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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para “KIT
PARA RASTREAMENTO DE CANCER COLORRETAL E ADENOMA
AVANGCADO E SUA APLICAGAO”.
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS DE PATENTE
RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica prioridade do Pedido de Patente
Chinés Série N° 201810502359,7, depositado em 23 de maio de 2018,
e 201810502387,9, depositado em 23 de maio de 2018, cada um
deles estando aqui incorporado em sua integra a titulo de referéncia
para todos os fins.
CAMPO DA INVENGAO
[002] A presente invencao refere-se a composi¢cdes e métodos
para rastrear cancer colorretal e adenoma avancado, e outras
aplicacoes.
DESCRIGAO DO ARQUIVO DE TEXTO APRESENTADO POR VIA
ELETRONICA
[003] O teor do arquivo de texto apresentado por via eletrénica
junto com este pedido encontra-se aqui incorporado em sua integra a
titulo de referéncia: Uma cépia em formato legivel em computador da
Listagem de  Sequéncias (nome do  arquivo: NEWH-
017_01WO_SeqList_ST25.txt, data de registro: 22 de maio de 2019,
tamanho do arquivo: 22 kilobytes).
ANTECEDENTES DA INVENGAO
[004] Cancer colorretal (CRC) é o quarto cancer mais comum no
mundo, com uma mortalidade inferior apenas ao cancer de pulméao,
cancer de figado e cancer de estdmago. O numero de mortes anuais
causadas por CRC €& de aproximadamente 700.000. O CRC é uma
doenca "modernizada" com incidéncia mais alta nos paises
desenvolvidos do que nos paises em desenvolvimento. Nos Estados

Unidos, o cancer colorretal continua sendo a segunda principal causa
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de morte (Clinical Interventions in Aging 2016; 11:967-976). Com a
melhora do padr&o de vida das pessoas, a incidéncia e a mortalidade
de CRC vém aumentando na China desde 2000 (CA CANCER J CLIN
2016; 66:115-132). A expectativa de vida de 5 anos dos pacientes
com a doenca localizado em estagio inicial (estagio | e Il) beira os
90%, enquanto que a expectativa de vida daqueles com CRC em
estagio avancado é de apenas 13,1%. O custo de tratamento para
pacientes com CRC em estagio avancado geralmente € enorme e sé
consegue aliviar os sintomas da doenga (Clinical Interventions in Aging
2016; 11:967-976).

[005] O desenvolvimento de CRC €& um processo lento que
geralmente é assintomatico e dificil de ser detectado no estagio inicial
até que o tumor atinja alguns centimetros de comprimento, o que pode
bloquear a passagem das fezes e resultar em célicas, dor ou
sangramento visivel. O desenvolvimento de CRC passa por um
processo de multiplas etapas envolvendo uma série de alteragdes
histologicas, morfolégicas, e genéticas que se acumulam com o
tempo: a saber, desde a saude, hiperplasia, polipos pequenos, polipos
grandes, e adenocarcinoma até cancer. Polipos sdo células anormais
gue crescem ou se acumulam localmente na mucosa intestinal. As
células em divisdo nos polipos podem acumular alteracdes genéticas
suficientes para penetrar a parede intestinal e eventualmente evoluir
para CRC. No entanto, somente um pequeno numero de polipos evolui
para CRC depois de mais de uma década de desenvolvimento. Dois
tipos principais dos potenciais polipos malignos sdo adenomas polipos
serrilnados sésseis (SSPs), sendo que cada um deles se desenvolve
em CRC com diferentes riscos. O risco de adenoma se desenvolver
em CRC esta relacionado com seu tamanho. Geralmente, os
adenomas sao maiores e apresentam um potencial maior para se

desenvolver em CRC. Adenomas avangados (AA) referem-se a 21 cm
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de tamanho ou com 225% de componente viloso ou displasia de alto
grau de qualquer tamanho. Embora apenas cerca de 10% da maioria
dos AA se torne canceroso, 60%-70% dos CRC se desenvolvem a
partir de adenomas, o0s 25%-35% restantes dos CRCs se
desenvolvendo a partir de SSPs (Clinical Interventions in Aging 2016;
11:967-976). Por conseguinte, a descoberta precoce de CRC e AA, e
a remocao das lesodes, pode impedir efetivamente o progresso do CRC
salvando a vida dos pacientes, melhorando significativamente a
expectativa de vida de 5 anos dos pacientes, e reduzindo os altos
custos de tratamento no estagio inicial do CRC, o que reduz bastante
a carga econdémica da familia e da sociedade.

[006] Atualmente, existem varios exames para a deteccdo de
CRC, incluindo principalmente colonoscopia, sigmoidoscopia,
colonografia CT, exame de sangue oculto nas fezes (FOBT) e exame
imunoquimico de fezes (FIT).

[007] A sensibilidade da colonoscopia para detectar CRC é de >

95%. Seu intervalo de rastreamento € de 10 anos. A vantagem da
colonoscopia € sua alta sensibilidade, que pode inspecionar o colon
inteiro e remover a lesdo ao mesmo tempo. No entanto, cuja
desvantagem € que o exame invasivo e o preparo do interno causam
desconforto, e o paciente precisa ser sedado. Existe um risco de
perfuracdo do intestino e hemorragia durante a colonoscopia. Estas
limitagcdes contribuem para a baixa colaboracdo do rastreamento por
colonoscopia.

[008] A sensibilidade da sigmoidoscopia para investigar o célon
distal € de mais de 95%. O intervalo de rastreamento de CRC com
sigmoidoscopia é de 5 anos combinado com FOBT. A vantagem do
rastreamento de CRC por sigmoidoscopia € de alta sensibilidade, ndo
precisa de sedacdo sistémica, e a lesdao pode ser removida

simultaneamente durante o exame. Sua desvantagem é que 0 exame
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€ semi-invasivo, facilmente causando desconforto durante o exame e o
custo de inspecéo € alto.

[009] A colonografia CT usa radiacao para visualizar o colon, e
sua sensibilidade é de >90% e ela é realizada a cada 5 anos. Sua
vantagem é que ela € sua sensibilidade € t&o alta que o célon inteiro
pode ser observado e ndo € necessario sedacdao. Sua desvantagem é
que O ensaio € um exame semi-invasivo de modo que os pacientes
podem facilmente sentirem-se desconfortaveis durante o processo de
rastreamento. Além disso, as lesdes ndao podem ser removidas ao
mesmo tempo e a seguranga da radiagdo deve ser levada em
consideracao.

[0010] Em geral, os exames para detectar CRC baseados em
imagens apresentam alta sensibilidade, mas s&o caros e o preparo do
intestino facilmente causa desconforto e outros efeitos colaterais.
Como resultado, a colaboracdo do paciente € baixa. Adicionalmente,
esses ensaios requerem equipamento profissional, e médicos
capacitados e com bastante experiéncia, o que pode nao estar
disponivel. Como consequéncia, a taxa geral de
rastreamento/deteccao € baixa. Além disso, alguns pacientes ndo séo
adequados para esses ensaios. Por exemplo, pacientes com diabetes
tém um indice de sucesso mais baixo em termos de preparado do
intestino e maior risco de efeitos colaterais (J Gastrointestin Liver Dis
2010; 19: 369-372, World J Gastrointest Endosc 2013; 5: 39-46).
[0011] FOBT e FIT detectam hemoglobina nas fezes dos pacientes
por meio de uma reacdo enzimatica e um meétodo imunoquimico,
respectivamente, com uma sensibilidade de 33%-75% e 60%-85%,
respectivamente, para deteccdo de CRC, e os exames sdo realizados
anualmente. Embora seja facil que o FOBT e o FIT se tornem
populares, sejam nao invasivos e de baixo custo, o indice de deteccéo

de lesdes pré-cancerosas € baixo (Clinical Interventions in Aging 2016;

Peticdo 870200143779, de 13/11/2020, pag. 14/202



5/94

11 967-976).

[0012] Durante o desenvolvimento de polipos em CRC, acumulam-
se mutacgdes e alteracdes por metilacdo em alguns genes tais como
APC, KRAS, p53, BRAF, NDRG4, BMP3, etc. (Clinical Interventions in
Aging 2016; 11:967-976). Por conseguinte, a deteccdo dessas
mutagdes ou alteacdes por metilacdo ajuda a detectar CRC e lesdes
pré-cancerosas.

[0013] Zou et al. (Clinical Chemistry 2012; 58: 2375-383) usaram
gPCR de metilacdo para detectar os niveis de metilacdo dos genes
BMP3, NDRG4, VIM, e TFPI2 em amostras de tecido. No total, foram
testados 37 casos de amostras de tecido de CRC, 25 amostras de
tecido de adenoma e 29 amostras de tecido de humano saudavel.
Quando a especificidade foi de 95%, a sensibilidade dos genes BMP3,
NDRG4, VIM e TFPI2 para detectar CRC foi de 84%, 92%, 86%, e
92%, respectivamente, e a sensibilidade para detectar adenoma foi de
68%, 76%, 76%, e 88%, respectivamente. Foi demonstrado que a
deteccao de metilagdo de genes em tecidos de cancer de célon tem
alta sensibilidade e especificidade. No entanto, o método de
amostragem de tecido € dificil de ser amplamente usado, pois o
procsso de amostragem resulta em alguns danos ao corpo do
paciente. Portanto, ele ndo adequado para rastrear CRC e lesdes pré-
cancerosas na populacdo em geral.

[0014] A testagem de DNA de fezes multialvo (mt-sDNA) inclui a
deteccao de metilagdo e mutacao de células exfoliadas tumorais e a
detecgcao de hemoglobina em amostras de fezes, que € realizada a
cada 3 anos e apresenta as vantagens de ter alta sensibilidade, ser
nao invasivo e facil de tornar popular (Clinical Interventions In Aging
2016;11:967-976). Como método de rastreamento, o mt-sDNA
consegue detectar CRC e AA precocemente o que melhora bastante a

expectativa de vida dos pacientes. Imperiale et al. (N Engl J Med 2014;
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370:1287-97) estabeleceu um sistema baseado em mt-sDNA para
deteccdo de metilacdo nos genes BMP3 e NDRG4, deteccdo de
mutagdo pontual do gene KRAS e deteccdo de hemoglobina fecal, e
entdo avaliacdo do risco de CRC e AA de acordo com uma féormula de
regressao logistica. A sensibilidade de deteccédo de CRC e AA foi de
92,3% e 42,4%, respectivamente, e a especificidade foi de 86,6%.
[0015] Mt-sDNA ¢é aplicado para rastrear CRC esporadico e AA
com a vantagem de ser ndo invasivo em relacdo a colonoscopia e
mais sensivel que o FOBT e o FIT, mas a sensibilidade de deteccéo
de AA ainda é muito mais baixa que a de deteccdo de CRC (Clinical
Interventions in Aging 2016; 11:967-976).

[0016] Hoje em dia, os produtos baseados em mt-sDNA para
detecgdo de CRC ou AA, tal como Cologuard®, s&o desenvolvidos
principalmente para a populacdo europeia e americana. Nao existe
nenhum produto para deteccdo de CRC e AA na populacido asiatica.
Particularmente, de acordo com “Summay of safety and effectiveness data
(SSED)” of Cologuard® publicado pelo U.S. Food and Drug Administration
(www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf13/P130017b.pdf), a sensibilidade
de deteccdo de AA usando Cologuard® na populacdo branca e na
populagdo afro-americana € de 42,3% e 42,4%, respectivamente, mas a
sensibilidade de deteccdo de AA usando o mesmo produto na populagéo
asiatica € de apenas 30,8%. Por conseguinte, € ainda necessario
desenvolver um sistema efetivo para deteccdo de CRC e/ou AA na
populacdo asiatica para vencer o atual aumento na incidéncia e na
mortalidade por cancer colorretal nos paises da Asia.

[0017] Embora existam muitos estudos sobre os meétodos de
deteccdo de metilagdo nos genes BMP3 e NDRG4 em amostras de
fezes de pacientes com CRC e AA, ndo existem pesquisas detalhadas
e abrangents acerca dos sitios CpG hipermetilados nos genes BMP3 e
NDRG4 da populagdo asiatica (ONCOLOGY LETTERS 2014;8:1751-
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1756; ONCOLOGY LETTERS 2015;9:1383-1387). Além disso, devido
ao tamanho limitado das amostras, os estudos anteriores sobre a
metilagdo dos genes BMP3 e NDRG4 em pacientes asiaticos ndo
foram uteis para identificar sitios de metilacdo que sejam mais
relevantes para CRC e AA. Assim sendo, continua sendo necessario
determinar a localizacdo exata dos sitios CpG hipermetilados dos
genes BMP3 e NDRG4 na populacéo asiatica, e desenhar e otimizar
kits baseados nestes sitios CpG metilados, deixando a deteccao de
AA mais sensivel.

SUMARIO DA INVENCAO

[0018] A presente invengdo apresenta sequéncias de DNA
compreendendo sitios CpG hipermetilados na regidao promotora dos
genes BMP3 e NDRG4.

[0019] A presente invengdo também apresenta iniciadores e
sondas preferidos para deteccdo de metilagdo dos genes BMP3 ou
NDRG4, e combinacbées dos mesmos para deteccdo de metilacédo
tanto dos genes BMP3 quanto dos genes NDRG4.

[0020] A presente invengdo apresenta ainda um kit para deteccéo
de CRC e AA na populagdo asiatica. As sequéncias de DNA
compreendendo sitios CpG hipermetilados na regidao promotora dos
genes BMP3 e NDRG4 podem ser usadas como marcadores para
deteccao de CRC e/ou AA na populacéao asiatica.

[0021] Comparados com outros iniciadores e sondas, os pares de
iniciadores e sondas preferidos para detectar os niveis de metilacéo
dos genes BMP3 e/ou NDRG4 apresentam sensibilidade e
especificidade surpreendentemente mais altas para detectar tecido
tumoral, tal como CRC e AA, e principalmente AA. Além disso, as
combinagdes desses iniciadores e sondas preferidos da presente
invencdo também  atingem  sensibilidade e especificidade

surpreendentemente mais altas para detectar tecido tumoral, tal como
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CRC e AA, e principalmente AA.

[0022] Também é apresentado um kit para deteccdo de CRC e AA
na populacdo asiatica baseado nas combinacdes preferidas de
iniciadores e sondas.

[0023] Em algumas modalidades, o kit compreende: (1) uma
combinagao preferida de pares de iniciadores e sonda e reagentes de
gPCR correspondetes; (2) iniciadores e sondas para deteccao de sete
mutagdes () em uma regido codificadora do gene KRAS e reagentes
de qgPCR correspondetes; (3) reagentes para deteccdo de
hemoglobina nas fezes.

[0024] Em algumas modalidades, os resultados obtidos a partir de
um ensaio usando o kit sdo corrigidos e analisados de acordo com
uma foérmula de regressao logistica. Em algumas modalidades, a
féormula € usada para calcular um valor para determinar a presenca ou
auséncia de CRC e/ou AA. Em algumas modalidades, a férmula é
P=eX/(1+eX), onde P ¢é um indice de abrangéncia, e K=
a*[1Ct1+b*[1Ct2+c*[ICt3+d*FIT+X, onde e € uma constante natural, e
a, b, ¢, d, X sdo constantes clinicas. Em algumas modalidades,
quando o valor de P é maior ou igual a um limiar predeterminado, o
resultado indica uma deteccao positiva de CRC e/ou AA no paciente.
Em algumas modalidades, quando o valor de P é inferior ao valor
limitrofe, o resultado indica uma deteccédo negativa de CRC e/ou AA
no paciente, e determina-se que o paciente € saudavel.

[0025] A presente invencdo apresenta um kit para detectar a
presenca ou a auséncia de cancer colorretal (CRC) ou adenoma
avangcado (AA) em um paciente com necessidade do mesmo. Um
paciente com necessidade do mesmo € um paciente com suspeita de
ter CRC e/ou AA, tal como um paciente apresentando pelo menos um
sinal de desenvolvimento de CRC e/ou AA, ou um paciente com risco

de desenvolver CRC e/ou AA, ou um individuo com checkup médico
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de rotina, mas que ao contrario ndo apresenta sinais nem risco.

