célula c orada,
sob uma variedade de diferentes condi¢cdes, como a p resenca

5 de contaminantes ou mudancas no pH. A natureza

“ambientalmente responsiva” das esferas rotuladas n a
superficie as torna idealmente adequadas para imita r
amostras biologicas. Esferas externamente rotuladas sao
frequentemente usadas como controles e padrdoes em i nameras
10 aplicagcbes que utilizam deteccdo de fluorescéncia. No
entanto, a presente invencdo contempla a associacao de uma

esfera com um roétulo fluorescente por qualquer meio

Os termos “esferas fosforescentes”, “esferas de

fosforo” e “fosforo” sdo usados de modo intercambia vel
15 nessa. O que constitui um rotulo fosforescente opti camente
detectavel deve ser prontamente compreendido por pe ssoa
habilitada na técnica. no entanto, por via de exemp lo, que
nao limita a invencao, fésforos adequados incluem p equenas
particulas de ZnS, ZnS:Cu, 6xido de Eu e outros fés foros

20 usados em dispositivos de apresentagao.

Um rétulo opticamente detectavel que compreende a u m
“esfera dopada” pode incluir uma particula que comp reende
quantidades obscuras de um ou mais ions terrosos ra ros,

como Eu, Y, Yb, Sm e outros.

25 Como aqui wusado, o termo “rétulo opticamente
detectavel” deve ser entendido como também engloban do
multiplos rotulos opticamente detectaveis, misturas de
rotulos opticamente detectaveis, nanocristais reves tidos,
ligas e outras misturas complexas que podem ser evi dentes

30 para o profissional habilitado. O uso de todos esse S
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rétulos opticamente detectaveis deve ser considerad 0 como
estando dentro do escopo dos métodos e agentes aqui
descritos.

Além disso, o0 rotulo opticamente detectavel do

5 reagente pé compreender um roétulo opticamente detec tavel
incorporado na seqiéncia de polinucleotideos imobil izada
gue € ligada ou associada a esfera, em vez de ser u m rétulo

diretamente associado a esfera por si.

As esferas sao geralmente rotuladas pelo

10 oligonucleotideo de “rotulagem” ou marcador imobili zado.
Esse rétulo carrega uma amina interna (NH 2) que é entdo
modificada por conjugacdo com um succinimidil éster de um
corante. No conjunto atual, o corante usado é BODIP Y-TMR.
Por mistura de roétulos rotulados e nédo rotulados e entao

15 conjugagdo dessa mistura as esferas, uma pessoa pod e
produzir classes de esferas com diferentes niveis d 0
marcador fluorescente. As propor¢cdes convenientemen te
usadas estdo em uma série de 1:5 X : ou seja, as diferentes
classes sdo produzidas pelo uso da proporcédo de rét ulos néo

20 rotulados:rotulados. Isso é genericamente exemplifi cado

abaixo na Tabela 4.

Tabela 4 — Proporcdo de rotulos ndo rotulados para

rotulados

Classe Quantidade relativa Quantidade relativa
nao rotulada rotulada

todos 0 todos

nenhum todos 0

1/5 5 1

1/25 25 1

1/125 125 1
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O rétulo opticamente detectavel pode ser aplicado a
uma esfera em uma faixa de concentragdes ou intensi
assim fornecendo outra base em que as esferas parti
podem ser “fisiologicamente distinguiveis”. Por exe
a intensidade maxima detectavel do sinal de um opti
detectavel particular € considerada como sendo 100%
rétulo pode ser aplicado a uma faixa de esferas par
intensidades de 0%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 15%, 20%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%.

Em uma modalidade,
reagentes compreendem esferas de 3,0 um, 3,5 um, 4,
50 um, 5,6 um e 6,8 um, em que as esferas de diame
3,0 um, 3,5 ym e 4,1 um séao rotuladas a 0% e 100%,

esferas de diametro de 5,0 um sao rotuladas a 0%, 1

20% e as esferas de diametro de 5,6 uym e 6,8 um sao

rotuladas a 0%, 100%, 20% e 4%.

Em outra modalidade, os conjuntos de esferas de

reagentes compreendem esferas de 3,0 um, 3,5 um, 3,
50 ym, 56 um e 6,8 um. Todos os tamanhos de esfer
(exceto pelo de 3,0 um que é dividido por nivel zer
nivel de TMR), sé@o divididos de acordo com seu resp
nivel zero, nivel médio, e alto nivel de TMR.

Em outra modalidade, os niveis de TMR sé&o ajustados
modo que durante a conjugacédo da esfera ao oligo, o
com propor¢des definidas totais de oligo para flaor
rotulado sdo usados para determinar agrupamentos di
de TMR. Por exemplo, nivel zero de TMR tem oligos n
rotulados incluidos em conjugacéo; altos niveis de
uma proporc¢ao total de 3:1 de oligo para flior-rotu

oligos incluido em conjugacéo; e niveis medios de T
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uma propor¢ao total de 150:1 a uma de 80:1 de oligo para
fldor-rotulado de oligos incluido em conjugacéo, de pendendo
do tamanho da esfera.
O componente do polinucleotideo imobilizado do
5 reagente, por exemplo, cX n, CY e/lou cZ pode ser ligado a

uma esfera com o uso de qualquer meio conveniente.

O polinucleotideo imobilizado pode ser encapsulado em
esferas durante sua producdo ou pode ser anexado a sua
superficie pos-producdo. O método de escolha usado para

10 associar o polinucleotideo com a esfera dependera d 0
material usado, como sera prontamente determinado p elo
profissional habilitado. Em adic&o, tratamentos adi cionais,
incluindo silanizacdo (revestimento do substrato co m

silanos), podem ser realizados nas esferas antes da
15 anexacdo do polinucleotideo para aumentar a ligagédo do
referido polinucleotideo a esfera.
Geralmente, as esferas podem ser revestidas com
qualquer composto que se anexara de modo covalente, ou
adsorvera, a superficie da esfera, e o reagente dev e também
20 ter uma porcdo quimica para a anexacdo de um
polinucleotideo, como um grupo tiol, amina ou carbo xila.

Exemplos ndo limitantes de compostos com  essas

caracteristicas incluem silanos terminados em amino como
amino-propiltrimetoxissilano e aminopropiltrietoxis silano,
25 bem como silanos terminados em tiol como
tiopropiltrimetoxissilano e tio-propiltrietoxissila no. Além
dos silanos, compostos como poli-L-lisina que se an exam nao

covalentemente a  superficie de vidro e adsorve
eletrostaticamente os grupos fosfato do polinucleot ideo

30 estdo também dentro do escopo da presente invencao.
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Portanto, outros compostos, incluindo outros silano S
adequados para anexacdo de um polinucleotideo a uma

superficie sdo prontamente identificados pelo profi ssional

habilitado, e a presente invencdo nao é limitada pe la

5 escolha do composto.

O polinucleotideo pode ser anexado a esfera com o u o)
de qualquer meio conveniente; tipicamente isso é fe ito por
adsorcao fisica ou ligacdo quimica. Em adicdo, as e sferas
podem ser também revestidas com um agente que promo va ou

10 aumente a adsorcdo ou ligacdo do polinucleotideo a

superficie da esfera, como amino-silanos. Entretant 0,
outros agentes que realizam essa funcdo serdo pront amente
identificados por pessoa habilitada na técnica. em algumas
outras modalidade, o polinucleotideo € covalentemen te
15 conjugado a esfera por um grupo oligo acredita que reage

com um grupo tiol da esfera.

Em outra modalidade, a molécula de &acido nucleico é

ligada a esfera via o Sistema Universal de Ancorage m (UAS)
(marca registrada: Genera Biosystems). Resumidament e, esse

20 sistema envolve o uso de uma molécula de &cido nucl eico “de
ponte” para ligar uma sequéncia de “rétulo” de &cid 0
nucleico no substrato com uma sequéncia alvo. A seq Uéncia
“em ponte” € parcialmente complementar a sequéncia de
rotulo e parcialmente complementar a sequéncia alvo , de

25 modo que a sequéncia de ponte pode ser ligar a amba S
sequéncias de rétulo e alvo e manté-las em alinhame nto de
modo que as seqliéncias de rétulo e alvo possam ser ligadas
com o uso de uma ligase. O UAS é também comercialme nte
disponiveis e e descrito em detalhes em

30 www.generabiosystems.com/generabiosystems/technolog y/UAS/.
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No entanto, a presente invengéo n&o deve ser consid erada de
qualquer modo limitada a esse método particular de ligacao
de uma molécula de acido nucleico a um substrato.

A determinacdo de se ocorreu a ligacdo entre um

5 amplicon e um reagente pode ser feita com o uso de qualquer
metodologia que permita a localizacdo de um rétulo de
amplicon ligado a um reagente particular fisiologic amente
distinguivel. Em uma modalidade particularmente pre ferida,

a citometria de fluxo é usada.