[0026] Em algumas modalidades, o kit compreende a) um primeiro
par de iniciadores e uma primeira sonda para detectar o estado ou
nivel de metilacdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene
BMP3 em uma amostra bioldégica obtida do paciente. Em algumas
modalidades, cada um do primeiro par de iniciadores e da primeira
sonda compreende uma sequéncia contigua de pelo menos 16
nucleotideos que € idéntica, complementar, ou hibridiza em condi¢des
de hibridizagao rigorosas para SEQ ID NO.: 1,

[0027] Em algumas modalidades, o kit compreende b) um segundo
par de iniciadores e uma segunda sonda para detectar o estado ou
nivel de metilacdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene
NDRG4 em uma amostra biolégica obtida do paciente. Em algumas
modalidades, cada um do segundo par de iniciadores e da segunda
sonda compreende uma sequéncia contigua de pelo menos 16
nucleotideos que € idéntica, complementar, ou hibridiza em condi¢des
de hibridizagao rigorosas para SEQ ID NO.: 2,

[0028] Em algumas modalidades, o primeiro par de iniciadores e a
primeira sonda sao selecionados do grupo que consiste em:

[0029] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5;

[0030] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11; e

[0031] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17;

[0032] Em algumas modalidades, em que o segundo par de

iniciadores e a segunda sonda sdo selecionados do grupo que
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consiste em:

[0033] iv) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8;

[0034] v) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14; e

[0035] vi) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20;

[0036] Em algumas modalidades, o kit compreende:

[0037] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biolégica obtida do paciente, e

[0038] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

[0039] Em algumas modalidades, o kit compreende:

[0040] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biologica obtida do paciente, e

[0041] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda

compreendendo a SEQ ID NO.: 14, para detectar o estado ou nivel de

Peticéo 870200143779, de 13/11/2020, pag. 20/202



11/94

metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

[0042] Em algumas modalidades, o kit compreende:

[0043] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biologica obtida do paciente, e

[0044] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

[0045] Em algumas modalidades, tanto a primeira sonda quanto a
segunda sonda compreendem um doador fluorescente e um fluoréforo
aceptor.

[0046] Em algumas modalidades, a primeira sonda e a segunda
sonda sao sondas TAQMAN®.

[0047] Em algumas modalidades, o kit compreende ainda:

[0048] um meio para detectar a presenca ou a auséncia de pelo
menos uma mutacdo no gene KRAS no paciente; e

[0049] um meio para detectar a presenca ou a auséncia de
hemoglobina em uma amostra bioldgica obtida do paciente.

[0050] Em algumas modalidades, o meio para detectar a presenca
ou a auséncia de pelo menos uma mutagdo no gene KRAS no
paciente compreende pelo menos um par de iniciadores capazes de
amplificar a regido do Exon 12 e/ou do Exon 13 do gene KRAS em
uma reacéo em cadeia da polimerase (PCR).

[0051] Em algumas modalidades, o meio para detectar a presenca

ou a auséncia de hemoglobina na amostra biolégica compreende um
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anticorpo anti-hemoglobina.

[0052] Em algumas modalidades, os iniciadores sdo capazes de
amplificar uma regido do gene KRAS compreendendo pelo menos
uma mutacdo em KRAS selecionada do grupo que consiste em G12D,
G12V, G12C, G13D, G12A, G12R, G12S, e G13C.

[0053] Em algumas modalidades, o anticorpo € um anticorpo
conjugado a ouro coloidal.

[0054] Em algumas modalidades, o kit compreende ainda um meio
para amplificar um gene de controle de qualidade interno. Um controle
interno pode detectar (1) inibicdo de contaminagdo da amostra ou do
meétodo de extracdo, (2) detectar mau funcionamento do instrumento,
(3) falhas quimicas (por exemplo, kit ou componentes expirados ou
degradados, ou falsa combinacdo de reagentes), e (4) erro humano.
Em algumas modalidades, o gene de controle interno € um controle
positivo, tal como um gene em uma amostra controle positivo na qual
foi determinado haver metilagdo. Em algumas modalidades, o gene de
controle interno € um controle negativo, tal como um gene em uma
amostra controle negativo na qual foi determinado n&o haver
metilacao.

[0055] Em algumas modalidades, o kit compreende ainda
instrucbes de uso e/ou interpretacdo do resultado do exame obtido
com o uso do kit.

[0056] Em algumas modalidades, o kit compreende ainda um meio
para detectar um complexo formado pelo anticorpo e a hemoglobina
na amostra biologica.

[0057] Em algumas modalidades, a amostra biolégica obtida do
paciente € uma amostra de fezes.

[0058] Em algumas modalidades, o kit compreende ainda um
reagente bissulfito, e um recipiente adequado para misturar o reagente

bissulfito e a amostra biolégica do paciente, ou polinucleotideos
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obtidos da amostra biologica.

[0059] Em algumas modalidades, em vez de usar bissulfito, o kit
compreende ainda um reagente do tipo enzima de restricdo sensivel a
metilacao.

[0060] Em algumas modalidades, o kit compreende ainda: (1) um
padrao positivo e um padrao negativo para detectar metilacdo de
BMP3 na amostra bioldgica, e (2) um padrdo positivo e um padréo
negativo para detectar metilacdo de NDRG4 na amostra bioldgica.
[0061] Em algumas modalidades, o padréao positivo para detectar
metilacdo de BMP3 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de:

[0062] GTTAGTTTGGTCGGGTGTTTTTAAAAATAAAGCGAGGA
GGGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCG
CGATTTATAGTTTTTTTTTAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTA
GCGTTTTGCGCGGGTGAGGTTCGCGTAGTTGTTGGGGAAGAGTT
TATTTGTTAGGTTGCGTTGGGTTAGCGTAGTAAGTGGGGTTGGTC
GTTATTTCGTTGTATTCGGTCGCGTTTCGGGTTTCGTGCGTTTTCG
TTTTAG (SEQ ID NO: 67);

[0063] Em algumas modalidades, o padrdo negativo para detectar
metilacdo de BMP3 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de:

[0064] GTTAGTTTGGTTGGGTGTTTTTAAAAATAAAGTGAGGAG
GGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTTGGGTTATATATGTTGT
GATTTATAGTTTTTTTTTAGTGTTGGAGTGGAGATGGTGTTTGTAG
TGTTTTGTGTGGGTGAGGTTTGTGTAGTTGTTGGGGAAGAGTTTAT
TTGTTAGGTTGTGTTGGGTTAGTGTAGTAAGTGGGGTTGGTTGTTA

TTTTGTTGTATTTGGTTGTGTTTTGGGTTTTGTGTGTTTTTGTTTTA
G (SEQ ID NO: 68);
[0065] Em algumas modalidades, o padrdo positivo para detectar

metilagdo de NDRG4 compreende uma sequéncia de polinucleotideos de:
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[0066] TGAGAAGTCGGCGGGGGCGCGGATCGATCGGGGTGT
TTTTTAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTCGTTTA
TCGGGTATTTTAGTCGCGTAGAAGGCGGAAGTTACGCGCGAGGG
ATCGCGGTTCGTTCGGGATTAGTTTTAGGTTCGGTATCGTTTCGC
GGGTCGAGCGTTTATATTCGTTAAATTTACGCGGGTACGTTTTCGC
GGCGTATCGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 69).

[0067] Em algumas modalidades, o padrdo negativo para detectar

metilagdo de NDRG4 compreende uma sequéncia de polinucleotideos

de:
[0068] TGAGAAGTTGGTGGGGGTGTGGATTGATTGGGGTGTTT
TTTAGGTTTTGTGTTGTGGTTTTTGTTTGTTTTTTTGTTTGTTTATTG

GGTATTTTAGTTGTGTAGAAGGTGGAAGTTATGTGTGAGGGATTG
TGGTTTGTTTGGGATTAGTTTTAGGTTTGGTATTGTTTTGTGGGTT
GAGTGTTTATATTTGTTAAATTTATGTGGGTATGTTTTTGTGGTGTA
TTGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 70).

[0069] Também ¢€ apresentado um meétodo para deteccdo da

presenca ou auséncia de cancer colorretal (CRC) ou adenoma
avancgado (AA) em um paciente com necessidade do mesmo.

[0070] Em algumas modalidades, o método compreende a) obter
DNA gendmico de uma amostra bioldgica do paciente.

[0071] Em algumas modalidades, o método compreende ainda b)
tratar o DNA gendmico de a), ou um fragmento do mesmo, com um ou
mais reagentes para converter bases citosina ndo metiladas do
mesmo em uracil ou outra base que é detectavelmente diferente da
citosina em termos de propriedades de hibridizagao.

[0072] Em algumas modalidades, o0 método compreende ainda c)
colocar o DNA gendmico tratado, ou o fragmento tratado do mesmo,
em contato com um primeiro par de iniciadores para deteccao da
presenca ou auséncia de sitios de metilacdo de um gene codificando a

proteina morfogenética 6ssea 3 (BMP3) no paciente. Em algumas
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modalidades, o método compreende ainda colocar o DNA gendmico
tratado, ou um fragmento do mesmo, em contato com um segundo par
de iniciadores para deteccdo da presenga ou auséncia de sitios de
metilagdo de um gene codificando a proteina do membro 4 da familia
de NDRG (NDRG4) no paciente.

[0073] Em algumas modalidades, o primeiro par de iniciadores
compreende uma sequéncia contigua de pelo menos 9 nucleotideos
que ¢é idéntica, complementar, ou hibridiza em condi¢cdes de
hibridizagao rigorosas para SEQ ID NO.: 1. Em algumas modalidades,
0 segundo par de iniciadores compreende uma sequéncia contigua de
pelo menos 9 nucleotideos que é complementar, ou hibridiza em
condicdes de hibridizacao rigorosas para SEQ ID NO.: 2.

[0074] Em algumas modalidades, o DNA gendmico tratado ou o
fragmento do mesmo ou € amplificado para produzir pelo menos um
amplificado pelo primeiro par de iniciadores e o segundo par de
iniciadores, ou ndo é amplificado.

[0075] Em algumas modalidades, o método compreende ainda d)
determinar a presenca ou auséncia de CRC ou AA no paciente, com
base na presenca ou auséncia do referido amplificado, o estado ou
nivel de metilacdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene
BMP3 e do gene NDRG4 no paciente.

[0076] Em algumas modalidades, uma PCR quantitativa € usada
para amplificar o gene BMP3 metilado na amostra. Em algumas
modalidades, uma PCR quantitativa € usada para amplificar o gene
NDRG4 metilado na amostra.

[0077] Em algumas modalidades, o método também compreende
0 uso de iniciadores para amplificar a reference gene (também
conhecido como normalizador, gene zelador, ou controle endégeno).
Em algumas modalidades, uma PCR quantitativa € usada para

amplificar o gene de referéncia na amostra.
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[0078] Em algumas modalidades, o primeiro par de iniciadores e a
primeira sonda sao selecionados do grupo que consiste em:

[0079] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5;

[0080] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11; e

[0081] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17.

[0082] Em algumas modalidades, o segundo par de iniciadores e a
segunda sonda s&o selecionados do grupo que consiste em:

[0083] iv) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8;

[0084] v) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14; e

[0085] vi) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20.

[0086] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
[0087] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biologica obtida do paciente, e

[0088] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um

iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
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compreendendo a SEQ ID NO.: 8, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

[0089] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
[0090] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biologica obtida do paciente, e

[0091] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

[0092] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
[0093] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biologica obtida do paciente, e

[0094] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

[0095] Em algumas modalidades, tanto a primeira sonda quanto a
segunda sonda compreendem um doador fluorescente e um fluoréforo
aceptor. Em algumas modalidades, a primeira sonda e a segunda
sonda sao sondas TAQMAN®.

[0096] Em algumas modalidades, o método compreende ainda
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uma etapa de deteccdo da presenca ou auséncia de pelo menos uma
mutagdo no gene KRAS em uma amostra biolégica obtida do paciente.
[0097] Em algumas modalidades, o método compreende ainda
uma etapa de deteccdo da presenca ou auséncia de hemoglobina em
uma amostra biologica obtida do paciente. Em algumas modalidades,
a etapa de detecgdo da presencga ou auséncia de hemoglobina na
amostra biolégica compreende usar um anticorpo anti-hemoglobina.
Em algumas modalidades, o anticorpo € um anticorpo conjugado a
ouro coloidal.

[0098] Em algumas modalidades, a etapa de detecgcdo da
presenca ou auséncia de pelo menos uma mutagado no gene KRAS no
paciente compreende o uso de pelo menos um par de iniciadores
capazes de amplificar a regido do Exon 12 e/ou do Exon 13 do gene
KRAS em uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Em algumas
modalidades, os iniciadores sdo capazes de amplificar uma regiao do
gene KRAS compreendendo pelo menos uma mutacdo em KRAS
selecionada do grupo que consiste em G12D, G12V, G12C, G13D,
G12A, G12R, G12S, e G13C.

[0099] Em algumas modalidades, o gene KRAS mutante ¢é
amplificado por um ou mais pares de iniciadores selecionados do
grupo que consiste em:

[00100] um iniciador direto G12D-F compreendendo a SEQ ID NO.:
35, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
[00101]  um iniciador direto G13D-F compreendendo a SEQ ID NO.:
36, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
[00102] um iniciador direto G12V-F compreendendo a SEQ ID NO.:
37, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
[00103] um iniciador direto G12C-F compreendendo a SEQ ID NO.:
38, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
[00104] um iniciador direto G12S-F compreendendo a SEQ ID NO.:
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39, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
[00105] um iniciador direto G12A-F compreendendo a SEQ ID NO.:
40, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
e

[00106] um iniciador direto G12R-F compreendendo a SEQ ID NO.:
41, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42.
[00107] Em algumas modalidades, a sonda KRAS para a qPCR
compreende a SEQ ID NO.: 46.

[00108] Em algumas modalidades, a amplificacdo do gene BMP3 é
realizada em uma PCR quantitativa (QPCR), e o0 método compreende
ainda amplificar um primeiro gene de referéncia (i.e., um primeiro gene
de referéncia) para determinar o valor de Ct da amplificagdo de BMP3
como ACt1.

[00109] Em algumas modalidades, a amplificagdo do gene NDRG4
€ realizada em uma PCR quantitativa (QPCR), e o método compreende
ainda amplificar um segundo gene de referéncia (i.e., um segundo
gene de referéncia) para determinar o valor de Ct da amplificacdo de
NDRG4 como ACt2.

[00110] Em algumas modalidades, a amplificagdo do gene KRAS
mutante é realizada em uma PCR quantitativa (QPCR), e o método
compreende ainda amplificar um terceiro gene de referéncia (i.e., um
terceiro gene de referéncia) para determinar o valor de Ct da
amplificagdo de KRAS mutante como ACt3.

[00111] Em algumas modalidades, o primeiro e o segundo genes de
referéncia sdo os mesmos. Em algumas modalidades, o0 mesmo gene
de referéncia € um gene B2M.

[00112] Em algumas modalidades, o terceiro gene de referéncia é
um gene ACTB. Em algumas modalidades, os iniciadores de qgPCR
para amplificar o gene ACTB compreendem as SEQ ID NOs.: 43 e 44,
e a sonda compreende a SEQ ID NO.: 46.
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[00113] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
(1) um padrao positivo e um padrdo negativo para detectar metilagcao
de BMP3 na amostra, e (2) um padrao positivo e um padrdo negativo
para detectar metilacdo de NDRG4 na amostra.

[00114] Em algumas modalidades, o padrao positivo para detectar
metilacdo de BMP3 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de:

[00115] GTTAGTTTGGTCGGGTGTTTTTAAAAATAAAGCGAGGA
GGGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCG
CGATTTATAGTTTTTTTTTAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTA
GCGTTTTGCGCGGGTGAGGTTCGCGTAGTTGTTGGGGAAGAGTT
TATTTGTTAGGTTGCGTTGGGTTAGCGTAGTAAGTGGGGTTGGTC
GTTATTTCGTTGTATTCGGTCGCGTTTCGGGTTTCGTGCGTTTTCG
TTTTAG (SEQ ID NO: 67);

[00116] Em algumas modalidades, o padrao negativo para detectar
metilacdo de BMP3 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de

[00117] GTTAGTTTGGTTGGGTGTTTTTAAAAATAAAGTGAGGAG
GGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTTGGGTTATATATGTTGT
GATTTATAGTTTTTTTTTAGTGTTGGAGTGGAGATGGTGTTTGTAG
TGTTTTGTGTGGGTGAGGTTTGTGTAGTTGTTGGGGAAGAGTTTAT
TTGTTAGGTTGTGTTGGGTTAGTGTAGTAAGTGGGGTTGGTTGTTA
TTTTGTTGTATTTGGTTGTGTTTTGGGTTTTGTGTGTTTTTGTTTTA
G (SEQ ID NO: 68);

[00118] Em algumas modalidades, o padrao positivo para detectar

metilagdo de NDRG4 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de

[00119] TGAGAAGTCGGCGGGGGCGCGGATCGATCGGGGTGT
TTTTTAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTCGTTTA
TCGGGTATTTTAGTCGCGTAGAAGGCGGAAGTTACGCGCGAGGG
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ATCGCGGTTCGTTCGGGATTAGTTTTAGGTTCGGTATCGTTTCGC
GGGTCGAGCGTTTATATTCGTTAAATTTACGCGGGTACGTTTTCGC
GGCGTATCGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 69).

[00120] Em algumas modalidades, o padrdao negativo para detectar

metilagdo de NDRG4 compreende uma sequéncia de polinucleotideos

de
[00121] TGAGAAGTTGGTGGGGGTGTGGATTGATTGGGGTGTTT
TTTAGGTTTTGTGTTGTGGTTTTTGTTTGTTTTTTTGTTTGTTTATTG

GGTATTTTAGTTGTGTAGAAGGTGGAAGTTATGTGTGAGGGATTG
TGGTTTGTTTGGGATTAGTTTTAGGTTTGGTATTGTTTTGTGGGTT
GAGTGTTTATATTTGTTAAATTTATGTGGGTATGTTTTTGTGGTGTA
TTGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 70).

[00122] Em algumas modalidades, o método compreende amplificar

um padrao de controle de qualidade.

[00123] Em algumas modalidades, um método para deteccdo da
presenca ou auséncia de cancer colorretal (CRC) ou adenoma
avancado (AA) em um paciente com necessidade do mesmo,
compreendendo o uso de um kit da presente invencgao.

[00124] A presente invencdo apresenta ainda um método para
detecgcdo da presenca ou auséncia de cancer colorretal (CRC) ou
adenoma avangado (AA) em um paciente com necessidade do
mesmo, compreendendo:

[00125] obter um DNA gendmico ndo tratado de uma amostra de
fezes do paciente;

[00126] tratar o DNA gendmico de a), ou um fragmento do mesmo,
com um ou mais reagentes para converter bases citosina nao
metiladas do mesmo em uracil ou outra base que é detectavelmente
diferente da citosina em termos de propriedades de hibridizacao;
[00127] realizar uma PCR quantitativa (QPCR) usando o DNA

gendmico nao tratado de b) como gabarito, e determinar o valor de Ct

Peticdo 870200143779, de 13/11/2020, pag. 31/202



22/94

do gene BMP3 no paciente como ACt1;

[00128] realizar uma qPCR usando o DNA gendmico n&o tratado de
b) como gabarito, e determinar o valor de Ct do gene NDRG4 no
paciente como ACt2;

[00129] realizar uma qPCR usando o DNA gendmico nao tratado
como gabarito, e determinar o valor de Ct de um gene KRAS mutante
no paciente como ACt3;

[00130] realizar um exame imunoquimico de fezes da proteina
hemoglobina na amostra de fezes e determinar um escore como FIT,;
[00131] determinar o] valor de K, onde K =
a*ACt1+b*ACt2+c*ACt3+d*FIT+X, onde a, b, ¢, d, X sdo constantes
clinicas; e

[00132] determinar o valor de um indice de abrangéncia P, onde P
= eK/(1+eK), onde e é a constante natural.

[00133] As constantes clinicas a, b, ¢, d, e X podem ser
determinadas por analise da distribuicdo dos dados clinicos entre uma
populacao de pacientes.

[00134] Em algumas modalidades, quando P é maior ou igual a um
valor limitrofe predeterminado, determina-se que o paciente tem CRC
e/ou AA, e quando P é menor que o valor limitrofe predeterminado,
determina-se que o paciente € saudavel.

[00135] Em algumas modalidades, o valor limitrofe predeterminado
€ calculado a partir da distribuicdo dos dados clinicos, tal como os
dados obtidos de pacientes que foram avaliados como tendo CRC
e/ou AA, e pacientes que foram avaliados como n&o tendo CRC e/ou
AA.

[00136] Em algumas modalidades, a qPCR para amplificar o gene
BMP3 compreende um primeiro par de iniciadores € uma primeira
sonda, em que o primeiro par de iniciadores e a primeira sonda sao

selecionados do grupo que consiste em:
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[00137] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5;

[00138] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11; e

[00139] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17.

[00140] Em algumas modalidades, a qPCR para amplificar o gene
NDRG4 compreende um segundo par de iniciadores e uma segunda
sonda, onde o0 segundo par de iniciadores e a segunda sonda sio
selecionados do grupo que consiste em:

[00141] iv) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8;

[00142] v) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14; e

[00143] vi) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20.

[00144] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
[00145] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra, e

[00146] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um

iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
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compreendendo a SEQ ID NO.: 8, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra.

[00147] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
[00148] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra, e

[00149] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra.

[00150] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
[00151] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra, e

[00152] um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra.

[00153] Em algumas modalidades, tanto a primeira sonda quanto a
segunda sonda compreendem um doador fluorescente e um fluoréforo
aceptor. Em algumas modalidades, a primeira sonda e a segunda
sonda sdo TAQMAN® probes.

[00154] Em algumas modalidades, o gene KRAS mutante
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compreendendo pelo menos uma mutagdo em KRAS selecionada do
grupo que consiste em G12D, G12V, G12C, G13D, G12A, G12R,
G12S, e G13C.

[00155] Em algumas modalidades, o examine imunoquimico de
fezes compreende um anticorpo conjugado a ouro coloidal.

[00156] Em algumas modalidades, a etapa c) e a etapa d) do
método compreendem o uso de B2M gene como um gene de
referéncia.

[00157] Em algumas modalidades, o método compreende o uso de
[00158] um padrdo positivo e um padrdao negativo para detectar
metilagdo de BMP3 na amostra, e

[00159] um padrdo positivo e um padrdao negativo para detectar
metilagdo de NDRG4 na amostra.

[00160] Em algumas modalidades, o padréao positivo para detectar
metilacdo de BMP3 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de

[00161] GTTAGTTTGGTCGGGTGTTTTTAAAAATAAAGCGAGGA
GGGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCG
CGATTTATAGTTTTTTTTTAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTA
GCGTTTTGCGCGGGTGAGGTTCGCGTAGTTGTTGGGGAAGAGTT
TATTTGTTAGGTTGCGTTGGGTTAGCGTAGTAAGTGGGGTTGGTC
GTTATTTCGTTGTATTCGGTCGCGTTTCGGGTTTCGTGCGTTTTCG
TTTTAG (SEQ ID NO: 67).

[00162] Em algumas modalidades, o padrao negativo para detectar
metilacdo de BMP3 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de

[00163] GTTAGTTTGGTTGGGTGTTTTTAAAAATAAAGTGAGGAG
GGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTTGGGTTATATATGTTGT
GATTTATAGTTTTTTTTTAGTGTTGGAGTGGAGATGGTGTTTGTAG
TGTTTTGTGTGGGTGAGGTTTGTGTAGTTGTTGGGGAAGAGTTTAT
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TTGTTAGGTTGTGTTGGGTTAGTGTAGTAAGTGGGGTTGGTTGTTA
TTTTGTTGTATTTGGTTGTGTTTTGGGTTTTGTGTGTTTTTGTTTTA
G (SEQ ID NO: 68).

[00164] Em algumas modalidades, o padrao positivo para detectar

metilagdo de NDRG4 compreende uma sequéncia de polinucleotideos
de

[00165] TGAGAAGTCGGCGGGGGCGCGGATCGATCGGGGTGT
TTTTTAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTCGTTTA
TCGGGTATTTTAGTCGCGTAGAAGGCGGAAGTTACGCGCGAGGG
ATCGCGGTTCGTTCGGGATTAGTTTTAGGTTCGGTATCGTTTCGC
GGGTCGAGCGTTTATATTCGTTAAATTTACGCGGGTACGTTTTCGC
GGCGTATCGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 69).

[00166] Em algumas modalidades, o padrdao negativo para detectar

metilagdo de NDRG4 compreende uma sequéncia de polinucleotideos

de
[00167] TGAGAAGTTGGTGGGGGTGTGGATTGATTGGGGTGTTT
TTTAGGTTTTGTGTTGTGGTTTTTGTTTGTTTTTTTGTTTGTTTATTG

GGTATTTTAGTTGTGTAGAAGGTGGAAGTTATGTGTGAGGGATTG
TGGTTTGTTTGGGATTAGTTTTAGGTTTGGTATTGTTTTGTGGGTT
GAGTGTTTATATTTGTTAAATTTATGTGGGTATGTTTTTGTGGTGTA
TTGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 70).

[00168] Em algumas modalidades, o método compreende amplificar

um padrao de controle de qualidade na etapa c) e na etapa d).

[00169] Também é apresentado um método para o diagnostico e o
tratamento de um cancer colorretal (CRC) e/ou adenoma avangado
(AA) em um paciente com necessidade do mesmo, compreendendo
determinar a presenca ou auséncia de CRC e/ou AA no paciente
usando um kit da presente invencdo, e o tratamento do paciente
depende da presenca ou auséncia de CRC e/ou AA no paciente.

[00170] Também é apresentado um método para o diagnostico e o
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tratamento de um cancer colorretal (CRC) e/ou adenoma avangado
(AA) em um paciente com necessidade do mesmo, compreendendo
determinar a presenga ou auséncia de CRC e/ou AA no paciente
usando um meétodo descrito neste pedido, e o tratamento do paciente
depende da presenca ou auséncia de CRC e/ou AA no paciente.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[00171] A Figura 1A até a Figura 1D representam os resultados da
previsdo de ilhotas CpG e da posicao relativa dos amplicons de dois
genes, BMP3 e NDRG4. “Y”, “R” sao bases degeneradas. Figura 1A -
O resultado da previséo de ilhotas CpG da regidao promotora do gene
BMP3s; Figura 1B - A posicao relativa dos amplicons do gene BMP3;
Figura 1C - O resultado da previsdo de ilhotas CpG da regido
promotora do gene NDRG4s; Figura 1D - A posicao relativa dos
amplicons do gene NDRG4.

[00172] A Figura 2A representa a diferen¢g nos sitios CpG de
metilacdo de BMP nas populacbes branca e asiatica. A Figura 2B
representa a diferen¢ nos sitios CpG de metilacdo do gene NDRG4
nas populagdes branca e asiatica.

[00173] A Figura 3A representa a curva de amplificacdo da
sensibilidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 1. A Figura 3B representa a curva de amplificacdo da
sensibilidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 1. A Figura 3C representa a curva de amplificacdo da
sensibilidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 2. A Figura 3D representa a curva de amplificacdo da
sensibilidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 2. A Figura 3E representa a curva de amplificacdo da
sensibilidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 3. A Figura 3F representa a curva de amplificacdo da

sensibilidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas do
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grupo preferido 3. A Figura 3G representa a curva de amplificagao da
sensibilidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo comparativo 1. A Figura 3H representa a curva de amplificagao
da sensibilidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas
do grupo comparativo 1. A Figura 3l representa a curva de
amplificacdo da sensibilidade analitica de BMP3 com os iniciadores e
as sondas do grupo comparativo 2. A Figura 3J representa a curva de
amplificacao da sensibilidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e
as sondas do grupo comparativo 2. A Figura 3K representa a curva de
amplificacdo da sensibilidade analitica de BMP3 com os iniciadores e
as sondas do grupo comparativo 3. A Figura 3L representa a curva de
amplificacdo da sensibilidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e
as sondas do grupo comparativo 3.

[00174] A Figura 4A representa a curva de amplificacdo da
especificidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 1. A Figura 4B representa a curva de amplificacdo da
especificidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 1. A Figura 4C representa a curva de amplificacdo da
especificidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 2. A Figura 4D representa a curva de amplificacdo da
especificidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 2. A Figura 4E representa a curva de amplificacdo da
especificidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 3. A Figura 4F representa a curva de amplificacdo da
especificidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas do
grupo preferido 3. A Figura 4G representa a curva de amplificagcao da
especificidade analitica de BMP3 com os iniciadores e as sondas do
grupo comparativo 1. A Figura 4H representa a curva de amplificagao
da especificidade analitica de NDRG4 com os iniciadores e as sondas

do grupo comparativo 1. A Figura 4l representa a curva de
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amplificacdo da especificidade analitica de BMP3 com os iniciadores e
as sondas do grupo comparativo 2. A Figura 4J representa a curva de
amplificacdo da especificidade analitica de NDRG4 com os iniciadores
e as sondas do grupo comparativo 2. A Figura 4K representa a curva
de amplificacdo da especificidade analitica de BMP3 com os
iniciadores e as sondas do grupo comparativo 3. A Figura 4L
representa a curva de amplificacdo da especificidade analitica de
NDRG4 com os iniciadores e as sondas do grupo comparativo 3.
[00175] A Figura 5A até a Figura 5C representam as curvas de
amplificagdo usando os iniciadores e as sondas do grupo preferido 1,
grupo preferido 2, e grupo preferido 3, respectivamente, para detectar
metilacbes de BMP3 na amostra clinica. A Figura 5D até a Figura 5F
representam as curvas de amplificagdo usando os iniciadores e as
sondas do grupo comparativo 1, grupo comparativo 2, e grupo
comparativo 3, respectivamente, para detectar metilacbes de BMP3 no
mesmo ensaio.

[00176] A Figura 6A até a Figura 6C representam as curvas de
amplificagdo usando os iniciadores e as sondas do grupo preferido 1,
grupo preferido 2, e grupo preferido 3, respectivamente, para detectar
metilacbes de NDRG4 na amostra clinica. A Figura 6D até a Figura 6F
representam as curvas de amplificagdo usando os iniciadores e as
sondas do grupo comparativo 1, grupo comparativo 2, e grupo
comparativo 3, respectivamente, para detectar metilagdes de NDRG4
No mesmo ensaio.

DESCRICAO DETALHADA

Definigbes

[00177] As referéncias a “uma modalidade”, e “um exemplo”
indicam que a modalidade ou o exemplo assim descrito pode incluir
um atributo, estrutura, caracteristica, propriedade, elemento ou

limitagdo particular, mas nem toda modalidade ou exemplo inclui
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necessariamente  aquele  atributo, estrutura, caracteristica,
propriedade, elemento ou limitagdo particular. Além disso, 0 uso
repetido da frase “em uma modalidade” ndo se refere necessariamente
a mesma modalidade, embora isto seja possivel.

[00178]  “Acido nucleico” ou “oligonucleotideo” ou “polinucleotideo”,
conforme usado neste pedido, significa pelo menos dois nucleotideos
covalentemente ligados. A descricdo de um cordao simples também
define a sequéncia do corddao de complementaridade. Assim sendo,
um acido nucleico também abrange o corddo de complementaridade
de um cordao simples descrito. Muitas variantes de um acido nucleico
podem ser usadas para a mesma finalidade que um &acido nucleico
dado. Assim sendo, um acido nucleico também abrange acidos
nucleicos substancialmente idénticos e complementos dos mesmos.
Um cordao simples oferece uma sonda que pode hibridizar para uma
sequéncia alvo em condi¢cdes de hibridizagao rigorosas. Assim sendo,
um acido nucleico também abrange uma sonda que hibridiza em
condi¢cbdes de hibridizacdo rigorosas. Os acidos nucleicos podem ser
de cordao simples ou de cordao duplo, ou podem conter por¢gdes tanto
de sequéncias de cordao duplo como de sequéncias de cordao
simples. O &acido nucleico pode ser DNA, tanto gendmico quanto
cDNA, RNA, ou um hibrido, onde o acido nucleico pode conter
combinagdes de desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos, e
combinagdes de bases incluindo uracila, adenina, timina, citosina,
guanina, inosina, xantina, hipoxantina, isocitosina e isoguanina. Os
acidos nucleicos podem ser obtidos por métodos de sintese quimica
ou por métodos recombinantes.