10 A citometria de fluxo pode ser definida como uma
tecnologia para medir as propriedades das particula S ou
células a medida que elas se movem, ou fluem, em su spensao
liguida. Uma analogia pode ser feita com um item ma IS
familiar de equipamento laboratorial, 0 microscopio , para

15 também descrever essa tecnologia. A maioria dos
microscopios tem 0s seguintes componentes:
Uma fonte de luz
O microscopio tipico usa um bulbo de luz para ilumi nar

o objeto. No citbmetro de fluxo, a fonte de luz é

20 frequentemente um laser. Lasers sdo usados porque e les
fornecem um feixe muito concentrado e intenso de Ilu z
monocromatica. O carater monocromatico da luz ¢é
especialmente importante na confeccdo de medicdes d e

fluorescéncia.
25 A posicéo

Em um microscopio, a posicdo é movel de modo a

permitir a passagem do objeto ao campo visual de um a lente
objetiva. No citdmetro de fluxo, as células ou part iculas
existem em suspensao liquida. O liquido flui em res posta a
30 pressao do ar, aléem de uma lente objetiva, assim ca rregando
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as células ou particulas através do campo visual.

A lente

Tanto no microscopio quanto no citbmetro de fluxo,
lente coleta luz a partir do objeto.

5 Os filtros

Alguns microscopios tém filtros para selecionar
aguelas caracteristicas da luz que sdo mais importa
para o observador. Isso é particularmente verdadeir
microscépios de fluorescéncia. Em fluorescéncia, as

10 moléculas do corante sdo excitadas por luz de um
comprimento de onda caracteristico que entdao produz
emitida de um comprimento de onda mais longo. Os fi
removem a luz de excitacdo para permitir que a luz
emissao seja observada ou medida.

15 Os detectores

Em um microscopio, o detector de luz € o observador
citometro de fluxo usa detectores de Iluz altamente
sensiveis chamados tubos fotomultiplicadores (PMT's
detectores devem ser capazes de medir os breves lam

20 luz emitida a partir de células ou particulas que s
uma de cada vez através do campo visual da lente ob
em taxas de até varios milhares por segundo.

A maior parte dos citdbmetros de fluxo pode medir ta
a disperséo de luz quanto fluorescéncia.

25 Em certas modalidades preferidas, as esferas séao
detectadas e/ou classificadas de acordo com os méto
presente invencdo com o0 uso de citometria de fluxo.
presente invencdo, no entanto, ndo é limitada ao mé
citometria de fluxo particular ou aparelho anterior

30 descrito. Esse exemplo foi fornecido apenas para ob
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ilustrativos, e a presente invengao nao deve ser li
um instrumento ou método de acordo com o exemplo fo

Com o uso de citometria de fluxo, o tamanho de uma
esfera dado pode ser determinado pela dispersao de
objeto.

A dispersdo de luz € a interacdo da luz e matéria.
Todos os materiais, incluindo esferas, dispersaréo
Ela é composta principalmente de luz que é refletid
refratada. A posicdo da qual um objeto €& Vvisto
freqientemente determina o que se pode dizer a resp
dele. No citbmetro de fluxo, os detectores de dispe
luz sdo comumente localizados em oposicdo ao laser
relacdo a célula ou particula), e a um lado do lase
linha com a intersecao do feixe de fluido-fluxo/las
medicOes feitas por esses detectores sdo chamadas d
de luz direta e dispersao de luz lateral, respectiv

A dispersao de luz direta fornece alguma informacéo
sobre o tamanho relativo das células individuais ou
particulas, enquanto a dispersdo de luz lateral for
alguma informacé&o sobre a granulagéo relativa de es
individuais. Eles sao frequentemente usados em comb
para distinguir as diferentes categorias principais
células brancas em sangue de mamifero nédo separado,
Gteis em uma ampla variedade de outros ensaios tamb
a determinacdo do tamanho de uma microparticula.

Os presentes inventores determinaram que a citometr
de fluxo é capaz de distinguir entre esferas de cer
3,0 um, cerca de 3,5 um, cerca de 4,1 um, cerca de
cerca de 5,6 um e cerca de 6,8 um de diametro. Os p

inventores também determinaram que a citometria de
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capaz de distinguir entre esferas de cerca de 3,0 u m, cerca
de 3,5 um, cerca de 3,7 um, cerca de 5,0 um, cerca de 5,6
pm e cerca de 6,8 um de diametro. Ainda outras clas ses de
esferas podem ser distinguidas, como entre 5,0 e 5, 6eb5,6
5 e 6,8. Portanto, os presentes inventores identifica ram que
a citometria de fluxo pode diferenciar até pelo men 0s 6

diferentes tamanhos de esferas.
Em adicdo a deteccdo de tamanho, os citbmetros de
fluxo tipicamente tém um ou mais lasers e detector es para
10 a deteccdo de fluorescéncia em uma amostra. A
fluorescéncias € a propriedade de uma molécula de a bsorver
luz de um comprimento de onda em particular e re-em itir luz

de um comprimento de onda mais longo. A mudanca do

comprimento de onda esta relacionada a uma perda de energia

15 que ocorre no processo. Ela é uma caracteristica qu e torna
a fluorescéncia extremamente util: podem ser usados filtros
para excluir a luz de excitacdo do detector de luz ou do
observador. Assim, a unica luz medida ou observada se
origina do fluordforo. Interferéncia de segundo pla no ou

20 reflexdo difusa evidente nos detectores € extremame nte
baixa.

Ha varios corantes fluorescentes que sao Uteis para
citometria de fluxo. Eles se ligam a varios compone ntes
citoquimicos, como acidos nucleicos; proteinas; rec eptores

25 de membrana especificos para célula, nucleares, e

citoplasmaticos; moléculas de ion intracelular; e v arios
outros. Uma propriedade chave de um corante fluores cente
que determina seu potencial para uso em um ensaio d e
citometria de fluxo € o comprimento de onda de exci tacao,
30 ou seja, ele deve combinar com o0s comprimentos de o nda
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disponiveis da fonte de luz.

Em outros aspectos, a presente invencdo fornece
métodos para o diagnéstico de uma infec¢cdo por um a
patogénico em um individuo, o referido método compr

5 (i) a obtencdo de uma amostra biolégica do ser huma
gue compreende supostamente o referido analito pato
(ii) isolagdo de acido nucleico a partir da referid
amostra;
(i) amplificagdo do acido nucleico a partir da

10 referida amostra com o0 uso de iniciadores que geram
amplicon que é distinto para o referido analito ou
particular do referido analito;

(iv) opcionalmente amplificacdo de uma sequéncia
de acidos nucleicos de controle do individuo;

15 (v) opcionalmente efetuar a rotulagem do amplicon(s
citada nas etapas (iii) e/ou (iv);

(vi) hibridizar o amplicon(s) rotulado a um conjunt
de esferas de reagentes em que cada membro dos conj
esferas compreende uma molécula de acido nucleico q

20 complementaridade a uma sequéncia de nucleotideos d
analito ou uma cepa particular do analito ou uma se
de nucleotideos de controle, ligada ou associada a
esfera fisiologicamente distinguivel; e

(vii) determiner a qual reagente um amplicon foi

25 ligado;

em que a associacdo de um amplicon com um reagente

particular € indicativa de infeccdo pelo analito no

individuo.
Em outros aspectos, a hibridizagdo ocorre na presen
30 de pelo menos

uma sequéncia de
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sinalizadora.
Em outros aspectos, a hibridizagéo ocorre na presen ca

de pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos de

bloqueio.

5 Como aqui usado o termo “individuo” refere-se a
qualquer organismo que possa ser suscetivel a infec cao por
outro analito. Assim, um “individuo” inclui, sem li mitacao,

animais, plantas, fungos e bactérias (que podem ser
infectados por bacteriéfago). Como aqui usado o ter mo

10 “animal” inclui preferivelmente um mamifero e mais

preferivelmente um primata que inclui um primata in ferior e
ainda mais preferivelmente, um humano. no entanto, o termo
“animal” também inclui especificamente espécies com 0 gado
bovino, cavalos, carneiros, porcos, cabras e mulas bem como
15 animais de laboratério. Exemplos de animais de labo ratério
de teste incluem camundongos, ratos, coelhos, porqu inhos da

india e hamsters. Coelhos e roedores, como ratos e

camundongos, fornecem um sistema de teste convenien te ou

modelo animal assim como primatas e primatas inferi ores.
20 Animais ndo mamiferos como espécies de ave, peixe z ebra,

anfibios (incluindo sapos) e espécies de Drosophila como

Drosophila melanogaster séao também contemplados.

O “individuo” também pode ser um ndo animal como um a

planta. O termo “planta” inclui especificamente pla ntas de
25 valor agricola como plantas de cereal (por exemplo, trigo,

cevada, aveia, centeio, triticale e milho), arroz, arvores

frutiferas (por exemplo, macgds, bananas, mangas e
laranjas), cana de acuUcar, plantas de safra horticu ltural
(por exemplo, batatas, cenouras e cebolas) e outras

30 No entanto, em certas modalidades preferidas, a
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presente invencdo fornece métodos para o diagnostic
infeccdo por HPV em um ser humano, o referido métod
compreende:

(i) a obtencdo de uma amostra biolégica do ser huma
gue compreende supostamente HPV,

(ii) isolacdo de acido nucleico a partir da referid
amostra;

(i) amplificagdo do acido nucleico a partir da
referida amostra com o0 uso de iniciadores que geram
amplicon que é distinto do referido analito ou uma
particular do referido analito;

(iv) opcionalmente amplificacdo de uma seqUéncia de
acidos nucleicos de controle do DNA gendmico do ser

(v) opcionalmente efetuar a rotulagem do amplicon(s
citada nas etapas (iii) e/ou (iv);

(vi) hibridizar o amplicon(s) rotulado a um conjunt
de esferas de reagentes em que cada membro dos conj
esferas compreende uma molécula de acido nucleico q
complementaridade a uma sequéncia de nucleotideos d
uma cepa de HPV particular ou uma sequéncia de nucl
de controle, ligada ou associada a um substrato
fisiologicamente distinguivel; e

(vii) determinar a qual reagente um amplicon foi

ligado;

em que a associacdo de um amplicon com um reagente

particular é indicativa de infeccédo por HPV no ser

Em outros aspectos, a hibridizagéo ocorre na presen
de pelo menos uma sequéncia de
sinalizadora.