[00179] Conforme usado neste pedido a frase “individuo com
necessidade do mesmo” refere-se um individuo animal ou humano que
sabidamente tem cancer, apresenta o risco de ter cancer (por

exemplo, um individuo geneticamente predisposto, um individuo com
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historico médico e/ou familiar de cancer, um individuo que fora exposto
a carcinégenos, risco ocupacional, risco ambiental) e/ou um individuo
que apresente sinais clinicos suspeitos de cancer r (por exemplo,
sangue nas fezes ou melena, dor inexplicavel, sudorese, febre
inexplicavel, perda de peso inexplicavel até anorexia, mudangas nos
habitos intestinais (constipacdo e/ou diarreia), tenesmo (sensacio de
evacuacao incompleta, especificamente para cancer retal), anemia
e/ou fraqueza generalizada). Adicionalmente ou alternativamente, o
individuo com necessidade do mesmo pode ser um ser humano
saudavel passando por um check-up de rotina.

[00180] Conforme usado neste pedido o termo “cerca de” refere-se
a £10%.

[00181] A frase “consistindo essencialmente em” significa que a
composicdo ou o meétodo pode incluir ingredientes e/ou etapas
adicionais, mas somente de os ingredientes e/ou etapas adicionais
nao alterarem materialmente as caracteristicas basicas e novas da
composi¢cdo ou método reivindicado.

[00182] Conforme usado neste pedido, a forma singular “um”, “uma”
e “o/a” incluem seus correspondentes no plural a menos que
nitidamente indicado em contrario pelo contexto. Por exemplo, o termo
‘um composto” ou “pelo menos um composto” pode incluir uma
pluralidade de compostos, inclusive misturas dos mesmos.

[00183] “Condicbes de hibridizacdo rigorosas” conforme usado
neste pedido significa as condigdes nas quais uma primeira sequéncia
de acidos nucleicos (por exemplo, sonda) vai hibridizar para uma
segunda sequéncia de acidos nucleicos (por exemplo, alvo), tal como
em uma mistura complexa de acidos nucleicos. As condi¢cdes
rigorosas sdo dependentes da sequéncia e serdo diferentes em
circunstancias diferentes. As condigcbes rigorosas podem ser

selecionadas para serem de cerca de 5-10° C inferiores ao ponto de
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fusdo (Tm) da sequéncia especifica a um pH e resisténcia idnica
definidos. A Tm pode ser a temperatura (a uma resisténcia iénica, pH, e
concentracdo de acidos nucleicos definidos) a qual 50% das sondas
complementares ao alvo hibridizam para a sequéncia alvo no equilibrio
(quando as sequéncias alvo estdo presentes em excesso, a Tm, 50%
das sondas sdo ocupadas no equilibrio). As condicdes rigorosas
podem ser aquelas nas quais a concentracdo de sal é inferior a uma
concentracdo de cerca de 1,0 M de ion de sdédio, tal como uma
concentracao de cerca de 0,01-1,0 M de ion de sédio (ou outros sais)
aumde pH 7,0 a 8,3 e a temperatura € de pelo menos cerca de 30° C
para sondas curtas (por exemplo, cerca de 10-50 nucleotideos) e pelo
menos cerca de 60° C para sondas compridas (por exemplo, maiores
que cerca de 50 nucleotideos). Condi¢cdes rigorosas também podem
ser atingidas com a adicdo de agentes desetabilizantes tal como
formamida. Para hibridizagdo seletiva ou especifica, um sinal positivo
pode ser pelo menos 2 a 10 vezes a hibridizacdo de fundo. Condi¢des
de hibridizag&o rigorosas exemplificativas incluem as seguintes: 50%
formamida, 5xSSC, e 1% SDS, incubacgao a 42° C., ou, 5xSSC, 1%
SDS, incubacgao a 65° C., com lavagem em 0,2xSSC, e 0,1% SDS a
65° C.

[00184] “Substancialmente complementar” conforme usado neste
pedido significa que uma primeira sequéncia é pelo menos 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% idéntica ao
complemento de uma segunda sequéncia ao longo de uma regido de
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 ou mais
nucleotideos, ou que as duas sequéncias hibridizam em condi¢cbes de
hibridizagao rigorosas.

[00185] “Substancialmente idéntica® conforme usado neste pedido

significa que uma primeira e uma segunda sequéncias sdoo pelo
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menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou
99% idénticas ao longo de uma regido de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100 ou mais nucleotideos ou aminoacidos, ou no
que diz respeito aos acidos nucleicos, se a primeira sequéncia for
substancialmente complementar ao complemento da segunda
sequéncia.

[00186] Conforme usado neste pedido o termo “diagnosticar” refere-
se a classificar a patologia, ou um sintoma, determinar a severidade da
patologia (por exemplo, grau ou estagio), monitorar a progressao da
patologia, prognostica um desfecho da patologia e/ou perspectivas de
recuperacao.

[00187] A frase “consistindo essencialmente em” significa que a
composicdo ou o meétodo pode incluir ingredientes e/ou etapas
adicionais, mas somente de os ingredientes e/ou etapas adicionais
ndo alterarem materialmente as caracteristicas basicas e novas da
composi¢cdo ou método reivindicado.

Sequéncias de DNA compreendendo sitios CpG hipermetilados
na regiao promotora dos genes BMP3 e NDRG4 na populagao
chinesa com CRC e AA

[00188] Esta invencdo apresenta sequéncias de DNA
compreendendo sitios CpG hipermetilados detalhados na regidao
promotora dos genes BMP3 e NDRG4 na populagado asiatica (por
exemplo, a populagdo chinesa), que podem ser usasdos como
marcadores para deteccdo de CRC e AA.

[00189] Em algumas modalidades, apresenta-se a sequéncia
natural do gene BMP3 que € a seguinte (5 para 3'), mostrando sitios
potencialmente metilados marcados pelo sobrescrito “m”:

[00190] GCCAGTTTGGCmCGGGTGTTCCCAAAAATAAAGMCGA

GGAGGGAAGGTACAGACAGATCTTGAAAACACCmMCGGGCCACAC
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AmCGCmCGmMCGACCTACAGCTCTTTCTCAGMCGTTGGAGTGGAG
AmCGGmMCGCCCGCAGMCGCCCTGMCGMCGGGTGAGGTCmMCGm
CGCAGCTGCTGGGGAAGAGCCCACCTGTCAGGCTGMCGCTGGG
TCAGmMCGCAGCAAGTGGGGCTGGCMCGCTATCTmCGCTGCACC
CGGCMCGMCGTCCMCGGGCTCMCGTGMCGCCCTMCGCCCCAG(
SEQ ID NO.: 65).

[00191] Em algumas modalidades, apresenta-se a sequéncia
natural do gene NDRG4 que € a seguinte (5 para 3'), mostrando sitios
potencialmente metilados marcados pelo sobrescrito “m”:

[00192] tgagaagtmcggmcgggggmecgmcggatmcgacmeggggtgtccceca
ggctcmcgmegtmegmceggtccecmegctmegccctccmegececmegeccacmegggcea
ccccagcmegmcegcagaaggmeggaagccamegmegmegagggacmegmeggtc
mcgtcmcegggactagccccaggcecmeggcacmegccecmegmegggemegagmegcec
cacaccmcgccaaacccamegmegggcamcgcccecmegmeggmegcacmegecce
cagcc(SEQ ID NO.: 66).

[00193] Depois do tratamento do DNA gendmico natural, ou um
fragmento do mesmo, com um ou mais reagentes para converter as
bases citosina ndo metiladas do mesmo em uracil (por exemplo, por
bissulfito) ou outra base que seja detectavelmente diferente da citosina
em termos de propriedades de hibridizagdo, a sequéncia convertida do
gene BMP3 € a seguinte (5" para 3’), mostrando sitios potencialmente
metilados marcados pelo sobrescrito“m”:

[00194] GTTAGTTTGGTMCGGGTGTTTTTAAAAATAAAGMCGAG
GAGGGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTMCGGGTTATATAmM
CGTmCGMCGATTTATAGTTTTTTTTTAGMCGTTGGAGTGGAGAMC
GGMCGTTMCGTAGMCGTTTTGMCGMCGGGTGAGGTTMCGMCGT
AGTTGTTGGGGAAGAGTTTATTTGTTAGGTTGmMCGTTGGGTTAGmM
CGTAGTAAGTGGGGTTGGTMCGTTATTTMCGTTGTATTMCGGTmMC
GMCGTTTmMCGGGTTTMCGTGMCGTTTTMCGTTTTAG (SEQ ID
NO.:1).
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[00195] Depois do tratamento do DNA gendmico natural, ou um
fragmento do mesmo, com um ou mais reagentes para converter as
bases citosina ndo metiladas do mesmo em uracila (por exemplo, por
bissulfito) ou outra base que seja detectavelmente diferente da citosina
em termos de propriedades de hibridizagdo, a sequéncia convertida do
gene NDRG4 ¢é a seguinte (5 para 3'), mostrando sitios
potencialmente metilados marcados pelo sobrescrito “m”:

[00196] tgagaagtmcggmcgggggmcgmeggatmcgaTmeggggtgtTTTTT
aggTtTmcgmcgtmegmeggtT TTmegTtmegTTTtTTmegT TmegTTTaTmceg
ggTaTTTTagTmcgmcgTagaaggmecggaagT TamcgmecgmcegagggaTmceg

mcggtTmcgtTmcgggaTtagTTTTaggT TmecggTaTmegTTTmegmegggTm
cgagmcgTTTaTaTTmcgTTaaaTTTamcgmcgggTamcgTTTTmecgmeggm
cgTaTmecgTTTTTagTT(SEQ ID NO.:2).

[00197] As sequéncias de DNA compreendendo sitios CpG
hipermetilados detalhados na regido promotora dos genes BMP3 e
NDRG4 na populacdo asiatica da presente invengdo sé&o
particularmente uteis para detectar CRC e/ou AA na populacio
asiatica. Por exemplo, os iniciadores e as sondas podem ser
desenhados para visar um ou mais sitios de metilagdo especificos nos
genes BMP3 e/ou NDRG4, como ferramentas para determinar o
estado e o nivel de metilacdo do BMP3 e/ou do NDRG4 e, assim
determinar a condicdo do tumor em um paciente com necessidade do
mesmo.

[00198] Trés pares de iniciadores e sondas preferidos para
deteccdo da metilagdo dos genes BMP3 e NDRG4, respectivamente, e
reagentes correspondentes.

[00199] Esta invencao apresenta trés pares de iniciadores e sondas
preferidos para deteccdo dos niveis de metilagdo dos genes BMP3 e
NDRG4, respectivamente. Esses iniciadores e sondas s&o

desenhados para visar sitios CpG metilados de alta frequéncia na
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populacao asiatica (por exemplo, a populagao chinesa).

[00200] Estes pares de iniciadores e sondas especificos preferidos
tém sensibilidade e especificidade surpreendentemente mais altas
para detectar CRC e AA, principalmente para detectar AA na
populacdo asiatica, comparados a produtos comerciais existentes tal
como Cologuard®.

[00201] As sequéncias dos iniciadores e sondas sao as seguintes:

Iniciador/
Sonda
Iniciador direto | SEQ ID NO.:3 TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCGC

:zi\;:(ia?;jg ' SEQIDNO.:4 | ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCGAA

Sonda SEQIDNO.:5 AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
Iniciador direto | SEQ ID NO.:9 AATATTCGGGTTATATACGTCGCGA

'rgféfggr SEQIDNO.10 | GCAACCTAACAAATAAACTCTTCCCCAA

Sonda SEQIDNO.:11 | TGGAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCGT
Iniciador direto | SEQID NO.:15 | AATATTCGGGTTATATACGTCGCGATT

Iniciador SEQIDNO.16 | ACTTACTACGCTAACCCAACG
reverso

Sonda SEQIDNO.:17 | TAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTA
Iniciador direto | SEQ ID NO.:6 ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC

Gene Grupo Sequéncia ID Sequéncias (5' para 3)

Preferido 1

BMP3 Preferido 2

Preferido 3

Iniciador ]
Preferido 1 — SEQID NO.:7 CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
Sonda SEQID NO.:8 CGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTC

GT
Iniciador direto | SEQID NO.:12 | GCGGGTGAGAAGTCGGC

Iniciador SEQIDNO.13 | GTAACTTCCGCCTTCTACGC
reverso

Sonda SEQIDNO.:14 | TAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTT
Iniciador direto | SEQID NO.:18 | CGGTTTTCGTTCGTTTTTTCG

Lg'v‘:;f;‘ggf SEQIDNO.19 | AACCTAAAACTAATCCCGAACGAACC

Sonda SEQIDNO.:20 | TCGTTTATCGGGTATTTTAGTCGCGTAG

NDRG4 Preferido 2

Preferido 3

[00202] Os oligonucleotideos da presente invencdo permitem
vantajosamente a amplificagdo altamente especifica dos sitios CpG
hipermetilados na regido promotora de BMP3 ou NDRG4 em uma
amostra biologica obtida de um paciente asiatico.

[00203] Em algumas modalidades, sao apresentados
oligonucleotideos que sao parcial ou completamente complementares
a uma sequéncia de SEQ ID NOs: 3 a 20.
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[00204] Em algumas modalidades, sao apresentados
oligonucleotideos que tém uma ou mais modificagbes em relagdo a
uma sequéncia de sonda, tal como as SEQ ID NOs: 5, 11, 17, 8, 14, e
20. Em algumas modalidades, a modificacdo pode ocorrer na
extremidade 5' e/ou na extremidade 3' de uma das sequéncias de
nucleotideos mencionadas nas SEQ ID NO.: 5, 11,17, 8, 14, e 20.
[00205] Exemplos de por¢des base modificadas que podem ser
usadas para modificar nucleotideos em qualquer posicdo de sua
estrutura incluem, porém sem limitacdo: 5-fluorouracila, 5-
bromouracila, 5-clorouracila, 5-iodouracila, hipoxantina, xantina,
acetilcitosina, 5-(carbdxi-hidroxilmetila) uracila, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracila,
di-hidrouracila, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N-6-
sopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina,
2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, NG6-
adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracila, metoxiarninometil-
2-tiouracila, beta-D-masculinonosilqueosina, 5'-
metoxicarboximetiluracila, 5-metoxiuracila, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético, pseudouracila, queosina,
2-tiocitosina,  5-metil-2-tiouracila, = 2-tiouracila, 4-tiouracila, 5-
metiluracila, éster metilico de acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-S-
oxiacetico, 5-metil-2-tiouracila, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropila)
uracila, e 2,6-diaminopurina entre outros.

[00206] Exemplos de por¢cdes acucar modificadas que podem ser
usadas para modificar nucleotideos em qualquer posicdo de sua
estrutura incluem, porém sem limitag&do: arabinose, 2-fluoroarabinose,
xilose, e hexose, ou um componente modificado do esqueleto fosfato,
tal como um fosforotioato, a fosforoditioato, um fosforamidotioato, um
fosforamidato, um fosfordiamidato, um metilfosfonato, um alquil

fosfotriéster, ou um formacetal ou um analogo dos mesmos.
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[00207] Em algumas modalidades, um oligonucleotideo em uma
sequéncia de SEQ ID NOs: 5, 11, 17, 8, 14, e 20 é substituido por
nucleotideo ndo natural, tal como um &cido nucleico artificial. Acidos
nucleicos artificiais incluem, porém sem limitacdo, acido nucleico
peptidico (PNA), morfolino, acido nucleico bloqueado (LNA), glicol
acido nucleico (GNA) e treose-acido nucleico (TNA). Cada um destes
distingue-se do DNA ou RNA de ocorréncia natural por alteracées no
esqueleto da molécula.