Em outros aspectos, a hibridizacdo ocorre na presen
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de pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos de
bloqueio.

Em alguns aspectos, a presente invencdo também
contempla métodos para a determinacdo do risco de u m ser

5 humano desenvolver uma doenca associada a uma ou ma is cepas

de HPV o referido método compreende:

(i) a obtenc&o de uma amostra bioldgica do ser huma no
gue compreende supostamente HPV;

(ii) isolagdo de acido nucleico a partir da referid a

10 amostra;

(i) amplificacdo do acido nucleico a partir da
referida amostra com o uso de iniciadores que geram um
amplicon que é distinto do referido analito ou uma cepa

particular do referido analito;
15 (iv) opcionalmente amplificacdo de uma sequéncia de
acidos nucleicos de controle do DNA genémico do ser humano;
(v) opcionalmente efetuar a rotulagem do amplicon(s )

citada nas etapas (iii) e/ou (iv);

(vi) hibridizar o amplicon(s) rotulado a um conjunt 0
20 de esferas de reagentes em que cada membro dos conj untos de
esferas compreende uma molécula de acido nucleico q ue tem
complementaridade a uma sequéncia de nucleotideos d e HPV ou
uma cepa de HPV particular ou uma sequéncia de nucl eotideos

de controle, ligada ou associada a um substrato
25 fisiologicamente distinguivel; e
(vii) determinar a qual reagente um amplicon foi
ligado;
em que a associacdo de um amplicon com um reagente
particular que compreende um polinucleotideo que é

30 complementar a uma cepa de HPV associada a uma doen ca
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particular, é indicativa de um risco aumentado da r eferida
doenca no ser humano.

Em outros aspectos, a hibridizagéo ocorre na presen ca
de pelo menos wuma sequéncia de oligonucleotideos

5 sinalizadora.

Em outros aspectos, a hibridizagdo ocorre na presen ca
de pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos de
bloqueio.

Quando a rotulagem dos amplicons como apontado na

10 parte (v) ocorre, tanto os amplicons quanto as esfe ras sao

rotuladas.

Exemplos de doencas associadas a uma ou mais cepas

particulares de HPV incluem aquelas apresentadas na Tabela
3. Portanto, em alguns aspectos, a presente invenca o]
15 fornece métodos para o diagndstico de um risco aume ntado de

um individuo desenvolver uma doenca particular por

identificacdo especificamente de qual cepa de HPV i nfecta o
individuo. Em certas modalidades particularmente
preferidas, os métodos sdo adaptados para a determi nacéo do

20 risco de um ser humano desenvolver cancer cervical.

A presente invengdo também contempla kits diagnosti cos
para uso de acordo com os meétodos aqui descritos, q ue
incluem o diagndstico de infec¢cdo por HPV em um ser humano
e/ou avaliacdo do risco de um ser humano de desenvo Ilver uma

25 doenca associada ao HPV, que inclui cancer cervical . Os
kits compreendem um conjunto de esferas de reagente S que
compreende cada, um polinucleotideo que é complemen tar a
uma sequéncia de nucleotideos de uma cepa particula r de
HPV, ligado ou associado a um substrato fisiologica mente

30 distinguivel. Opcionalmente, o0s kits também podem
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compreender iniciadores que se ligam a sequéncias
conservadas entre diferentes cepas de HPV, mas gera
amplicon que compreende sequéncias de nucleotideos
distintas para cada cepa de HPV em que o amplicon g
supostamente complementar a um polinucleotideo liga
associado com uma ou mais esferas fisiologicamente
distinguiveis do kit.

Em algumas modalidade, os conjuntos de esferas dos
reagentes compreendem pelo menos um grupo de esfera
um compreendendo um diametro de qualquer um de cerc
pum, cerca de 3,5 um, cerca de 4,1 um, cerca de 5,0
cerca de 5,6 um e cerca de 6,8 um. Em uma modalidad
preferida, cada grupo de tamanho de esferas compree
ou mais subgrupos de microesferas cada uma com um r
fluorescente em uma escala de diferentes intensidad
rotulo fluorescente é TMR e pode ser aplicado em
intensidades de cerca de 0%, cerca de 4%, cerca de
cerca de 100%.

Em outra modalidade, os conjuntos de esferas de
reagentes compreendem pelo menos um grupo de esfera
um compreendendo um diametro de qualquer um de cerc
pum, cerca de 3,5 um, cerca de 3,7 um, cerca de 5,0
cerca de 54 um e cerca de 6,8 um. Os niveis de TMR
ajustados de modo que durante a conjugacdo da esfer
oligo, os oligos com proporc¢des totais definidas de
para flior-rotulado sdo usados para determinar agru
distintos de TMR. Por exemplo, niveis zero de TMR t
oligos néo rotulados incluidos em conjugacéo; altos
de TMR tém uma proporcéao total de 3:1 de oligo para

rotulado de oligos incluidos na conjugacao; e nivei
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de TMR tém uma proporcao total de 150:1 a 80:1 de o
para fluor-rotulado de oligos incluidos em conjugac
dependendo do tamanho da esfera.

Em modalidade adicional, os kits compreendem os
iniciadores GP5+ e GP6+ e opcionalmente iniciadores
e MLC1_R.

Ainda outra modalidade, os kits compreendem os
iniciadores GP5d2+ e T7aGP6d+ e opcionalmente inici
mlcl_95f e T7amlcl_275r.

Ainda em outra modalidade, os kits compreendem o0s
iniciadores GP5d3+ e T7aGP6d+* e opcionalmente inic
micl_95f e T7amlicl_275r.

A presente invengao inclui modalidades adicionais d
pares de iniciadores em que os iniciadores individu
direto (por exemplo, GP5+, GP5d2+ etc.) e reverso (
exemplo, GP6+, T7aGP6d+) aqui descritos sdo combina
com o outro.

Os kits também podem estar na forma de chips ou
suportes de fase sélida, comumente referidos como b
Todos ou parte dos reagentes usados no atual ensaio
ser incorporados em um biochip ou miniaturizado em
nanoensaio. Embora a citometria de fluxo seja
particularmente atil na medicdo de resultados do at
ensaio, o0s biochips podem ser usados para medir ou
automatizar outros sinais como aqueles associados a
de modo “ whispering gallery ”

Nas obstante as intensidades fluorescentes em um
aspecto preferido do método de multiplexacao, outra
de identificacdo sédo englobadas pela presente inven

tal método alternativo inclui a deteccdo de modo
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“whispering gallery
fluorescente é incorporado nas esferas de um subcon
incorporado ou ligado a DNA na superficie das esfer
marcador fluorescente pode excitar os WGMs com a la
fonte de luz branca néo focada ou com fonte de luz

nao focada filtrada.

WGMs permitem que apenas certos comprimentos de ond

de luz sejam emitidos a partir da particula. O resu

desse fenbmeno € que as bandas de emissdo ampla com

100 nm ampla) de, por exemplo, um fluoréforo torna-

restrita e aparece como uma série de picos agudos q

correspondem de modo eficaz a padrdes de modo de re

luz na particula. De acordo com a presente invencao

determinado que o perfil de WGM é extremamente sens

mudancas na superficie da particula micro-esferoida

o perfil de WGM muda quando a particula micro-esfer

interage com analitos ou moléculas em seu ambiente.
Portanto, outros aspectos da presente invencao

contemplam métodos de deteccdo de um analito como u

amplicon a partir de uma cepa de HPV que compreende

sequéncia especifica para cepa, o referido método

compreendendo o contato de pelo menos um conjunto d

particulas  micro-esferoidais com uma amostra que

supostamente compreende o referido analito, em que

particula em um conjunto de particulas micro-esfero

compreende um rétulo opticamente detectavel e um pa

de ligacdo suposto imobilizado do referido analito

exemplo, um iniciador ou marcador capaz de ligacéo,

ou imobilizacdo de um amplicon a partir de uma cepa

em que cada conjunto de particula tem um perfil de
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definido, em que a ligacdo do referido analito ao r eferido
parceiro de ligacdo imobilizado resulta em uma muda nga no
referido perfil de WGM do referido pelo menos um co njunto

de particulas micro-esferoidais que € indicativo da
5 presenca do referidos analito.

Os meétodos da presente invencdo podem ser aplicados

para detectar modulagéo no perfil de WGM de uma par ticula
micro-esferoidal em que a referida modulacdo result a da
deteccgdo de ligacdo ou outra associagdo de molécula S em uma
10 amostra a potencial ligacdo de particulas imobiliza das a
superficie da particula micro-esferoidal. A detecca o de
reacoes de ligacdo entre um analito e seu parceiro de
ligacdo com base em mudancas sensiveis nos perfis d e WGM

permite a identificacao e isolacao dos analitos.