[00208] Em algumas modalidades, uma sonda da presente
invengdo compreende um marcador na extremidade 5’ e a sonda.
[00209] Em algumas modalidades, o marcador na extremidade de
uma probe compreende um corante fluorescente, tal como um
fluoréforo. Conforme usado neste pedido, fluoréforo € um composto
quimico fluorescente que pode reemitir luz mediante excitagao de luz.
Os fluordforos tipicamente contém diversos grupos aromaticos
combinados, ou moléculas planas ou ciclicas com varias ligagbes Tr.
Fluoroforos organicos nao proteicos incluem, porém sem limitacao,
derivados de xanteno (por exemplo, fluoresceina, rodamina, verde do
Oregon, eosina, e vermelho do Texas); derivados de cianina (por
exemplo, cianina, indocarbocianina, oxacarbocianina, tiacarbocianina,
e merocianina), derivados de esquaraina e esquarainas substituidas
no anel (por exemplo, corantes Seta, SeTau, e Square), derivados de
naftaleno (por exemplo, derivados de dansil e prodan), derivados de
coumarina; derivados de oxadiazol (por exemplo, piridiloxazol,
nitrobenzoxadiazol e benzoxadiazol); derivados de antraceno (por
exemplo, anthraquinonas, incluindo DRAQS5, DRAQ7 e Laranja
CyTRAK); derivados de pireno (azul cascata, etc.), derivados de
oxazina (por exemplo, vermelho do Nile, azul do Nile, cresil violeta,
oxazina 170, etc.; derivados de acridina (por exemplo, proflavina,

laranja de acridina, amarelo de acridina, etc.); derivados de arilmetina
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(por exemplo, auramina, violeta cristal, verde malaquita); derivados de
tetrapirrol  (por exemplo, porfina, ftalocianina, bilirubina). Exemplos
particulares incluem, porém sem limitagdo, VIC, PET, vermelho do
Texas, Cy3, Cy5, FAM(6-carboxifluoresceina), HEX (6-carbdxi-
2'4,4'5'7,7"-hexaclorofluoresceina), ROX (5(6)-carboxi-X-rodamina),

JOE (6-carbodxi-4',5'-dicloro-21,71-dimetoxifluoresceina), TET (5'-
tetracloro-fluoresceina fosforamidita, NED (fluoresceina
benzoxanteno), TAMRA (6-carboxi-N,N,N,N-tetrametilrodamina), FITC
(isotiocianato de fluoresceina). Exemplos de fluordforos particulares
que podem ser usados nas sondas reveladas neste pedido sio
conhecidos pelos especialista na técnica e incluem aqueles
apresentados na Patente US N° 5,866,366 de Nazarenko et al., tais
como acido 4-acetamido-4'-isotiocianatoestilbeno-2,2'dissulfénico;
acridina e derivados tais como acridina e isotiocianato de acridina,
acido 5-(2'-aminoetila)aminonaftaleno-1-sulfénico (EDANS), 4-amino-
N-[3-vinilsulfonila)fenila]naftalimida-3,5 dissulfonato (Amarelo VS de
Lucifer), N-(4-anilino-1-naftila)maleimida, antranilamida; Amarelo
Brilhante; coumarina e derivados tais como coumarina, 7-amino-4-
metilcoumarina (AMC, Coumarina 120), 7-amino-4-
trifluorometilcouluarina (Coumarana 151); cianosina; 4',6-diaminidino-
2-fenilindol (DAPI); 5',5"-dibromopirogalol-sulfoneftaleina (Vermelho de
bromopirogalol); 7-dietilamino-3-(4'-isotiocianatofenila)-4-
metilcoumarina; penta-acetato de dietilenotriamina; acido 4,4'-
diisotiocianatodi-hidro-estilbeno-2,2'-dissulfénico; acido 4,4'-
diisotiocianatoestilbeno-2,2'-dissulfénico; cloreto de 5-
[dimetilamino]naftaleno-1-sulfonila (DNS, cloreto de dansila); 4-
dimetilaminofenilazofenil-4'-isotiocianato (DABITC); eosina e derivados
tais como eosina e isotiocianato de eosina; eritrosin e derivados tais
como eritrosina B e isotiocianato de eritrosina; etidio; fluoresceina e

derivados tais como 5-carboxifluoresceina (FAM), 5-(4,6-diclorotriazin-

Peticdo 870200143779, de 13/11/2020, pag. 49/202



40/94

2-ila)aminofluoresceina (DTAF), 2'7'-dimetoxi-4'5'-dicloro-6-
carboxifluoresceina (JOE), fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina
(FITC), QFITC (XRITC), -6-carboxi-fluoresceina (HEX), e TET
(tetrametil fluoresceina); fluorescamina; IR144; IR1446; isotiocianato
de verde de Malaquita; 4-metilumbeliferona; orto cresolftaleina;
nitrotirosina; pararosanilina; Vermelho de fenol; B-ficoeritirina; o-
ftaldialdeido; pireno e derivados tais como pireno, butirato de pireno e
butirato de succinimidil 1-pireno, Vermelho Reativo 4 (CIBACRON™
Vermelho Brilhante 3B-A); rodamina e derivados tais como 6-carbdxi-
X-rodamina (ROX), 6-carboxirodamina (R6G), lissamine rodamina B
sulfonyl chloride, rodamina (Rhod), rodamina B, rodamina 123,
rodamina X isotiocianato, N,N,N’,N'-tetrametil-6-carboxirodamina
(TAMRA), tetrametil rodamina, e isotiocianato de tetrametil rodamina
(TRITC); sulforodamina B; sulforodamina 101 e derivado do tipo
cloreto de sulfonila de sulforodamina 101 (Vermelho do Texas);
riboflavina; derivados de acido rosodlico e quelato de térbio; Vermelho
LightCycler 640; Cy5,5; e Cy56-carboxifluoresceina; difluoreto de boro
dipirrometeno (BODIPY); acridina; estilbeno; 6-carboxi-X-rodamina
(ROX); Cy3; Cy3,5, Cy5, Cy5,5, VIC® (Applied Biosystems); Vermelho
LC 640; Vermelho LC 705; OregonGreen™:; CALRed™; Vermelho 640;
e Amarelo Yakima; LighterCycler®Cyan500; LighterCycler®; Vermelho
610; Alexa 647; Alexa 555; acido 5-(2-aminoetila)amino-1-naftaleno
sulfénico (EDANS); tetrametil rodamina (TMR); isocianato de tetrametil
rodamina (TMRITC), isocianato de fluoresceina (FITC), x-rodamina,
derivados dos mesmos, ou qualquer combinagdo dos mesmos, entre
outros. Corantes fluorescentes adicionais estdo descritos nas Patentes
US N°: 5866366, 6818431, 6056859, 9140688, 9581587, 6165765,
6485909, 8158358, 7625723, 7560236, 7867701, 9150912, 7960543,
6555383, 6881570, 8198026, 5625081, 8445291, 9194801, 8835110,
7893227, 9243289, 7427674, 9512493, Publicacdo de Pedido de
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Patente US N° 20170152552, 20030170672, 20160281151,
20130084558, 20060281100, 20140234833, 20150072340,
20050089910, 20090081677, 2014002402220180171393,
20060188886, 20010018185, 20110151446, e WO/2000/017330A1,
WO/2008/030071A1,  WO/2013/049631A1,  WO/2016/179090A1,
WO/2016/123895A1, WO/2003/079022A1, cada uma delas estando
aqui incorporada em sua integra a titulo de referéncia.

[00210] Em algumas modalidades, uma sonda da presente
invencdo compreende um doador fluorescente e um fluoréforo aceptor.
Conforme usado neste pedido, um fluoréforo aceptor (por exemplo, um
‘extintor fluorescente”), € um fluoréforo que absorve energia de um
fluoroféro doador, por exemplo, na faixa de cerca de 400 a 900 nm. Os
fluoréforos aceptores geralmente absorvem luz em um comprimento
de onda que normalmente é pelo menos 10 nm alto (tal como pelo
menos 20 nm mais alto) que o comprimento de onda de absorvancia
maximo do fluoréforo doador. Os fluoréforos aceptores tém um
espectro de excitagdo que se sobrepde ao espectro de emissao do
fluoréforo doador, de modo que a energia emitida pelo doador pode
excitar o extintor. Quaisquer fluoréforos aceptores conhecidos no
estado da técnica podem ser utilizados. Em um exemplo particular, um
fluoréforo aceptor € um extingor escuro, tal como Dabcyl, QSY7
(Molecular Probes), QSY9 (Molecular Probes), QSY21
(Molecular Probes), QSY33 (Molecular Probes), BLACK HOLE
QUENCHERS™ (Glen Research, por exemplo, BHQ-1, BHQ-2, BHQ-
3), ECLIPSE™ Dark Quencher (Epoch Biosciences), DDQ-I, DDQ-II,
Dabcyl, Eclipse, ou IOWA BLACK™ (Integrated DNA Technologies,
por exemplo, lowa Black FQ, lowa Black RQ). Extintores fluorescentes
adicionais estdo descritos na Patente US N°: 9957546, US9274008,
Publicagcdo de Patente US N°: 20140295422, 20090042205,
20160281182, 20180142284, 20140147929, e WO/2009/009615A1,
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WO/2016/160572A1,  WO/2016/178953A1,  WO/2018/229663A1,
WO/2010/051544A2, WO/2013/152220A2, cada uma delas estando
aqui incorporada em sua integra a titulo de referéncia. Um extintor
pode reduzir ou extinguir a emissdo de um fluoréforo doador. Neste
exemplo, em vez de detectar um aumento no sinal de emisséo do
fluoréforo aceptor quando suficientemente proximo ao fluordforo
doador (ou detectar uma reducdo no sinal de emissdo do fluoréforo
aceptor quando a uma distancia significativa do fluoréforo doador), um
aumento no sinal de emissao do fluoréforo doador pode ser detectado
quando o extintor esta a uma distancia significativa do fluoréforo
doador (ou uma reducao no sinal de emissdo do fluoréforo doador
quando suficientemente préximo ao fluoréforo aceptor do extintor).
[00211] Em algumas modalidades, os iniciadores e as sondas da
presente invencdo baseiam-se em transferéncia de energia de
ressonancia por fluorescéncia (FRET). Exemplos de oligonucleotideos
usando FRET que podem ser usados para detectar amplicons incluem
oligossondas lineares, tais como HybProbes, oligossondas de &'
nuclease, tais como sondas TAQMAN®, oligossondas do tipo grampo
de cabelo, tais como fardis moleculares, iniciadores de escorpido e
UniPrimers, sondas de ligacdo de sulco menor, e amplicons auto-
fluorescentes, tais como iniciadores de Sunrise.

[00212] Em algumas modalidades, os iniciadores e/ou as sondas da
presente invencdo sdao marcados com outras entidades funcionais, tal
como biotina, haptenos, antigenos, grupos quimicos, substancias
radioativas, marcadores enzimaticos, etc. A deteccdo de um produto
de amplificacdo marcado pode ser efetuada, por exemplo, por
meétodos de fluorescéncia, métodos de quimioluminescéncia, métodos
de densitometria, métodos de fotometria, reacbes de precipitacao,
reacbes enzimaticas incluindo reacbes enzimaticas de reforgo,

métodos de SPR (‘ressonancia de plasmon de superfivie”), métodos
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de elipsometria, medicdo do indice de refracdo, medicdo da
reflectancia e métodos similares.

[00213] Em algumas modalidades, os iniciadores e as sondas
descritos neste pedido podem ser usados em uma PCR quantitativa
para determinar o estado e o nivel de metilacdo no gene BMP3 e/ou
NDRG4 em um paciente. Em algumas modalidades, uma reacéao
adicional pode ser incluida para amplificar um ou mais genes de
referéncia. Em algumas modalidades, o gene de referéncia € um gene
em um paciente cuja atividade nao seria afetada pela presenca ou
auséncia de CRC e AA, e nao seria afetada pelo estado e nivel de
metilacdo do BMP3 e do NDRG4. Em algumas modalidades, os genes
de referéncia incluem, porém sem limitagdo, B-globina (HBB),
telomerase (TERT), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
albumina (ALB), B-actina (ACTB), microglobulina Beta 2 (B2M), e
receptor y de células T (TRG).

[00214] Em algumas modalidades, o gene B2M € usado como um
gene de referéncia na PCR quantitativa para deteccdo do estado e
nivel de metilagdo do BMP3/NDRG4.

[00215] Em algumas modalidades, € possivel introduzir um ou mais
outros controles, incluindo, porém sem limitagao, controle sem gabarito
(para detectar contaminacado do reagente ou do equipamento e para
confirmar resultados positivos); controle sem amplificacdo (para
detectar fluorescéncia de fundo gerado por sondas marcadas
degradadas), e controle positivo (para detectar inibidores ou mau
funcionamento, e para confirmar que os reagentes e o equipamento
estdo funcionando).

[00216] Em algumas modalidades, usa-se uma qPCR para
determinar se ha metilacdo do gene BMP3 metilado ou do gene
NDRG4 metilado na amostra. O sinal detectado a partir da sonda de

BMP3 ou NDRG4 € quantificado seja em relagdo a uma curva padrao

Peticéo 870200143779, de 13/11/2020, pag. 53/202



44/94

ou por comparacao dos valores de Ct com aquele de um gene de
referéncia. Analise de genes zeladores geralmente € usada para
normalizar os resultados. O limiar de ciclo (Ct) € definido como o
numero de ciclos necessarios para o sinal fluorescente atravessar um
limiar predeterminado (por exemplo, excedendo o nivel de fundo, tal
como excedendo o nivel de amplificacdo em uma amostra controle
negativo). Em algumas modalidades, o limiar é determinado
automaticamente pelo software do instrumento de qPCR ou outros
métodos adequados. Em algumas modalidades, o limiar é fixado logo
acima (por exemplo, cerca de 0,01%, 0,1%, 1%, 5%, ou 10% maior) do
valor fluorescente terminal em uma amostra controle negativo.

[00217] Em algumas modalidades, quando o valor Ct associado a
amplificacdo de BMP3 ou de NDRG4 em uma amostra de teste ndo &
maior que (<) cerca de 35, 34, 33, 32, 31, 30, ou menos, determina-se
que a amostra contém BMP3 ou NDRG4 metilado, e o paciente tem
CRC e/ou AA (resultado positivo), do contrario, determina-se que a
amostra ndo contém BMP3 ou NDRG4 metilado, e o paciente ndo tem
CRC ou AA (resultado negativo). Para a amplificacdo do gene de
referéncia, quando o valor de Ct associado a amplificacdo de um gene
de controle na amostra ndo € maior que (<) cerca de 34, 33, 32, 31,
30, 29 ou menos, determina-se que a amplificagdo do gene de
referéncia é positiva, do contrario, determina-se que a amplificacdo do
gene de referéncia € negativa. Quando se determina que a
amplificacdo do gene de referéncia é negativa, o resultado do examina
€ invalidado.

[00218] Em algumas modalidades, a diferenga entre o valor de Ct
associado ao BMP3 é comparada com o valor de Ct associado a
amplificacdo do gene de referéncia (ACt=Ct gene de interesse — Ct gene de
referencia) € representada por ACt1. Em algumas modalidades, quando

ACt1 ndo é maior que um valor critico predeterminado (< o valor
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critico), determina-se entdo que a amostra tem metilacdo de BMP3
(resultado positivo), e determina-se que o paciente tem CRC ou AA.
Em algumas modalidades, quando ACt1 é maior que um valor critico
predeterminado (>o valor critico), e determina-se entdo que a amostra
nao tem metilacdo de BMP3 (resultado negativo), e determina-se que
0 paciente € saudavel. Em algumas modalidades, o valor critico € o
valor de ACt correspondente para uma amostra compreendendo
5ng/uL de sequéncia de nucleotideos com um indice de metilagdo de
1%, tal como cerca de 8, 9, ou 10.

[00219] Em algumas modalidades, a diferenga entre o valor de Ct
associado ao NDRG4 é comparada com o valor de Ct associado a
amplificacdo do gene de referéncia (ACt=Ct gene de interesse — Ct gene de
referencia) € representada por ACt2. Em algumas modalidades, quando
ACt2 ndo é maior que um valor critico predeterminado (< o valor
critico), determina-se entdo que a amostra tem metilacdo de NDRG4
(resultado positivo), e determina-se que o paciente tem CRC ou AA.
Em algumas modalidades, quando ACt2 é maior que um valor critico
predeterminado (> o valor critico), determina-se entdo que a amostra
nao tem metilacdo de NDRG4 (resultado negativo), e determina-se
gue o paciente € saudavel. Em algumas modalidades, o valor critico &
o valor de ACt correspondente para uma amostra compreendendo
5ng/uL de sequéncia de nucleotideos com um indice de metilagdo de
1%, tal como cerca de 8, 9, ou 10.

[00220] Iniciadores e sondas preferidos da presente invencao
apresentam sensibilidade e especificidade surpreendentemente altas
para detectar CRC e AA na populagao asiatica, principalmente para
deteccao de AA, em comparacao com produtos comerciais existentes
tal como Cologuard®.

[00221] Conforme usado neste pedido, o termo “sensibilidade”

refere-se ao indice quando pacientes tendo efetivamente CRC e/ou AA
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em uma dada populacdo sao corretamente detectados. Em algumas
modalidades, a sensibilidade é de pelo menos cerca de 65%, pelo
menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de
80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 86%, pelo
menos cerca de 87%, pelo menos cerca de 88%, pelo menos cerca de
89%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo
menos cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de
94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo
menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, pelo menos cerca de
99%, ou mais, ou 100%. Em algumas modalidades, o tamanho da
populacao é de pelo menos cerca de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000,
10.000, ou mais.

[00222] Conforme usado neste pedido, o termo “especificidade”
refere-se ao indice quando pacientes néo tendo efetivamente CRC ou
AA em uma dada populagdo sdo corretamente diagnosticados como
nao tendo a condicdo. Em algumas modalidades, a especificidade € de
pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 86%, pelo menos
cerca de 87%, pelo menos cerca de 88%, pelo menos cerca de 89%,
pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos
cerca de 92%, pelo menos cerca de 93%, pelo menos cerca de 94%,
pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo menos
cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, pelo menos cerca de 99%,
ou mais, ou 100%. Em algumas modalidades, o tamanho da
populacao é de pelo menos cerca de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000,
10.000, ou mais.

[00223] Como demonstrado nos Exemplos, os iniciadores e sondas
preferidos apresentam sensibilidade e especificidade

surpreendentemente altas para detectar metilacdo dos genes BMP3 e
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NDRG4, e, portanto, resultam em sensibilidade e especificidade
surpreendentemente altas para detectar CRC e/ou AA. Por exemplo, a
sensibilidade para deteccédo de CRC com os trés pares de iniciadores
e sondas preferidos do gene BMP3 é de pelo menos 85%; a
sensibilidade para deteccédo de CRC com os trés pares de iniciadores
e sondas preferidos do gene NDRG4 é de pelo menos 90%; a
sensibilidade para deteccdo de AA com os trés pares de iniciadores e
sondas preferidos do gene BMP3 é de pelo menos 66%; a
sensibilidade para deteccdo de AA detection com os trés pares de
iniciadores e sondas preferidos do gene NDRG4 é de pelo menos
73%. Ainda, a especificidade para deteccdo de CRC e AA com os trés
pares de iniciadores e sondas preferidos do gene BMP3 € de cerca de
97%-100% (por exemplo, pelo menos cerca de 97,8%); a
especificidade para deteccdo de CRC e AA com os trés pares de
iniciadores e sondas preferidos do gene NDRG4 também ¢é de cerca
de 97%-100% (por exemplo, pelo menos cerca de 97,8%).

Trés grupos de combinagées preferidas de iniciadores-sonda
para deteccao de CRC e/ou AA nos pacientes.

[00224] A presente invencdo também apresenta trés grupos de
combinagdes preferidas de iniciadores e sonda para detectar os niveis
de metilagdo dos genes BMP3 e NDRG4, a fim de determinar a
presenca ou auséncia de CRC or AA em um paciente. Estas
combinagdes especificas tém sensibilidade e especificidade
surpreendentemente mais altas para detectar CRC e AA na populagao
asiatica, principalmente para detectar AA, quando comparadas aos
produtos comerciais existentes tal como Cologuard®.

[00225] As sequéncias dos trés grupos de iniciadores e sondas
preferidos sé&o as seguintes:

Peticéo 870200143779, de 13/11/2020, pag. 57/202



48/94

Combina- Iniciadores/ . N ,
co N° Gene | Grupo Sondas Sequéncia ID | Sequéncia (5' para 3')
Iniciador SEQID TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTC
direto NO.:3 GC
Preferido | Iniciador SEQID ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCGA
BMP3 )
1 reverso NO.:4 A
Sonda ﬁgQ_S'D AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
4 ~ .
Iniciador | SEQID ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
direto NO.:6
NDRG | Preferido | Iniciador SEQ ID CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
4 1 reverso NO..7
Sonda SEQID CGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGT
NO.:8 TCGT
Iniciador SEQID TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTC
direto NO.:3 GC
Preferido | Iniciador SEQID ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCGA
BMP3 )
1 reverso NO.:4 A
Sonda ﬁgQ_S'D AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
5 _ .
Iniciador SEQID
direto NO.12 GCGGGTGAGAAGTCGGC
NDRG | Preferido | Iniciador SEQ D GTAACTTCCGCCTTCTACGE
4 2 reverso NO.:13
Sonda 250_1'5 TAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTT
Iniciador SEQID
direto NO.9 AATATTCGGGTTATATACGTCGCGA
Preferido | Iniciador SEQID GCAACCTAACAAATAAACTCTTCCCCA
BMP3 )
2 reverso NO.:10 A
SEQID TGGAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCG
Sonda )
7 NO.:11 T
Iniciador | SEQID ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
direto NO.:6
NDRG | Preferido | Iniciador SEQ D CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
4 1 reverso NO..7
Sonda SEQID CGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGT
NO.:8 TCGT

[00226] Como demonstrado nos Exemplos, as combinacdes
preferidas de grupos de iniciadores-sonda de BMP3 e NDRG4
apresentam sensibilidade e especificidade surpreendentemente altas
para detectar metilagdo de BMP3 e NDRG4, e, por conseguinte,
resultam em sensibilidade e especificidade surpreendentemente altas
para detectar CRC e/ou AA. Em algumas modalidades, esta
sensibilidade e especificidade sdo obtidas quando o mesmo ensaio
também inclui analise do gene KRAS e exame de hemoglobina, como
explicado no Exemplo 5. por exemplo, a sensibilidade geral de

deteccado de CRC com as trés combinacdes preferidas de iniciadores e
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sondas dos genes BMP3 e NDRG4 combinada com analise do gene
KRAS e com o exame de hemoglobina é de pelo menos 95%; a
sensibilidade de deteccdo de AA com as trés combinacdes preferidas
de iniciadores e sondas dos genes BMP3 e NDRG4 combinada com
analise do gene KRAS e com o exame de hemoglobina € de pelo
menos 93%; a sensibilidade de detec¢do de CRC + AA com as trés
combinagdes preferidas de iniciadores e sondas dos genes BMP3 e
NDRG4 combinada com analise do gene KRAS e com o exame de
hemoglobina € de pelo menos 97%; a especificidade de deteccao de
CRC+ AA com as trés combinacdes preferidas de iniciadores e sondas
dos genes BMP3 e NDRG4 combinada com analise do gene KRAS e
com o exame de hemoglobina € de pelo menos 97%.

Kit para detecgcao de CRC e AA

[00227] A presente invencado apresenta kits para deteccado de
metilacdo do BMP3/NDRG4, e/ou para deteccdao de CRC/AA em um
paciente com necessidade do mesmo. Em algumas modalidades, os
kits sdo particularmente adequados para pacientes asiaticos, tais
como pacientes chineses.

[00228] Em algumas modalidades, este kit compreende: (1) pelo
menos um dos trés grupos de combinacgdes preferidas de iniciadores e
sonda para detecgdao de CRC e AA (Combination Nos. 4, 5, e 7 na
Tabela 20), e reagentes de gPCR correspondentes; (2) um meio para
detectar sete mutagbes na regido codificadora do gene KRAS (i.e.,

G12D. G13D. G12V. G12C. G12S. G12A e G13R), tais como

iniciadores e sondas adequados, e reagentes de qPCR
correspondentes; (3) um meio para detectar hemoglobina em uma
amostra de fezes, tal como reagentes baseados na tecnologia FIT (por
exemplo, um anticorpo anti-hemoglobina, e reagentes para detectar o
complexo formado pelo anticorpo e hemoglobina na amostra de fezes).

[00229] Em algumas modalidades, o kit compreende pelo menos
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um grupo da combinacéio iniciador-sonda preferida abaixo:

Os trés grupos de combinagodes preferidas de iniciadores e sonda

sao os seguintes:

NO. | Gene | Grupo Lrgciador/Son Sequéncia ID | Sequéncia (5 para 3")
L’:;‘é'tidor SEQIDNO.:3 | TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCGC
Bvps | Preferido i dor
1 re\fersg SEQIDNO.:4 | ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCGAA
Sonda SEQIDNO.5 | AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
4 L’:;‘é'tidor SEQIDNO.6 | ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
LTDRG frefe”do 'rgt’éfggr SEQIDNO..7 | CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
Sonda SEQIDNOLG g?‘TCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTC
Iniciador .
oa SEQIDNO.:3 | TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCGC
Bvps | Preferido i dor
1 inciade SEQIDNO.4 | ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCGAA
Sonda SEQIDNO.5 | AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTICG
5 Iniciador SEQ ID
oa N GCGGGTGAGAAGTCGGC
NDRG | Preferido Iniciador SEQ ID GTAACTTCCGCCTTCTACGE
4 2 reverso NO.:13
Sonda 250_1 . D | TAGGTTTCGCGTCECERTTTTCETT
L’:;‘é'tidor SEQIDNO.9 | AATATTCGGGTTATATACGTCGCGA
ypg | Preferido | Iniciador | SEQ —ID | 50 ) oo TAACAAATAAACTCTTCCCCAA
2 reverso NO.:10
Sonda 250_11 D | 16GAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCGT
, " ]
L’;L‘;‘tidor SEQIDNO.6 | ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
‘TDRG frefe”do 'rgt’éfggr SEQIDNO.7 | CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
Sonda SEQIDNOLG g?‘TCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTC

Reagentes para PCR quantitativa triplex para detec¢ao do nivel de
metilagao dos genes BMP3 e NDRG4.
[00230]

para a realizacdo de uma PCR multiplex para detectar metilacdo de

Em algumas modalidades, os kits compreendem reagentes

BMP3 e NDRG4 ao mesmo tempo. Em algumas modalidades, a PCR
multiplex € uma PCR quantitativa.
[00231]

polimerase. Em algumas modalidades, a concentragédo final de Taq

Em algumas modalidades, os reagentes incluem Taq DNA
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DNA polimerase é de cerca de 2U/reacdo. Em algumas modalidades,

os reagentes incluem MgCl.. Em algumas modalidades, a
concentragao final de MgCl> na reagdo € de 2mM. Em algumas
modalidades, os reagentes incluem dNTPs. Em algumas modalidades,
a dNTP tem uma concentracdo final de 0,2mM. Em algumas
modalidades, os reagentes incluem cerca de 0,5mM a 0,75mM de
iniciadores de amplificagdo dos genes BMP3, NDRG4 e de referéncia.
Em algumas modalidades, os reagentes incluem cerca de 0,1mM a
0,25mM de sondas hibridizadas para sequéncias de DNA dos genes
BMP3, NDRG4 e de referéncia. Em algumas modalidades, os
reagentes incluem ainda tamp&o de PCR, tal como tampao de PCR
concentrado (por exemplo, 5x ou 10x), que pode ser diluido até a
concentracao final de 1x. Em algumas modalidades, B2M é o gene de
referéncia e € amplificado para controle de qualidade em uma PCR
quantitativa.

Iniciadores e sondas para deteccao de sete mutagdes na regiao
codificadora do gene KRAS.

[00232]

para detectar mutacdes no gene KRAS. Em algumas modalidades, os

Em algumas modalidades, os kits compreendem um meio

kits compreendem iniciadores e sondas que sdo desenhados para
amplificar e detectar sete pontos mutantes no Exon 12 e no Exon 13
na regido de leitura aberta do gene KRAS, que sdo G12D, G13D,
G12V, G12C, G12S, G12A, e G13R. Em algumas modalidades, as

sequéncias dos iniciadores e sondas s&o as seguintes:

Nome Iniciador/Sonda Sequéncia ID Sequéncias (5' para 3)

G12D-F Iniciador direto SEQID NO.:35 AACTTGTGGTAGTTGGAGGTGA
G13D-F Iniciador direto SEQ ID NO.:36 AACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGGGA
G12V-F Iniciador direto SEQ ID NO.:37 AACTTGTGGTAGTTGGAGTTGT
G12C-F Iniciador direto SEQID NO.:38 AAACTTGTGGTAGTTGGGGCTT
G12S-F Iniciador direto SEQ ID NO.:39 AAACTTGTGGTAGTTGGTGCTA
G12A-F Iniciador direto SEQ ID NO.:40 AACTTGTGGTAGTTGGAGCAGC
G12R-F Iniciador direto SEQ ID NO.:41 AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTC

Peticdo 870200143779, de 13/11/2020, pag. 61/202




52/94

Nome Iniciador/Sonda Sequéncia ID Sequéncias (5' para 3)

Kras-R Iniciador reverso SEQ ID NO.:42 GAATGGTCCTGCACCAGTAATATG
ACTB-F Iniciador direto SEQ ID NO.:43 AGGGCTTCTTGTCCTTTCCTT

ACTB-R Iniciador reverso SEQ ID NO.:44 CGTGCTCGATGGGGTACTTC

KRAS-P Sonda SEQ ID NO.:45 AGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGC
ACTB-P Sonda SEQ ID NO.:46 CGTGATGGTGGGCATGGGTCAGAAGGA

Reagentes para PCR quantitativa multiplex para detec¢ao de
mutagdes em cédons do gene KRAS.
[00233]

multiplex para deteccdo de todas as sete mutagdes do gene KRAS.

Também é apresentado um sistema de PCR quantitativa

Em algumas modalidades, uma reagcdo de PCR quantitativa multiplex
compreende Tag DNA polimerase com uma concentragao final de
2,5U/reacdo, MgCl> com uma concentracéao final de 1mM, dNTPs com
uma concentracdo final de 0,1mM, 0,3-0,9uM de iniciadores para
amplificagdo dos genes KRAS e ACTB, 0,05-0,1uM de spmdas
hibridizadas para sequéncias de DNA dos genes KRAS e ACTB, e 1x
tampao de PCR buffer. ACTB € um gene de referéncia e € amplificado
para controle de qualidade em PCR quantitativa.

Kit de deteccao de hemoglobina nas fezes

[00234]
para detectar hemoglobina. Em algumas modalidades, a hemoglobina

Em algumas modalidades, os kits compreendem reagentes

€ testada qualitativamente pelo ensaio imunoabsorvente ligado a
enzima (ELISA).

Modelo de regressao logistica

[00235]
exame de metilagdo de BMP3/NDRG4, do exame de mutagdo KRAS,

e do exame de hemoglobina, todos os resultados sdo compilados e

Em algumas modalidades, depois de ter os resultados do

submetidos a um modelo de regressao logistica, a fim de determinar a
presenca ou auséncia de CRC e/ou AA nos pacientes.
[00236]

valor de um indice de abrangéncia de cancer P, onde P=eX/(1+eX),

Em algumas modalidades, o método compreende calcular o

onde e é a constante natural.
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[00237] Em algumas modalidades, K ¢é definido como
K=a*ACt1+b*ACt2+c*ACt3+d*FIT+X, onde a, b, ¢, d, X sdo constantes
clinicas. ACt1, ACt2 e ACt3 sao valores de Ct de BMP3, NDRG4 e
KRAS subtraido do valor dos genes de referéncia.

[00238] Em algumas modalidades, quando o valor de P € maior ou
igual ao limiar predeterminado, o resultado do exame é positivo, do
contrario, é negativo. Um resultado positivo indica que € possivel que
a pessoa tenha CRC ou AA, do contrario, ela é saudavel.

Métodos de tratamento

[00239] Os métodos da presente invencdo em algumas
modalidades compreendem tratar os pacientes com necessidade do
mesmo depois de os pacientes serem classificados como tendo céancer
colorretal e/ou adenoma. Em algumas modalidades, o tratamento
inclui, porém sem limitacdo, cirurgia, quimioterapia, radioterapia,
imunoterapia, cuidado paliativo, exercicio.