15 Uma caracteristica da presente invencdo é que as
particulas micro-esferoidais podem ser excitadas co m uma
ampla faixa de fontes de luz, facilitando a medicao em

varios perfis diferentes de WGM.
Um “rétulo opticamente detectavel” pode ser qualque r

20 molécula, atomo ou ion que emita fluorescéncia,

fosforescéncia e/ou incandescéncia. Em algumas outr as
modalidades preferidas da presente invencdo, o rotu lo
opticamente detectavel € a fluoréforo, que pode eng lobar

uma faixa de rotulos opticamente detectaveis como
25  fluoréforo quimicos e corantes bem como guantum dots

Em algumas modalidades, a presente invencédo fornece

pelo menos uma particula micro-esferoidal que compr eende

uma particula de latex ou silica que tem 1 um a 100 um de

diametro, rotulada com um rotulo opticamente detect avel,
30 como um a fluoréforo ou guantum dot , a particula também
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compreende um parceiro de ligacdo suposto de um ana
para ser detectado. Um exemplo é uma molécula de éac
nucleico de captura capaz de se ligar a um amplicon

gerado pela amplificacdo com o uso de dois iniciado

uma regido conservada do genoma de HPV que flanquei
regido especifica para cepa. O rotulo opticamente
detectavel é detectdvel em comprimentos de onda vis

a particula micro-esferoidal exibe um ou mais perfi

WGM. Um ou mais dos perfis de WGM da particula micr
esferoidal modula de modo detectavel quando os anal
interagem com o parceiro de ligacdo imobilizado na
particula. Qualquer mudanca no perfil de WGM é indi

da presenca de um analito que se ligou a seu parcei
ligacéo.

Oligos de bloqueio podem ser incluidos com as esfer
durante a hibridizacdo do amplicon de filamento Uni
esferas. Os oligos de blogueio tém pontos deliberad
diferenca das regibes de ligacdo esfera-marcador
correspondente dos amplicons de filamento Unico. Po
um oligo de bloqueio para cada esfera-marcador na m
Os oligos de bloqueio devem agir como filtros adequ
fixados. No contexto de uma desnhaturacao térmica se
por lenta diminuicdo na temperatura, o0s eventos de
hibridizacdo mais eficientes ocorrem primeiro. Os a
especificos para tipo se ligam a esfera-marcador co
de acordo com o tipo inicialmente. Os oligos de blo
podem se ligar e saturar a esferas-marcadores para
do perfil térmico. Isso pode evitar que ocorram eve
hibridizacdo tipo cruzada (em que entre os tipos ha

pontos de diferenca em regibes de ligacdo de marcad
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comparadas com o0s oligos de bloqueio) ou outras
hibridizacdbes ndo especificas como outros amplicons ,
incluindo produtos de iniciador-dimero. Um oligo de

bloqueio pode estar presente para controle humano b em como

os tipos de HPV. Exemplos de oligos de bloqueio sé&o

descritos na Tabela 2 acima. O nivel de similaridad e entre

os oligos de bloqueio e a sequiéncia complementar a regiao
de esfera marcador especifica para tipo (para a qua | é
designada para bloquear) pode ser entre 40% e 95%. Outro

exemplo do nivel de similaridade € entre 75% e 85%.

Oligos de sinalizacdo podem ser usados como
alternativas para o uso de iniciadores de PCR rotul ados com
flior diretamente para geracdo de sinal. Oligos de
sinalizacdo sdo marcadores rotulados com fluor que se liga
aos produtos do amplicon em um local diferente da r egiao da

esfera-marcador para  gerar um complexo esfera-

marcador/amplicon/oligo de sinalizacdo apds hibridi zacao.
As vantagens de seu uso devem ser: excluir a necess idade
por iniciador de PCR de rotulagem com fldor (e manu seio
excessivo) durante a producdo, uso de muito menos o ligo
rotulado com fldor para sensibilidade equivalente ( e
beneficios de custo), reducédo do valor de base de f lGor de
modo que maior sensibilidade pode ser atingida sem etapas
de lavagem (beneficios ao manuseio e risco), sensib ilidade
aumentada na auséncia de oligos de bloqueio devido ao nivel

extra de aninhamento (“nesting”) no complexo de

hibridizacdo, e uso potencial de mais produtos de P CR nas
etapas de “deteccdo”. Todos esses beneficios devem

facilitar uma abordagem de “tubo Unico”. Exemplos d e oligos

de sinalizacao sao descritos na Tabela 2 acima.
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Alternativamente, um corante especifico para DNA de
filamento duplo, como corante SYBR Verde | pode ser usado
como um modo de anexacdo de sinal ao amplicon na es fera
junto ou em vez de oligos de sinal.

A presente invencao € também descrita pelos seguint es
exemplos nao limitantes.

EXEMPLO 1

Diagnéstico de HPV — isolacdo e amplificacdo de DNA

Uma revisao do protocolo de extracdo de DNA usado p ara
isolar DNA para o método de diagnostico de HPV € mo strado
na Figura 1.

Como mostrado na Figura 2, PCR foi usada para

amplificar a amostra de DNA. Os iniciadores GP5d2+ e
T7aGP6d+ foram usados para gerar um amplicon para g ualquer
cepa de HPV que estivesse presente na amostra de DN A. O
iniciador T7aGP6d+ compreendia um rotulo fluorescen te,
especificamente A647 para permitir posterior visual izacao
da ligacdo do amplicon aos agentes de ligacdo. Os a mplicons
virais gerados compreendiam ambas regibes conservad as (Y)
gue sao conservadas entre todas as cepas de HPV exa minadas
e uma regido que é variavel (ou seja, especificas p ara
cepa) entre cepas de HPV, X n, €M que n representa uma
regido variavel associada a cada cepa de HPV. Os pa rceiros
de ligacéo imobilizados em esferas se ligam especif icamente

a um genoma especifico para cepa de HPV.

Além disso, um amplicon do DNA gendmico humano foi

também gerado com o uso dos iniciadores micl 95f an d

T7amlcl_275r para servir como um controle. Nesse ca SO, 0

iniciador T7amlcl_275r também carregava um rétulo d e A647.
EXEMPLO 2
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Diagnéstico de HPV — Detecc¢do Multiplex

Os amplicons gerados nos Exemplo 1 foram hibridizad
a um arranjo de agentes de ligacdo, cada um carrega
polinucleotideo que € complementar a regido variave
amplicon viral suposto gerado a partir de cada cepa
6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
68 (X 1 até X
nucleotideos dos &cidos nucleicos de captura imobil
esferas. Além disso, 0 arranjo

pode compreender

opcionalmente um agente de ligagdo que compreende u
polinucleotideo que € complementar a regido conserv
amplicons virais de HPV (Y). Finalmente, um agente
ligacao gque compreende um polinucleotideo que ¢é
complementar a seqiiéncia do amplicon de controle hu
incluido. O acido nucleico de captura pode ser DNA
Se for usado RNA, uma transcriptase reversa pode se
necessaria para gerar RNA a partir do amplicon de D

Cada um dos agentes de ligacdo no arranjo compreend
uma microesfera ou esfera com um tamanho distinto e
intensidade de rétulo fluorescente (TMR) distinto.
esferas que compreendem diametros de 3,0 um, 3,5 pm
pm, 5,0 um, 5,6 um e 6,8 um pode ser diferenciados
outro com o uso de citometria de fluxo, como mostra
Figura 4.

Para cada tamanho dado de microesfera, um rotulo
(TMR) foi

0%,

fluorescente incorporado em intensidades

relativas de aproximadamente 150-80;1 (média),
aproximadamente 3:1 (alta). Essas intensidades de r
podem ser claramente distintas co o uso de citometr

fluxo.
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EXEMPLO 3
Comparacdo do método de deteccdo Multiplex com

diagnéstico de HPV tradicional

A Tabela 5, abaixo, fornece uma revisdo que compara o]
5 método de deteccdo de HPV Multiplex da presente inv encao
com o método histolégico atual para diagnostico de HPV.
TABELA 5
Comparacédo de métodos de diagndstico de HPV
Método de Rendimento Relato Controles
diagnéstico
de HPV
Presente 1.600 por dia, Todas as 13 cepas Controle interno,
invencao por de "alto risco" controle positivo,
instrument individualmente controle de gDNA
o] identificadas humano
Método 350 por dia Glasse de "alto Sem controle interno,
histoldgico risco" geralmente contr ole positivo de
identificada "baixo risco",
controle positivo de
“alto risco
EXEMPLO 4
10 Teste de sensibilidade para metodologia de marcador

GBHPVI, GBHPYIZ,
GBHPY GBHPYr2

GBHPVIT, GBHPT, GBHPVIT,
[] GEHPWA [ GBHPVIZ §  GBHPVI

15

GBHPWG,
GBHPWr2

GBHPVIE,
GBHPVr1
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Andlise eletroforética com gel de agarose de produt
de PCR ap6s amplificagdo a partir de plasmideo que
insercdo especifico para tipo de HPV com o uso de v
combinacdes de iniciadores.