[00240] Conforme usado neste pedido a frase “regime de
tratamento” refere-se a um plano de tratamento que especifica o tipo
de tratamento, a dosagem, o cronograma e/ou a duragdo de um
tratamento oferecido a um individuo com necessidade do mesmo (por
exemplo, um individuo diagnosticado com uma patologia). O regime de
tratamento selecionado pode ser um regime agressivo que se espera
resultar no melhor desfecho clinico (por exemplo, cura completa da
patologia) ou uma cura mais moderada que pode aliviar sintomas da
patologia e ainda resultar em cura incompleta da patologia. Perceber-
se-a que em certos casos o regime de tratamento pode ser associado
a algum desconforto para o individuo ou a efeitos colaterais adversos
(por exemplo, danos as células ou tecido saudaveis). O tipo de
tratamento pode incluir uma intervengdo cirurgica (por exemplo,
remocgao da lesdo, das células doentes, do tecido, ou do 6rgao), uma

terapia de reposicéo celular, a administragdo de uma droga terapéutica
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(por exemplo, agonistas de receptores, antagonistas, hormoénios,
agentes quimioterapéuticos) de forma local ou sistémica, uma
exposicdo a radioterapia usando uma fonte externa (por exemplo,
raios externos) e/ou uma fonte interna (por exemplo, braquiterapia)
e/ou qualquer combinagado destes. A dosagem, o cronograma e a
duragdo do tratamento podem variar, dependendo da severidade da
patologia e do tipo de tratamento selecionado, e os especialistas na
técnica conseguem ajustar o tipo de tratamento a dosagem,
cronograma e duracao do tratamento.

[00241] Em algumas modalidades, os tratamentos incluem, porém
sem limitagdo, fluorouracila, capecitabina, oxaliplatina, irinotecano,
UFT, FOLFOX, FOLFOXIRI, e FOLFIRI, drogas antiangiogénicas tais
como bevacizumab, e inibidores do receptor do fator de crescimento
epidérmico (por exemplo, cetuximab e panitumumab).

Vantagens da presente invengao

[00242] Sem querermos nos ater a qualquer teoria em particular, a
presente invencao apresenta pelo menos as seguintes vantagens:
[00243] Os sitios CpG metilados detalhados das regides
promotoras dos genes BMP3 e NDRG4 na populagdo chinesa séo
apresentados e podem servir como biomarcador para detectar CRC
elou AA.

[00244] O kit € mais adequado para deteccao de CRC e AA na
populacdo chinesa do que outros produtos similares a base de on mt-
sDNA, tal como Cologuard®, uma vez que a presente invengao visa
sitios CpG metilados especificos da populagdo chinesa, ao passo que
os produtos anteriores sao voltados para a populagao caucasiana.
[00245] A sensibilidade e a especificidade para detec¢cdo de CRC
sdo mais altas em comparacdo com outros produtos similares a base
de mt-sDNA.

[00246] A sensibilidade e a especificidade para detecgao de AA séo
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significativamente mais altas em comparagcdo com outros produtos
similares a base de mt-sDNA.

[00247] O meétodo é ndo invasivo e de facil amostragem em casa,
levando, portanto, a boa aceitacdo do paciente, de modo que ele pode
ser amplamente usado como um método de rastreamento CRC e AA.
O meétodo reduces the incidence and mortality due to CRC na
populacao asiatica.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Descoberta de sitios CpG metilados nas regidoes promotoras dos
genes BMP3 e NDRG4, respectivamente, na populagao chinesa
com CRC e AA.

Coleta de amostras

[00248] Um total de 191 amostras de tecido de FFPE de cdélon
foram coletadas de pacientes com CRC e AA confirmados por
colonoscopia, incluindo 50 tecidos de céancer colorretal e 49 tecidos
normais adjacentes pareados, 46 tecidos de adenoma e 46 tecidos
normais adjacentes pareados.

Extracao de DNA

[00249] DNAs genbmicos foram extraidos de amostras de FFPE
com o kit de extracdo de DNA de FFPE TaKaRa MiniBEST t (catalogo
numero: 9782). As etapas operacionais detalhadas estdo descritas a
sequir:

[00250] Raspar 30 mg de tecido da se¢dao com parafina com um
bisturi estéril e remover o excesso de parafina.

[00251] Colocar o tecido da secdo com parafina em um tubo de
centrifuga de 1,5 mL, e acrescentar 500 yL de tampao DP, misturar e
incubar em agua a 80°C por 1 minuto, e entdo agitar por 10 segundos.
Acrescentar 180 pL do tampéao GL e agitar.

[00252] A mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 1 minuto a
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temperatura ambiente, e em seguida a solugdo transformou-se em
duas camadas (fase oleosa superior, fase aquosa inferior).
Acrescentar 20 yL de Proteinase K (20 mg/mL) e 10uL de RNase
(10 mg/mL) a fase aquosa inferior, e misturar cautelosamente com
uma pipeta para cima e para baixo. Atengdo para nao perturbar as
camadas. E entdo um banho de agua a 56°C por 1 hora.

[00253] A solugdo da etapa anterior foi incubada a 90°C por 30
minutos e resfriada para a temperatura ambiente. Adicionar entdo 200
ML de tampdo GB e 200 pyL de etanol 100% a solucdo, agitar por 10
segundos. Centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto a temperatura
ambiente, e a solucio transformou-se em duas camadas (fase oleosa
superior, fase aquosa inferior)

[00254] Colocar uma coluna giratéria em um tubo de coleta, e
introduzir a fase aquosa inferior da etapa anterior na coluna giratoria.
Atencao para nao perturbar as camadas, e centrifugar a 12.000 rpm
por 2 minutos a temperatura ambiente, e entdo descartar os residuos.
[00255] Acrescentar 500 yL de tampao WA a coluna giratoria, e
centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, e entdo
descartar os residuos.

[00256] Acrescentar 500 yL de tampao WB a coluna giratoria, e
centrifugar a 12.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, e entdo
descartar os residuos. E repetir uma vez mais.

[00257] Colocar a coluna giratéria no tubo de coleta, centrifugar a
12.000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente.

[00258] Colocar a coluna giratéria em outro tubo de centrifuga de
1,5 mL, acrescentar 50-100 uL de agua esterilizada ou de tampéo de
eluicdo ao centro da membrana da coluna giratéria, e em seguida
coloca-la a temperatura ambiente por 5 minutos.

[00259] Centrifugar a 12.000 rpm por 2 minutos a temperatura
ambiente, e o DNA é eluido.
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[00260] O DNA eluido € quantificado com o fluorbmetro Nanodrop
2000, e armazenado a -20°C para uso.

Previsao de ilhotas CpG nas regidoes promoteras dos genes BMP3
e NDRG4 e desenho de iniciadores para sequenciamento de
amplicons.

[00261] Previsao de ilhotas CpG das regides promotoras dos genes
BMP3 e NDRGA4.

[00262] As sequéncias promotoras dos genes BMP3 e NDRG4
foram baixadas, incluindo sequéncias de DNA de aproximadamente
1000-1500 bp a montante do sitio de inicio de transcricdo (TSS) e a
regido 5’UTR. As ilhotas CpG das sequéncias foram previstas com o
software MethPrimer (www.urogene.org/methprimer/). Como mostrado
na Figura 1A até a Figura 1D, as duas maiores das trés ilhotas CpG do
gene BMP3 estdo localizadas a aproximadamente 400 bp a montante
do TSS e de toda a regidao SUTR (chr4: 81951752-81952760), e
somente uma ilhota de CpG do gene NDRG4 fica localizada
aproximadamente 500 bp a montante do TSS e de parte da regido
5UTR (chr16:58497061-58497938). A construcdo do genoma de
referéncia humano é GRCh37/hg19.

[00263] Desenho de iniciadores para amplicar a sequéncia das
ilhotas CpG previstas dos genes BMP3 e NDRG4.

[00264] Com base no comprimento das sequéncias a serem
amplificadas e no comprimento da leitura de sequenciamento, foram
desenhados quatro e cinco pares de iniciadores para os genes BMP3
e NDRG4, respectivamente. Ha tanta sobreposicdo quanto possivel
entre amplicons adjacente de modo que as ilhotas CpG dos dois
genes podem ser completamente sequenciadas. Os iniciadores dos
dois genes estdo listados na Tabela 1, e a posicdo relativa dos
amplicons dos dois genes esta mostrada na Figura 1A até a Figura 1D.

Tabela 1 Iniciadores para sequenciamento dos amplicons dos
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genes BMP3 e NDRG4

Gene Amplicon Iniciador SequéncialD | gequéncia (5' para 3)

BMP3 nglt?)d?r ﬁgQ_ 4'$ AGTTTGGTGTAAGTTAAGAG
Amplicon 1= i ciador SEQID

BMP3 noador N CTAACTCTATTTTAAACRCCA

BMP3 L’:'rg'tidgr fKE)Q_ 4'5’ GTTTTAATTTTTGGAAAAGGTAA
Amplicon 2 = i dor SEQID

BMP3 noed, M08 ACCTAACAAATAAACTCTTCC

BMP3 L’:'rg'tidgr fKE)Q_S'? GAAGGTATAGATAGATTTTGAA
Amplicon 3 =) iciador SEQID

BMP3 noador Ny CACCTAACACAACTTTACRAAACT

BMP3 L’:;‘é'tidfr 250_5'? GTATTTAGTTATGGTTGGGGYGAGTA
Amplicon 4 = e dor SEQID

BMP3 moador N CTCACCTACTACTACCGCCCR

NDRG4 L’;irgitid?r EgQSI? AGGTTTTTGAGTTTTTGGTTTTTTT
Amplicon 1 =) i ciador SEQID

NDRG4 noador g CCCTCCAAACCCCCTATAAC

NDRG4 L’:;g'ti‘;or 250_5'? GGATGGGGATGTTTTTGTAG
Amplicon 2 =) i dor SEQID

NDRG4 revcersg ) NO.58 RGRGAAACCTAAAAAACACC

NDRGA4 L’:;‘é'tidgr 250_5'5’ GYGGAGYGGGTGAGAAGT
Amplicon 3 =) iciador SEQID

NDRGA4 e, N060 CRAACAACCAAAAACCCCTC

NDRGA4 L’:;‘é'tidfr E(E)Q-el? GTTYGTTYGGGATTAGTTTTAGG
Amplicon 4 Iniciad SEdID

NDRG4 hiciador _ CRCAAACRAAAAACRAAAC

reverso 4 NO.:62

NDRGA4 L’:;‘é'tidgr E(E)Q-el? GYGGYGTTTTYGTTTTTG
Amplicond 1= - dor SEQID

NDRGA4 noador N CRACRACTAAAAATCCCCAA

[00265] Amostras de DNA foram submetidas a tratamento com
bissulfito como descrito abaixo.

Tratamento com bissulfito

[00266] O DNA extraido é colocado a temperatura ambiente para
descongelar, e a concentracdo de DNA é diluida até 20 ng/pL.
Acrescentar 40 yL do DNA diluido a um tubo de centrifuga de 1,5 mL,
e entdo acrescentar 4 pyL da solugdo de NaOH 3M, incubar a 42°C por
20 minutos.

[00267] Acrescentar 400 uL of a conversion solution, mix, e incubar
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a 50°C por 16 horas no escuro.

[00268] Acrescentar 550 uL de solucdo de ligacdo, misturar, e
transferir a solucdo para uma coluna de purificacdo de DNA.
Centrifugar a 13.000 rpm por 90 segundos e descartar os residuos.
Centrifugar mais uma vez por 3 minutos e descartar os residuos.
[00269] Acrescentar 600 uL de etanol 90% a coluna de purificacéo
de DNA, Centrifugar a 13.000 rpm por 90 segundos, e descartar os
residuos. Centrifugar mais uma vez a 13.000 rpm por 15 segundos.
[00270] Acrescentar 300 puL de solucdo de dessulfurizacédo (0,3 M
NaOH de solucdo de etanol 90%) a coluna de purificacdo de DNA,
colocar a mesma a temperatura ambiente por 30 minutos. Centrifugar
a 13.000 rpm por 90 segundos e descartar os residuos.

[00271] Acrescentar 600 puL de etanol 90%, centrifugar a 13.000
rpm por 90 segundos, e descartar os residuos. Repetir esta etapa mais
uma vez, e centrifugar mais uma vez a 13.000 rpm por 3 minutos.
[00272] Colocar a coluna de purificacdo de DNA em outro tubo de
centrifuga de 1,5 mL, e acrescentar 40 uL de eluato. Incubar o tubo a
50°C por 30 minutos, e centrifugar a 13.000 rpm por 90 segundos.
Armazenar a solugdo de DNA convertido a -20°C para uso.
Preparagao da biblioteca e sequenciamento de amplicons
amplificagao por PCR multiplex

[00273] Preparar a mistura mestre de PCR da seguinte maneira:

Tabela 2
N° reagentes Concentragéo final
1 2xMistura Mestre de PCR Multiplex QIAGNE (QIAGEN, | 1x
Catalogo N°: 206143)
2 10xmistura de iniciadores (2 uM cada) 0,2 uM
3 Agua livre de RNase até 40 L

[00274]  Agitar a mistura delicadamente e pipetar 40 uyL da mesma
em cada um dos tubos de PCR, e entdo acrescentar 10 yL de DNA

tratado com bissulfato.
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[00275] Agitar delicadamente e a amplificagao por PCR foi realizada
da seguinte maneira: um ciclo de desnaturacéo a 95°C por 15 minutos,
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, témpera a 55°C
por 90 segundos, e elongacdo a 72°C por 90 segundos, um ciclo de
elongacdo a 72°C por 10 minutos, e por fim manter a 4°C até o fim.
[00276] 5 uL de produtos de PCR foram misturados com 6X tampéo
de carga (TakaRa, catalogo N°:9156) e carregados em agarose gel 1%
(p/v) com um controle de marcador de DNA DL2000 (TakaRa, catalogo
N°: 3427Q), e eletroforese a 120V por 40 minutos.

[00277] Se houvesse alguma amplificacdo inespecifica, era
necessario recuperar os 45 L restantes dos produtos de PCR depois
de eletroforese de acordo com as instrugdes do kit (QIAGEN, catalogo
N°: 28704).

(b) Purificagao e quantificagcao dos produtos de PCR

[00278] O produto de PCR foi purificado com o kit de purificacdo de
PCR MinElute PCR de acordo com as instru¢gdes do kit (QIAGEN,
Catalogo N°: 28004). O produto de PCR purificado foi quantificado
com o kit de ensaio Qubit™ dsDNA BR (Catalogo N°: Q32850).

(c) Ligacao do adaptador

[00279] Adaptadores foram ligados aos produtos de PCR
purificados com o médulo de ligacao rapida NEBNext (NEB, Catalogo
numero: E6056L), e a mistura reacional foi preparada da seguinte
maneira:

Tabela 3. Mistura reacional para ligacdo de adaptadores

N° Reagentes Volume (pL)/reagao
1 Tampao de reagao de ligagao rapida NEBNext (5x) 10

2 Adaptador

3 Quick T4 DNA Ligase

4 Agua livre de RNase 10

[00280] Acrescentar 30 uL de mistura a cada um dos tubos de PCR

e em seguida acrescentar 20 yL de produtos de PCR purificados,
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respectivamente. A solucdo foi misturada delicadamente, incubada a
20°C por 15 minutos e mantida a 4°C por 10 minutos.

(d) Purificagao dos produtos de ligacao

[00281] Colocar contas Agencourt AMpure XP (Beckman, Catalogo
numero: A63882) a temperatura ambiente para uso.

[00282] Centrifugar os tubos de PCR a 280g por 1 minuto a 20°C, e
transferir os 50 uL de produtos de ligagao para outra placa de PCR de
96 pocos.

[00283] Agitar as contas AMpure XP por 30 segundos para
dispersarem uniformemente, e acrescentar 56 uL de contas a cada um
dos pocgos da placa de PCR. Pipetar a mistura delicadamente 10 vezes
para misturar, e manter em repouso a temperatura ambiente por 5
minutos.

[00284] Colocar a placa de PCR de 96 pocos sobre uma placa
magnética de 96 pocgos, e manter a mesma em repouso por 2 minutos
até o sobrenadante ficar limpido. Manter a placa de PCR de 96 pocgos
sobre a placa magnética de 96 pocos e remover o sobrenadante, e em
seguida acrescentar 200 pyL de etanol 80% recém-preparado a cada
poco, € incubar a temperatura ambiente por 30 segundos, e remover 0
sobrenadante.

[00285] Manter a placa de PCR de 96 pocos sobre a placa
magnética de 96 pocos e acrescentar 200 uL de etanol 80% recém-
preparado a cada poc¢o. Em seguida, incubar a temperatura ambiente
por 30 segundos. Descartar o sobrenadante e remover o etanol
residual com uma pipeta de 10 L.