Cinco microlitros de cada produto foram carregados
linhas que contém 5 microlitros de *“Hyperladderlv D
ladder’. As reacgfGes foram copiadas com 4.0000 coépia
plasmideo especifico para tipo (0os numeros nas linh
indicam o tipo) e submetidas a 40 ciclos de amplifi
com 0 uso de uma temperatura de anelamento de 44°C.
nas linhas indica reacbes nédo analisadas devido a p

evaporativa durante PCR. Um “-* nas linhas indica n

controle de modelo. 200 ou 100 coépias de plasmideos
especificos para tipo junto com 10 ng de DNA gendmi
humano de Jurkat foram usados para copiar PCRs com

emprego de GBHPV{3+ e GBHPVrl multiplexado com MLC1

T7aMLC1_275r. Quarenta e oito ciclos de amplificaca
realizados com o uso de uma temperatura de anelamen
44°C. A andlise foi realizada por citometria de flu
depois de digestdo com lambda exonuclease e hibridi
esferas marcadores PapType. Nenhum controle de mode
resultados negativos em todos os tipos. Todos os ti
testados: 6, 11, 16, 18, 31, 45, 51, 52, 56, 58, 59

68 geraram resultados positivos com o uso de 200 c6
plasmideos especificos para tipo. Todos o0s tipos ac
exceto tipos 51 e 59 geraram resultados positivos g

100 coépias de plasmideos especificos para tipo, ind

um sistema muito sensivel e relativamente imparcial

Quando sdo aqui usadas faixas para propriedades
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fisicas, como temperatura ou niamero de nucleotideos em uma
sequéncia, todas as combinagdes e subcombinacdes de faixas
e modalidades especificas nessas estao incluidas.

Aqueles habilitados na técnica perceberdo que a

5 invencdo aqui descrita € suscetivel a variacbes e

modificacdes diferentes daquelas especificamente de scritas.
Deve-se compreender que a invencdo inclui todas ess as
variagfes e modificages. A invencdo também inclui todas as
etapas, caracteristicas, composi¢cées e compostos re feridos
10 ou indicados nessa especificacdo, individualmente o u
coletivamente, e quaisquer e todas combinacdes de q ualquer

uma ou mais das referidas etapas ou caracteristicas
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REIVINDICACOES

1. Conjunto de esferas para a deteccdo de uma cepa de

HPV elou para diferenciagdo entre duas ou mais cepa s de
HPV, caracterizado pelo fato de que o conjunto de esferas

5 compreende varias familias ou varios subconjuntos d e

esferas que possuem:

(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist inguivel
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p elo

10 menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe lo
menos duas familias, em que as esferas em um subcon junto de
esferas sdo homogéneos em tamanho com relacdo uns a 0
outros, e sao fisiologicamente distinguiveis em dua S ou

15 mais familias de esferas com base no nivel de rotul agem que

cada um contém, ou
(c) uma combinacéo das referidas familias de esfera se
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas dentro de cada familia de esferas de um

20  subconjunto estdo acoplados a um marcador de captur a de
acido nucléico opcionalmente rotulado capaz de se | igar a
uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d e HPV
ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac idos
nucléicos de controle, desde que qualquer marcador de

25 captura de acido nucléico ou sequéncia de acidos nu cléicos
de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou tros
marcadores de captura rotulados ou sequéncia de aci dos
nucléicos de controle no subconjunto de esferas, e que em
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia de

30 esferas deste possua uma intensidade fluorescente
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diferente;

em que a sonda de captura de acido nucleico é

selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63; e

em que a regido especifica da cepa do HPV de um gen
do HPV é um amplicon gerado por amplificacdo de &ci
nucleico a partir de uma amostra biologica que foi
partir de uma amostra biol6gica que foi obtida a pa
um sujeito humano, em que o amplicon é distinto do
HPV ou um estirpe particular do referido HPV, e em
amplicon é gerado usando um par iniciador oligonucl
de um iniciador direto e um iniciador reverso, em (
iniciador direto do par iniciador € selecionado do
gue consiste em SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reve
par de iniciadores € selecionado a partir do grupo
consiste em SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos u
iniciadores direto e reverso é conjugado a uma pont
terminal 5' do iniciador; e

cada familia de esferas é especifica para a detecca
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami
esferas no conjunto de esferas; em que o referido ¢
de esferas é capaz de identificar uma ou mais cepas
especificas através da andlise do tamanho da esfera
intensidade fluorescente ou discriminacdo de sequén
(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto
esferas, usando citometria de fluxo.

2. Conjunto de esferas, de acordo com a reivindicag

1, caracterizado

selecionados do grupo que consiste em: 3,0 um, 3,5
pm, 5,0 pm, 5,6 p e 6,8 pum.

3. Conjunto de esferas, de acordo com a reivindicac
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1, caracterizado

selecionado do grupo que consiste em: 3,0 um, 3,5 u
pm, 5,0 pm, 5,6 um e 6,8 um.
4. Conjunto de esferas, de acordo com qualquer uma

reivindicacbes 1 a 3, caracterizado

esferas rotuladas s&o rotuladas com a
selecionado do grupo que consiste em: hidroxicumari
aminocumarina, metoxicumarina, azul cascata,
Lucifer, NBD, Ficoeritrina (PE), PerCP, aloficocian
Hoechst 33342, DAPI, Azul SYTOX, Hoechst 33258, cro
A3, mitramicina, YOYO-1, verde SYTOX, laranja SYTOX
laranja acridina, TOTO1, To-PRO-1, laranja tiazol,
TO-PRO-3, LDS 751, Alexa Fluor-350, Alexa Fluor-430
Fluor-488, Alexa Flaor-532, Alexa Fluor-546, Alexa
555, Alexa Flaor-556, Alexa Flaor-594, Alexa Fluor-
Alexa Fluor-647, Alexa Fluor-660, Alexa Fluor-680,
Fldor-700 e Alexa Flaor-750, BoDipy 630/650 e BoDip
650/665, os corantes CY Cy 2, Cy 3, Cy3.5, Cy5, Cy
Cy7, 6-FAM (Fluoresceina), PE-Cy5, PECy7, Fluoresce
Hexaclorofluoresceina (Hex), 6-carboxi-4', 5'-diclo
7'dimetoxifluoresceina (JOE), corantes verdes Orego
e 514, corantes de Rodamina X-Rodamina, Lissamine R
B, Verde Rodamina,
Tetrametilrodamina (TMR),
(TAMRA), Tetraclorofluoresceina (TET), Vermelho 6B,
X, BODIPY-FL, corante Verde SYBR | e Vermelho Texas

5. Conjunto de esferas, de acordo com a reivindicag

4, caracterizado

rotuladas com TMR.

6. Conjunto de esferas, de acordo com a reivindica¢
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1, caracterizado pelo fato de compreender 2 a 17 familias

de esferas.

7. Conjunto de esferas, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que o
conjunto de esferas compreende 17 familias de esfer as.

8. Conjunto de esferas, de acordo com a reivindicac ao

1, caracterizado pelo fato de que as duas ou mais cepas de

HPV séo selecionadas das cepas 6, 11, 16, 18, 31, 3 3, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68.

9. Método para a preparacao de um conjunto de esfer as
para uso na deteccdo de uma cepa de HPV e/ou difere nciar
entre duas ou mais cepas de HPV, o método caracterizado
pelo fato de compreender a selecdo de varias famili as ou
subconjuntos de esferas com base no tamanho, intens idade
fluorescente, ou ambos, que compreende o fornecimen to de:

(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist inguivel
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p elo

menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe lo
menos duas familias, em que as esferas em um subcon junto de
esferas sdo homogéneas em tamanho com relacdo umas as
outras, e sdo fisiologicamente distinguiveis em dua S ou
mais familias de esferas com base no nivel de rotul agem que

cada um contém, ou

(c) uma combinacao das referidas familias de esfera se
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas dentro de cada familia de esferas de um
subconjunto estdo acoplados a um marcador de captur a de

acido nucleico opcionalmente rotulado capaz de se | igar a

Peticao 870200106496, de 24/08/2020, pag. 120/144



10

15

20

25

30

5/26

uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d
ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac
nucleicos de controle, desde que qualquer marcador
captura de acido nucleico ou sequiéncia de acidos nu
de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou
marcadores de captura rotulados ou sequéncia de aci
nucleicos de controle no subconjunto de esferas, e
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia
esferas deste possua uma intensidade fluorescente
diferente; em que a sonda de captura de acido nucle
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63; e

em que a regido especifica da cepa do HPV de um gen
do HPV é um amplicon gerado por amplificacdo de &ci
nucleico a partir de uma amostra biolégica que foi
partir de uma amostra biolégica que foi obtida a pa
um sujeito humano, em que o amplicon é distinto do
HPV ou um estirpe particular do referido HPV, e em
amplicon é gerado usando um par iniciador oligonucl
de um iniciador direto e um iniciador reverso, em (
iniciador direto do par iniciador é selecionado do
gue consiste em SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reve
par de iniciadores € selecionado a partir do grupo
consiste em SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos u
iniciadores direto e reverso é conjugado a uma pont
terminal 5' do iniciador; e

em que cada familia de esferas é especifica para a
deteccdo de uma cepa de HPV diferente de qualquer o
familia de esferas no conjunto de esferas; e

a mistura das (pelo menos duas) familias ou pelo me

dois subconjuntos de esferas juntos para produzir u
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conjunto de esferas que permite a identificagdo de uma cepa
de HPV especifica através da andlise do tamanho da esfera,
intensidade fluorescente ou discriminacdo de sequén cia da
(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto de

esferas, usando citometria de fluxo.

10. Método para o diagnostico de infeccdo por HPV e m
um individuo humano, o método caracterizado pelo fato de
compreender:

(i) obtencdo de uma amostra bioldégica do individuo
humano que supostamente compreende HPV;
(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost ra;
(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o0 uso de iniciadores que geram um ampli con que
€ distinto para o referido analito ou para uma cepa

particular do referido analito;

(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia de
acidos nucleicos de controle do DNA genémico do ind ividuo
humano;

(v) opcionalmente, a realizagdo da rotulagem do(s)

amplicon(s) citado nas etapas (iii) e/ou (iv);

(vi) hibridizacdo do(s) amplicon(s) rotulado(s) par a
um conjunto de esferas de reagentes, em que cada me mbro do
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid 0
nucleico que possui complementaridade para uma sequ éncia de
nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula r ou uma
sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de algum
outro modo associada a um substrato fisiologicament e
distinguivel, em que a hibridacdo ocorre na presencg a de
pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideo bloque ador;; e

(vii) determinar a qual dos reagentes um amplicon s e
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ligou;
em que a associacdo de um amplicon com a reagente e
particular € indicativa de infeccdo por HPV no indi
humano, em que os iniciadores incluem um iniciador
um iniciador reverso, em que o iniciador direto do
iniciadores é selecionado a partir do grupo que con
SEQ ID NOs: 1-8, e o0 iniciador reverso do par de
iniciadores é selecionado a partir do grupo que con
SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos um dos inicia
direto e reverso é conjugado a um salto no terminal
iniciador.
11. Método para determinacao do risco de um individ

humano desenvolver uma doenga associada a uma ou ma

de HPV, o método caracterizado pelo fato de compreender:

(i) obtencdo de uma amostra biolégica do individuo
humano que supostamente compreende HPV;

(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost

(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o uso de iniciadores que geram um ampli
€ distinto para o referido analito ou para uma cepa
particular do referido analito;

(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia
acidos nucleicos de controle do DNA genémico do ind
humano;

(v) opcionalmente, a realizagdo da rotulagem do(s)
amplicon(s) citado nas etapas (iii) e/ou (iv);

(vi) hibridizacdo do(s) amplicon(s) rotulado(s) par
um conjunto de esferas de reagentes, em que cada me
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid

nucleico que possui complementaridade para uma sequ
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nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula r ou uma
sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de algum
outro modo associada a um substrato fisiologicament e
distinguivel, em que a hibridacdo ocorre na presencg a de
5 pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideo bloque ador; e

(vii) determinar a qual dos reagentes um amplicon s e
ligou;

em que a associacdo de um amplicon com a reagente e m

particular que compreende um polinucleotideo que ¢é
10 complementar a uma cepa de HPV associada a uma doen ca em

particular € indicativa de um risco aumentado para a

referida doenca no individuo

em que os iniciadores incluem um iniciador direto e um
iniciador reverso, em que o iniciador direto do par de
15 iniciadores é selecionado a partir do grupo que con siste em

SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reverso do par de

iniciadores é selecionado a partir do grupo que con siste em
SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos um dos inicia dores
direto e reverso é conjugado a um salto no terminal 5'do

20 iniciador.

12. Método para o diagnostico de infeccdo por HPV e m
um individuo humano, o método caracterizado pelo fato de
compreender:

(i) obtencdo de uma amostra biolégica do individuo
25 humano que supostamente compreende HPV;
(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost ra;
(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o uso de iniciadores que geram um ampli con que
e distinto para o referido analito ou para uma cepa

30 particular do referido analito;
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(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia
acidos nucleicos de controle do DNA gendmico do ind
humano;

(v) hibridizacdo do(s) amplicon(s) rotulado(s) para
conjunto de esferas de reagentes, em que cada membr
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid
nucleico que possui complementaridade para uma sequ
nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula
sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de
outro modo associada a um substrato fisiologicament
distinguivel e em que a hibridizacdo ocorre na pres
pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos sinal
e

(vi) determinar a qual dos reagentes um amplicon se
ligou;

em que a associacdo de um amplicon com a reagente e
particular € indicativa de infeccdo por HPV no indi
humano em que o conjunto de esferas de reagentes co
varias familias ou varios subconjuntos de esferas q
possuem:

(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p
menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe
menos duas familias, em que as esferas em um subcon
esferas sdo homogéneas em tamanho com relacdo umas
outras, e séo fisiologicamente distinguiveis em dua
mais familias de esferas com base no nivel de rotul

cada um contém, ou

Peticao 870200106496, de 24/08/2020, pag. 125/144

de

ividuo

um

o do

éncia de
r ou uma
algum
e
enca de

izadora;

m
viduo
mpreende

ue

inguivel

elo

lo

junto de
as
s ou

agem que



10/26

(c) uma combinacao das referidas familias de esfera se
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas dentro de cada familia de esferas de um

subconjunto estdo acoplados a um marcador de captur a de
5 &cido nucleico opcionalmente rotulado capaz de se | igar a
uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d e HPV
ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac idos
nucleicos de controle, desde que qualquer marcador de
captura de acido nucleico ou sequéncia de acidos nu cleicos
10 de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou tros
marcadores de captura rotulados ou sequéncia de aci dos
nucleicos de controle no subconjunto de esferas, e que em
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia de

esferas deste possua uma intensidade fluorescente

15 diferente; em que a sonda de captura de acido nucle ico é
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63; e em que a
regido especifica da cepa do HPV de um genoma do HP V é um
amplicon gerado por amplificacdo de acido nucleico a partir
de uma amostra bioldgica que foi obtida a partir de uma

20 amostra bioldgica que foi obtida a partir de um suj eito
humano, em que o amplicon é distinto do referido HP V ou um
estirpe particular do referido HPV, e em que o ampl icon &
gerado usando um par iniciador oligonucleotidico de um
iniciador direto e um iniciador reverso, em que O i niciador

25 direto do par iniciador é selecionado do grupo que consiste

em SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reverso do par de

iniciadores é selecionado a partir do grupo que con siste em
SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos um dos inicia dores
direto e reverso é conjugado a uma ponta no termina | 5" do

30 iniciador; e
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cada familia de esferas é especifica para a detecca
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami
esferas no conjunto de esferas; em que o referido ¢
de esferas € capaz de identificar uma ou mais cepas
especificas através da andlise do tamanho da esfera
intensidade fluorescente ou discriminacdo de sequén
(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto
esferas, usando citometria de fluxo.

13. Método para determinacéo do risco de um individ
humano desenvolver uma doenga associada a uma ou ma

de HPV, o método caracterizado

(i) obtencdo de uma amostra biolégica do individuo
humano que supostamente compreende HPV;

(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost

(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o uso de iniciadores que geram um ampli
€ distinto para o referido analito ou para uma cepa
particular do referido analito;

(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia
acidos nucleicos de controle do DNA gendmico do ind
humano;

(v) hibridizacdo do(s) amplicon(s) rotulado(s) para
conjunto de esferas de reagentes, em que cada membr
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid
nucleico que possui complementaridade para uma sequ
nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula
sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de
outro modo associada a um substrato fisiologicament
distinguivel e em que a hibridizacdo ocorre na pres

pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos sinal
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(vi) determinar a qual dos reagentes um amplicon se
ligou;

em que a associacdo de um amplicon com a reagente e
particular que compreende um polinucleotideo que é
complementar a uma cepa de HPV associada a uma doen
particular é indicativa de um risco aumentado para
referida doencga no individuo em que o conjunto de e
de reagentes compreende véarias familias ou vérios
subconjuntos de esferas que possuem:

(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p
menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe
menos duas familias, em que as esferas em um subcon
esferas sdo homogéneas em tamanho com relacdo umas
outras, e sdo fisiologicamente distinguiveis em dua
mais familias de esferas com base no nivel de rotul
cada um contém, ou

(c) uma combinacao das referidas familias de esfera
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas dentro de cada familia de esferas de um
subconjunto estdo acopladas a um marcador de captur
acido nucleico opcionalmente rotulado capaz de se |
uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d
ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac
nucleicos de controle, desde que qualquer marcador
captura de acido nucleico ou sequéncia de acidos nu

de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou
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marcadores de captura rotulados ou sequéncia de aci
nucleicos de controle no subconjunto de esferas, e
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia
esferas deste possua uma intensidade fluorescente
diferente; em que a sonda de captura de acido nucle
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63;em que a
especifica da cepa do HPV de um genoma do HPV é um
gerado por amplificacdo de acido nucleico a partir
amostra biolégica que foi obtida a partir de uma am
bioldgica que foi obtida a partir de um sujeito hum
que o amplicon é distinto do referido HPV ou um est
particular do referido HPV, e em que o amplicon é g
usando um par iniciador oligonucleotidico de um ini
direto e um iniciador reverso, em que o iniciador d
par iniciador é selecionado do grupo que consiste e
NOs: 1-8, e o iniciador reverso do par de iniciador
selecionado a partir do grupo que consiste em SEQ |
9-12, e em que pelo menos um dos iniciadores direto
reverso €& conjugado a uma ponta no terminal 5 do
iniciador; e

cada familia de esferas é especifica para a detecca
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami
esferas no conjunto de esferas; em que o referido ¢
de esferas € capaz de identificar uma ou mais cepas
especificas através da andlise do tamanho da esfera
intensidade fluorescente ou discriminacdo de sequén
(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto
esferas, usando citometria de fluxo.

14. Método para o diagnostico de infeccdo por HPV e

um individuo humano, o método caracterizado
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compreender:

(i) obtencdo de uma amostra biolégica do individuo
humano que supostamente compreende HPV;

(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost

(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o uso de iniciadores que geram um ampli
€ distinto para o referido analito ou para uma cepa
particular do referido analito;

(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia
acidos nucleicos de controle do DNA genémico do ind
humano;

(v) opcionalmente, a realizagdo da rotulagem do(s)
amplicon(s) citado nas etapas (iii) e/ou (iv);

(vi) hibridizacdo do(s) amplicon(s) rotulado(s) par
um conjunto de esferas de reagentes, em que cada me
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid
nucleico que possui complementaridade para uma sequ
nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula
sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de
outro modo associada a um substrato fisiologicament
distinguivel e em que a hibridizacdo ocorre na pres
pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos de bl
e

(vii) determinar a qual dos reagentes um amplicon s
ligou;

em que a associacdo de um amplicon com a reagente e
particular € indicativa de infeccdo por HPV no indi
humano, em que o conjunto de esferas de

compreende varias familias ou varios subconjuntos d

esferas que possuem:
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(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p
menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe
menos duas familias, em que as esferas em um subcon
esferas sdo homogéneas em tamanho com relacdo umas
outras, e sao fisiologicamente distinguiveis em dua
mais familias de esferas com base no nivel de rotul
cada um contém, ou

(c) uma combinacéo das referidas familias de esfera
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas dentro de cada familia de esferas de um
subconjunto estdo acopladas a um marcador de captur
acido nucleico opcionalmente rotulado capaz de se |
uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d
ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac
nucleicos de controle, desde que qualquer marcador
captura de acido nucleico ou sequéncia de acidos nu
de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou
marcadores de captura rotulados ou sequéncia de aci
nucleicos de controle no subconjunto de esferas, e
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia
esferas deste possua uma intensidade fluorescente
diferente; em que a sonda de captura de &cido nucle
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63; e em que
regido especifica da cepa do HPV de um genoma do HP
amplicon gerado por amplificacdo de acido nucleico
de uma amostra biologica que foi obtida a partir de

amostra biolégica que foi obtida a partir de um suj

Peticao 870200106496, de 24/08/2020, pag. 131/144

inguivel

elo

lo

junto de
as
s ou

agem que

se

a de
igar a

e HPV
idos

de
cleicos
tros

dos

que em

de

ico é
a
V é um
a partir
uma

eito



10

15

20

25

30

16/26

humano, em que o amplicon é distinto do referido HP V ou um
estirpe particular do referido HPV, e em que o ampl icon é
gerado usando um par iniciador oligonucleotidico de um
iniciador direto e um iniciador reverso, em que O i niciador
direto do par iniciador é selecionado do grupo que consiste

em SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reverso do par de

iniciadores é selecionado a partir do grupo que con siste em
SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos um dos inicia dores
direto e reverso é conjugado a uma ponta no termina | 5" do
iniciador; e

cada familia de esferas é especifica para a detecca o]
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami lia de
esferas no conjunto de esferas; em que o referido ¢ onjunto
de esferas € capaz de identificar uma ou mais cepas de HPV

especificas através da andlise do tamanho da esfera ,
intensidade fluorescente, ou discriminacédo de sequé ncia da
(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto de

esferas, usando citometria de fluxo.

15. Método para determinacéo do risco de um individ uo
humano desenvolver uma doenga associada a uma ou ma IS cepas
de HPV, o referido método caracterizado pelo fato de
compreender:

(i) obtencdo de uma amostra biolégica do individuo
humano que supostamente compreende HPV;
(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost ra;
(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o0 uso de iniciadores que geram um ampli con que
e distinto para o referido analito ou para uma cepa
particular do referido analito;

(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia de
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acidos nucleicos de controle do DNA genémico do ind ividuo
humano;
(v) opcionalmente, a realizagdo da rotulagem do(s)

amplicon(s) citado nas etapas (iii) e/ou (iv);

5 (vi) hibridizacdo do(s) amplicon(s) rotulado(s) par a
um conjunto de esferas de reagentes, em que cada me mbro do
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid 0
nucleico que possui complementaridade para uma sequ éncia de
nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula r ora

10 sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de algum
outro modo associada a um substrato fisiologicament e
distinguivel e em que a hibridizacdo ocorre na pres enca de
pelo menos uma seqléncia de oligonucleotideos de bl oqueio;

e

15 (vii) determinar a qual dos reagentes um amplicon s e

ligou;
em que a associacdo de um amplicon com a reagente e m

particular que compreende um polinucleotideo que é

complementar a uma cepa de HPV associada a uma doen ca em
20 particular é indicativa de um risco aumentado para a
referida doencga no individuo em que o conjunto de e sferas

de reagentes compreende varias familias ou varios
subconjuntos de esferas que possuem:
(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
25 cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist inguivel
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p elo

menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe lo
menos duas familias, em que as esferas em um subcon junto de
30 esferas sdo homogéneos em tamanho com relacdo uns a 0
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outros, e sao fisiologicamente distinguiveis em dua
mais familias de esferas com base no nivel de rotul
cada um contém, ou
(c) uma combinacao das referidas familias de esfera
5 referidos subconjuntos de esferas; e em que:
as esferas dentro de cada familia de esferas de um
subconjunto estdo acoplados a um marcador de captur
acido nucleico opcionalmente rotulado capaz de se |
uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d
10 ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac
nucleicos de controle, desde que qualquer marcador
captura de acido nucleico ou sequéncia de acidos nu
de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou
marcadores de captura rotulados ou seqiéncia de aci
15 nucleicos de controle no subconjunto de esferas, e
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia
esferas deste possua uma intensidade fluorescente
diferente; em que a sonda de captura de acido nucle
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63; e em que
20 regido especifica da cepa do HPV de um genoma do HP
amplicon gerado por amplificacdo de acido nucleico
de uma amostra biologica que foi obtida a partir de
amostra biolégica que foi obtida a partir de um suj
humano, em que o amplicon é distinto do referido HP
25  estirpe particular do referido HPV, e em que o ampl
gerado usando um par iniciador oligonucleotidico de
iniciador direto e um iniciador reverso, em que O i
direto do par iniciador € selecionado do grupo que
em SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reverso do par de

30 iniciadores é selecionado a partir do grupo que con

Peticao 870200106496, de 24/08/2020, pag. 134/144

S Oou

agem que

se

a de
igar a

e HPV
idos

de
cleicos
tros

dos

que em

de

ico &
a
V é um
a partir
uma
eito
V ou um
icon é
um
niciador

consiste

siste em



10

15

20

25

30

19/26

SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos um dos inicia
direto e reverso é conjugado a uma ponta no termina
iniciador; e

cada familia de esferas é especifica para a detecca
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami
esferas no conjunto de esferas; em que o referido ¢
de esferas é capaz de identificar uma ou mais cepas
especificas através da andlise do tamanho da esfera
intensidade fluorescente ou discriminacdo de sequén
(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto
esferas, usando citometria de fluxo.

16. Método para o diagnostico de infeccdo por HPV e

um individuo humano, o referido método

caracterizado

dores

| 5' do

lia de
onjunto

de HPV

cia da

de

m

pelo

fato de compreender:

(i) obtencdo de uma amostra biolégica do individuo
humano que supostamente compreende HPV;

(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost

(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o uso de iniciadores que geram um ampli
€ distinto para o referido analito ou para uma cepa
particular do referido analito;

(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia
acidos nucleicos de controle do DNA genémico do ind
humano;

(v) hibridizacao do(s) amplicon(s) rotulado(s) para
conjunto de esferas de reagentes, em que cada membr
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid
nucleico que possui complementaridade para uma sequ

nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula

sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de
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outro modo associada a um substrato fisiologicament
distinguivel e em que a hibridizacdo ocorre na pres

pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos sinal

e pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos de

bloqueio; e

(vi) determinar a qual dos reagentes um amplicon se
ligou;

em que a associacdo de um amplicon com a reagente e
particular € indicativa de infeccdo por HPV no indi
humano em que o conjunto de esferas de reagentes co
varias familias ou varios subconjuntos de esferas q
possuem:

(@) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p
menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe
menos duas familias, em que as esferas em um subcon
esferas sdo homogéneas em tamanho com relacdo umas
outras, e sao fisiologicamente distinguiveis em dua
mais familias de esferas com base no nivel de rotul
cada um contém, ou

(c) uma combinacao das referidas familias de esfera
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas dentro de cada familia de esferas de um
subconjunto estdo acopladas a um marcador de captur
acido nucleico opcionalmente rotulado capaz de se |
uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d
ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac

nucleicos de controle, desde que qualquer marcador
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captura de acido nucleico ou sequéncia de acidos nu
de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou
marcadores de captura rotulados ou seqiéncia de Aaci
nucleicos de controle no subconjunto de esferas, e
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia
esferas deste possua uma intensidade
diferente; em que a sonda de captura de &cido nucle
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63; e em que
regido especifica da cepa do HPV de um genoma do HP
amplicon gerado por amplificacdo de acido nucleico
de uma amostra biologica que foi obtida a partir de
amostra biolégica que foi obtida a partir de um suj
humano, em que o amplicon é distinto do referido HP
estirpe particular do referido HPV, e em que o ampl
gerado usando um par iniciador oligonucleotidico de
iniciador direto e um iniciador reverso, em que O i
direto do par iniciador € selecionado do grupo que
em SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reverso do par de
iniciadores é selecionado a partir do grupo que con
SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos um dos inicia
direto e reverso é conjugado a uma ponta no termina
iniciador; e

cada familia de esferas é especifica para a detecca
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami
esferas no conjunto de esferas; em que o referido ¢
de esferas é capaz de identificar uma ou mais cepas
especificas através da andlise do tamanho da esfera
intensidade fluorescente ou discriminacdo de sequén

(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto

esferas, usando citometria de fluxo.
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17. Método para determinacéo do risco de um individ uo
humano desenvolver uma doenga associada a uma ou ma Is cepas
de HPV, o referido método caracterizado pelo fato de
compreender:

5 (i) obtencdo de uma amostra biolégica do individuo

humano que supostamente compreende HPV;
(ii) isolamento de acido nucleico da referida amost ra;
(i) amplificacdo do acido nucleico da referida
amostra com o0 uso de iniciadores que geram um ampli con que
10 e distinto para o referido analito para uma cepa pa rticular

do referido analito;

(iv) opcionalmente, a amplificacdo de uma sequéncia de
acidos nucleicos de controle do DNA genémico do ind ividuo
humano;

15 (v) hibridizagao do(s) amplicon(s) rotulado(s) para um
conjunto de esferas de reagentes, em que cada membr o do
conjunto de esferas compreende uma molécula de acid 0
nucleico que possui complementaridade para uma sequ éncia de
nucleotideos de HPV ou uma cepa de HPV em particula r ou uma

20 sequéncia de nucleotideos de controle, ligada ou de algum
outro modo associada a um substrato fisiologicament e
distinguivel e em que a hibridizacdo ocorre na pres enca de
pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos sinal izadora

e pelo menos uma sequéncia de oligonucleotideos de
25 Dbloqueio; e
(vi) determinar a qual dos reagentes um amplicon se
ligou;
em que a associacdo de um amplicon com a reagente e m
particular que compreende um polinucleotideo que é

30 complementar a uma cepa de HPV associada a uma doen ca em
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7

particular € indicativa de um risco aumentado para
referida doenca no individuo em que o conjunto de e
de reagentes compreende véarias familias ou vérios
subconjuntos de esferas que possuem:

(a) pelo menos dois subconjuntos de esferas, em que
cada subconjunto de esferas é fisiologicamente dist
de qualquer outro subconjunto de esferas com base p
menos no tamanho; ou

(b) pelo menos um subconjunto de esferas que tem pe
menos duas familias, em que as esferas em um subcon
esferas sdo homogéneas em tamanho com relacdo umas
outras, e séo fisiologicamente distinguiveis em dua
mais familias de esferas com base no nivel de rotul
cada um contém, ou

(c) uma combinacao das referidas familias de esfera
referidos subconjuntos de esferas; e em que:

as esferas dentro de cada familia de esferas de um
subconjunto estdo acoplados a um marcador de captur
acido nucleico opcionalmente rotulado capaz de se |
uma regido especifica da cepa de HPV de um genoma d
ou, opcionalmente, a pelo menos uma sequéncia de ac
nucleicos de controle, desde que qualquer marcador
captura de acido nucleico ou sequéncia de acidos nu
de controle seja rotulado com o mesmo rétulo que ou
marcadores de captura rotulados ou seqiéncia de aci
nucleicos de controle no subconjunto de esferas, e
qualquer subconjunto Unico de esferas, cada familia
esferas deste possua uma intensidade fluorescente
diferente; em que a sonda de captura de acido nucle

selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46-63; e em que
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regido especifica da cepa do HPV de um genoma do HP
amplicon gerado por amplificacdo de acido nucleico
de uma amostra bioldgica que foi obtida a partir de
amostra biolégica que foi obtida a partir de um suj
humano, em que o amplicon é distinto do referido HP
estirpe particular do referido HPV, e em que o ampl
gerado usando um par iniciador oligonucleotidico de
iniciador direto e um iniciador reverso, em que O i
direto do par iniciador é selecionado do grupo que
em SEQ ID NOs: 1-8, e o iniciador reverso do par de
iniciadores é selecionado a partir do grupo que con
SEQ ID NOs: 9-12, e em que pelo menos um dos inicia
direto e reverso é conjugado a uma ponta no termina
iniciador; e

cada familia de esferas é especifica para a detecca
de uma cepa de HPV diferente de qualquer outra fami
esferas no conjunto de esferas; em que o referido ¢
de esferas € capaz de identificar uma ou mais cepas
especificas através da andlise do tamanho da esfera
intensidade fluorescente, ou discriminacéo de sequé
(pelo menos uma) familia de esferas ou subconjunto
esferas, usando citometria de fluxo.

18. Par de iniciadores

para amplificacdo de

oligonucleotideo direcionado ao HPV oncogeénico,

caracterizado pelo fato de que o iniciador direto do par de

iniciadores é selecionado do grupo que consiste em
NOs: 1-8, e

0 iniciador reverso do par de iniciadores ¢é

selecionado do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 9-

em que o0s iniciadores diretos e reversos sao
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conjugados a uma ponta no terminal 5’ do iniciador.
19. Par de iniciadores, de acordo com a reivindicag ao
18, caracterizado pelo fato de que a ponta do iniciador

direto € selecionado do grupo que consiste em:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC, CTGTT
/5Phos/CAATCAGC, /5Phos/ACAAT, /5Phos/GGAACAAT, /5Phos/GGAAC,
/5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC e /5Phos/CTGTT.

20. Par de iniciadores, de acordo com a reivindicag ao
18, caracterizado pelo fato de que a ponta do iniciador
reverso é selecionado do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
87-94.

21. Par de iniciadores, de acordo com a reivindicag ao
18, caracterizado pelo fato de que o iniciador direto do
par de iniciadores é selecionado do grupo que consi ste em:

CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA (SEQ ID NO: 3), tend o]
um ACAAT (SEQ ID NO: 110), / 5Phos / ACAAT (SEQ ID NO: 35),
GGAACAAT (SEQ ID NO: 111) ou um / 5Phos / GGAACAAT (SEQ ID

NO: 36) conjugado com o terminal 5' do iniciador; e
GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA (SEQ ID NO: 8), tend 0]
um CTGTT (SEQ ID NO: 112) ou / 5Phos / CTGTT (SEQ | D NO:

41) conjugado ao terminal 5' do iniciador.

22. Par de iniciadores, de acordo com a reivindicag ao
18, caracterizado pelo fato de que o iniciador reverso do
par de iniciadores é selecionado do grupo que consi ste em:

TGA AAA ATA AAY TGY AAATCA TAT TCY TCM MCA TG (SEQ ID
NO: 9), tendo um ACTCACTATAGG (SEQ ID NO: 113) ou / SAMMC6
/| ACTCACTATAGG (SEQ ID NO: 42) conjugado ao termina | 5" do
iniciador,

TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID NO: 11), tend o]

um TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO: 114) ou / 5AmM C6 /
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TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO: 44) conjugado com 0

terminal 5' do iniciador.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 4

Propor¢des de Conjugacgdo (% TMR Oligo)

100% 0% 20% 4%
o RN es gD ccn o D3N i g non 0 o SEMMRMTGDS W GHMIGTI MU
_20- ge _ no %o
gv év §v- év.
"~ g ~N . v ~ N
o] o ° yory éoveipmrerey o o1 ]
B K!gi wow W e Fg’“ w0 o n‘fa @ o0t b w FSZH w o
Um Tamanho de Varias classes diferentes
microesfera distinguiveis
P -
& 4
o
- —————
:; :'.' e “ N '.; - ‘% K _V‘,
§ R $ .t §
T 2
Cem T TIRE <
© A it rrrprrrrrereTrereY
0 200 400 600 800 1000
FSCH




5/7

FIGURA 5

Nivel de TMR
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FIGURA 6
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Cepa _ Tam. do Glébulo proporgdo de TMR
6 10um TMR alto
11 3.0um Sem TMR
16 S.0um TMR medio
18 5.0um ™R alto .
31 4.1um Sem TMR
33 5.0um Sem TMR
35 5.6um Sem TMR
39 3.5um TMR médio
45 3.5um TMR alto
sl 4. 1um TMR médio
52 6.8um TMR medio
56 4.lum TMR alto
58 6.8um TMR alto
59 5.6um TMR alto
66 S.6um TMR médio
68 6.8um Sem TMR
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