[00286] Manter a placa de PCR de 96 pocos sobre a placa
magnética e deixar as contas secarem naturalmente por 10 minutos.
[00287] Remover a placa de PCR de 96 pocos da placa magnética
e acrescentar 27,5 yL de Tris 10mM (pH 8,5) a cada poco da placa de

96 pocos. Pipetar para cima e para baixo delicadamente para misturar
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as contas e o Tris 10 vezes até que as contas dispersem
completamente. Manter a placa em repouso a temperatura ambiente
por 2 minutos.

[00288] Colocar a placa de PCR de 96 pocos sobre a placa
magnética e manter em repouso por 2 minutos até o sobrenadante
ficar limpido. Pipetar 25 puL do sobrenadante em outro tubo de PCR e
armazenar o mesmo a -20°C para uso.

(e) Amplificacao por PCR e purificagao dos produtos

[00289] A mistura mestre de PCR foi preparada da maneira que se
segue e misturada delicadamente. Acrescentar 40 yL da mistura a
cada tubo de PCR e entdo acrescentar 5 yL de produtos de ligacao
purificados.

Tabela 4. Mistura reacional da PCR

N° Reagentes Concentragao final
1 NEBNext Ultra Q5 Master Mix (NEB, catalogo nimero: M0544) 1%

2 Iniciador direto (10 uM) 1uM

3 Iniciador reverso (10 uM) 1 uM

4 Nuclease-livre de &gua até 40 10 uL

[00290] Agitar os tubos de PCR delicadamente e centrifugar
brevemente, e realizar a reagado de PCR da seguinte maneira: um ciclo
de desnaturacdo a 98°C por 30 segundos, 8 a 15 ciclos de
desnaturacdo a 98°C por 10 segundos e elongagdo a 65°C por 75
segundos, um ciclo de desnaturacédo a 65°C por 5 minutos, e por fim
manter a 4°C. Os produtos de PCR foram purificados de acordo com o
item (d) Purificagdo dos produtos de ligagao.

(f) Deteccao e sequenciamento da biblioteca

[00291] A concentracao e a distribuicdo de tamanhos dos produtos
de PCR purificados foram analisadas com o kit de ensaio Qubit™
dsDNA BR (catalogo numero: Q32850) e o Instrumento Bioanalisador
Agilent 2100, respectivamente. As bibliotecas foram agrupadas com

concentragdo molar igual e sequenciadas no Illumina HiSeq2500 com
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comprimento de leitura de PE125.
(g) Analise dos dados de sequenciamento
[00292]

indices da amostra e as leituras de sequenciamento foram mapeadas

Os dados brutos foram desmultiplexados de acordo com os

em relacdo a sequéncia do gene de referéncia do BMP3 e NDRG4
com o software SHRIMP V2.04. Os sitios CpG metilados foram
identificados com base nos resultados do mapeamento. E por fim, foi
constatado que 26 e 39 sitios CpG dos genes BMP3 e NDRG4 eram
hipermetilados nos tecidos de CRC e AA em comparacao com tecidos
normais adjacentes (p<0,05), o que indicava que estes sitios CpG
metilados podem ser um biomarcador de DNA para o diagndstico
precoce de CRC e AA.

Tabela 5 Frequéncia de sitios CpG metilados do gene BMP3 em

tecidos de CRC e tecidos normais adjacentes.

Localizaga Numero de ,

st Coordenada 0 no sitio amqstras Percentage Numero de . Percentage

itio d de inicio da metiladas m de amostras metiladas m de Valor
S 0 t oz dividido pelo ilaca dividido pelo ilaca de P
CpG | cromossoma fanseriga0 | imero total | MU0 imero total de metilagao - er

(hg19) (NM_001 d § CRC N | Normal
201.3) e amostras amostras -Norma
CRC

#1 81952078 -41 34/50 0,68 2/49 0,04 <0,01
#2 81952099 -20 38/50 0,76 2/49 0,04 <0,01
#3 81952135 17 33/50 0,66 1/49 0,02 <0,01
#4 81952146 28 34/50 0,68 2/49 0,04 <0,01
#5 81952149 31 34/50 0,68 1/49 0,02 <0,01
#6 81952151 33 35/50 0,7 2/49 0,04 <0,01
#7 81952172 54 33/50 0,66 0/49 0,00 <0,01
#8 81952186 68 33/50 0,66 1/49 0,02 <0,01
#9 81952189 71 36/50 0,72 1/49 0,02 <0,01
#10 | 81952193 75 37/50 0,74 0/49 0,00 <0,01
#11 81952198 80 34/50 0,68 1/49 0,02 <0,01
#12 | 81952205 87 37/50 0,74 2/49 0,04 <0,01
#13 | 81952207 89 37/50 0,74 2/49 0,04 <0,01
#14 | 81952218 100 34/50 0,68 1/49 0,02 <0,01
#15 | 81952220 102 37/50 0,74 2/49 0,04 <0,01
#16 | 81952255 137 35/50 0,7 0/49 0,00 <0,01
#17 | 81952266 148 33/50 0,66 1/49 0,02 <0,01
#18 | 81952285 167 38/50 0,76 1/49 0,02 <0,01
#19 | 81952293 175 36/50 0,72 1/49 0,02 <0,01
#20 | 81952302 184 35/50 0,7 1/49 0,02 <0,01
#21 81952306 188 33/50 0,66 1/49 0,02 <0,01
#22 | 81952308 190 36/50 0,72 0/49 0,00 <0,01
#23 | 81952313 195 35/50 0,7 0/49 0,00 <0,01
#24 | 81952320 202 35/50 0,7 2/49 0,04 <0,01
#25 | 81952324 206 38/50 0,76 2/49 0,04 <0,01
#26 | 81952330 212 33/50 0,66 2/49 0,04 <0,01
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Tabela 6 Frequéncia de sitios CpG metilados do gene BMP3 em

tecidos de AA e tecidos normais adjacentes.

L Numero de
Localizagdo
Coordenada " amostras Numero de
no sitio de Percentage Percentage
do . metiladas amostras metiladas
Sitios inicio da m de m de Valor
Cromossom - dividido pelo ) dividido pelo )
CpG transcrico metilagéo- metilagéo- de P
a nUmero total nUmero total de
(NM_0012 AA Normal
(hg19) de amostras- amostras-AA
01.3)
AA
#1 81952078 41 30/50 0,60 2/49 0,04 <0,01
#2 81952099 -20 29/50 0,58 1/49 0,02 <0,01
#3 81952135 17 32/50 0,64 2/49 0,04 <0,01
#4 81952146 28 29/50 0,58 2/49 0,04 <0,01
#5 81952149 31 30/50 0,60 2/49 0,04 <0,01
#6 81952151 33 32/50 0,64 0/49 0,00 <0,01
#7 81952172 54 32/50 0,64 2/49 0,04 <0,01
#8 81952186 68 32/50 0,64 2/49 0,04 <0,01
#9 81952189 7 28/50 0,56 0/49 0,00 <0,01
#10 81952193 75 29/50 0,58 1/49 0,02 <0,01
#11 81952198 80 29/50 0,58 0/49 0,00 <0,01
#12 81952205 87 31/50 0,62 1/49 0,02 <0,01
#13 81952207 89 29/50 0,58 0/49 0,00 <0,01
#14 81952218 100 32/50 0,64 1/49 0,02 <0,01
#15 81952220 102 28/50 0,56 1/49 0,02 <0,01
#16 81952255 137 29/50 0,58 0/49 0,00 <0,01
#17 81952266 148 31/50 0,62 0/49 0,00 <0,01
#18 81952285 167 32/50 0,64 1/49 0,02 <0,01
#19 81952293 175 33/50 0,66 0/49 0,00 <0,01
#20 81952302 184 32/50 0,64 1/49 0,02 <0,01
#21 81952306 188 30/50 0,60 0/49 0,00 <0,01
#22 81952308 190 31/50 0,62 1/49 0,02 <0,01
#23 81952313 195 29/50 0,58 1/49 0,02 <0,01
#24 81952320 202 32/50 0,64 1/49 0,02 <0,01
#25 81952324 206 31/50 0,62 2/49 0,04 <0,01
#26 81952330 212 32/50 0,64 1/49 0,02 <0,01

Tabela 7 Frequéncia de sitios CpG metilados do gene NDRG4 em

tecidos de CRC e tecidos normais adjacentes.
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Localizagdo Numero de Numero de

no sitio de amostras Percentage amostras Percentage
Sitios Coordenada do inicio da metiladas e metiladas e Valor
Co6 cromossoma transcrigéo dividido pelo metiaco- dividido pelo metiacio- de P

(hg19) numero total numero total
(NM_020 CRC Normal
de amostras- de amostras-

465.3) CRC normal tissue
#1 chr16:58497349 | -200 38/50 0,75 1/49 0,02 <0,01
#2 chr16:58497352 | -197 35/50 0,70 2/49 0,04 <0,01
#3 chr16:58497358 | -191 35/50 0,70 2/49 0,04 <0,01
#4 chr16:58497360 | -189 39/50 0,78 1/49 0,03 <0,01
#5 chr16:58497365 | -184 39/50 0,78 1/49 0,03 <0,01
#6 chr16:58497369 | -180 39/50 0,77 1/49 0,02 <0,01
#7 chr16:58497388 | -161 37/50 0,74 1/49 0,02 <0,01
#8 chr16:58497390 | -159 37/50 0,73 1/49 0,03 <0,01
#9 chr16:58497393 | -156 40/50 0,79 1/49 0,03 <0,01
#10 chr16:58497395 | -154 37/50 0,74 1/49 0,02 <0,01
#11 chr16:58497402 | -147 38/50 0,76 1/49 0,03 <0,01
#12 chr16:58497406 | -143 39/50 0,78 1/49 0,02 <0,01
#13 chr16:58497414 | -135 37/50 0,74 1/49 0,03 <0,01
#14 chr16:58497418 | -131 36/50 0,72 0/49 0,00 <0,01
#15 chr16:58497425 | -124 36/50 0,72 1/49 0,02 <0,01
#16 chr16:58497438 | -111 36/50 0,72 2/49 0,04 <0,01
#17 chr16:58497440 | -109 36/50 0,71 1/49 0,02 <0,01
#18 chr16:58497449 | -100 37/50 0,73 2/49 0,04 <0,01
#19 chr16:58497458 | -91 39/50 0,77 2/49 0,04 <0,01
#20 chr16:58497460 | -89 37/50 0,74 1/49 0,03 <0,01
#21 chr16:58497462 | -87 38/50 0,75 1/49 0,03 <0,01
#22 chr16:58497470 | -79 35/50 0,70 1/49 0,02 <0,01
#23 chr16:58497472 | -77 36/50 0,71 2/49 0,04 <0,01
#24 chr16:58497477 | -72 36/50 0,72 1/49 0,03 <0,01
#25 chr16:58497481 | -68 37/50 0,74 1/49 0,02 <0,01
#26 chr16:58497499 | -50 37/50 0,73 1/49 0,02 <0,01
#21 chr16:58497505 | -44 40/50 0,79 2/49 0,04 <0,01
#28 chr16:58497510 | -39 40/50 0,79 1/49 0,02 <0,01
#29 chr16:58497512 | -37 40/50 0,79 2/49 0,04 <0,01
#30 chr16:58497517 | -32 35/50 0,70 1/49 0,02 <0,01
#31 chr16:58497521 | -28 39/50 0,77 1/49 0,02 <0,01
#32 chr16:58497531 | -18 38/50 0,76 1/49 0,03 <0,01
#33 chr16:58497542 | -7 36/50 0,71 1/49 0,02 <0,01
#34 chr16:58497544 | -5 37/50 0,74 1/49 0,03 <0,01
#35 chr16:58497550 | 2 37/50 0,74 0/49 0,00 <0,01
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L Numero de Numero de
Localizagdo
" amostras amostras
no sitio de Percentage Percentage
Coordenada do L metiladas metiladas
Sitios inicio da o m de o m de Valor
cromossoma - dividido pelo ) dividido pelo )
CpG transcrico metilagéo- metilagéo- de P
(hg19) numero total numero total
(NM_020 CRC Normal
de amostras- de amostras-
465.3
) CRC normal tissue
#36 chr16:58497556 | 8 38/50 0,75 1/49 0,03 <0,01
#37 chr16:58497558 10 39/50 0,78 2/49 0,04 <0,01
#38 chr16:58497561 13 36/50 0,71 2/49 0,04 <0,01
#39 chr16:58497566 18 35/50 0,70 1/49 0,03 <0,01

Tabela 8 Frequéncia de sitios CpG metilados do gene NDRG4 em

tecidos de AA e tecidos normais adjacentes.

L Numero de Numero de
Localizagdo
" amostras amostras

no sitio de Percentage Percentage
Sitio | Coordenada do L metiladas metiladas

inicio da m de m de Valor
S cromossoma - dividido pelo ) dividido pelo )

transcrico metilagéo- metilagao- deP
CpG | (hg19) numero total numero total

(NM_0204 AA Normal
de amostras- de amostras-
65.3) .
AA normal tissue

#1 chr16:58497349 | -200 28/46 0,60 1/46 0,02 <0,01
#2 chr16:58497352 | -197 28/46 0,60 1/46 0,02 <0,01
#3 chr16:58497358 | -191 27/46 0,59 1/46 0,03 <0,01
#4 chr16:58497360 | -189 29/46 0,62 1/46 0,03 <0,01
#5 chr16:58497365 | -184 30/46 0,65 2/46 0,04 <0,01
#6 chr16:58497369 | -180 28/46 0,61 2/46 0,04 <0,01
#7 chr16:58497388 | -161 29/46 0,64 1/46 0,03 <0,01
#8 chr16:58497390 | -159 29/46 0,64 1/46 0,03 <0,01
#9 chr16:58497393 | -156 30/46 0,65 1/46 0,02 <0,01
#10 | chr16:58497395 | -154 28/46 0,60 2/46 0,04 <0,01
#11 chr16:58497402 | -147 29/46 0,62 1/46 0,03 <0,01
#12 | chr16:58497406 | -143 29/46 0,62 1/46 0,03 <0,01
#13 | chr16:58497414 | -135 28/46 0,61 1/46 0,02 <0,01
#14 | chr16:58497418 | -131 30/46 0,65 1/46 0,02 <0,01
#15 | chr16:58497425 | -124 29/46 0,64 2/46 0,04 <0,01
#16 | chr16:58497438 | -111 29/46 0,64 1/46 0,02 <0,01
#17 | chr16:58497440 | -109 29/46 0,62 2/46 0,04 <0,01
#18 | chr16:58497449 | -100 29/46 0,64 1/46 0,03 <0,01
#19 | chr16:58497458 | -91 29/46 0,62 1/46 0,02 <0,01
#20 | chr16:58497460 | -89 27/46 0,59 1/46 0,03 <0,01
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L Numero de Numero de
Localizagdo
" amostras amostras

no sitio de Percentage Percentage
Sitio | Coordenada do . metiladas metiladas

inicio da m de m de Valor
S cromossoma . dividido pelo dividido pelo

transcrigéo metilag&o- metilag&o- deP
CpG | (hg19) numero total numero total

(NM_0204 AA Normal
de amostras- de amostras-
65.3) .
AA normal tissue

#21 chr16:58497462 | -87 29/46 0,62 1/46 0,02 <0,01
#22 | chr16:58497470 | -79 29/46 0,64 1/46 0,02 <0,01
#23 | chr16:58497472 | -77 30/46 0,65 2/46 0,04 <0,01
#24 | chr16:58497477 | -72 30/46 0,65 2/46 0,04 <0,01
#25 | chr16:58497481 -68 28/46 0,60 2/46 0,04 <0,01
#26 | chr16:58497499 | -50 29/46 0,63 1/46 0,02 <0,01
#27 | chr16:58497505 | -44 28/46 0,61 1/46 0,02 <0,01
#28 | chr16:58497510 | -39 27/46 0,59 1/46 0,02 <0,01
#29 | chr16:58497512 | -37 30/46 0,65 2/46 0,04 <0,01
#30 | chr16:58497517 | -32 29/46 0,62 2/46 0,04 <0,01
#31 chr16:58497521 -28 29/46 0,64 1/46 0,02 <0,01
#32 | chr16:58497531 -18 29/46 0,62 2/46 0,04 <0,01
#33 | chr16:58497542 | -7 29/46 0,64 1/46 0,02 <0,01
#34 | chr16:58497544 | -5 29/46 0,63 1/46 0,02 <0,01
#35 | chr16:58497550 | 2 29/46 0,62 1/46 0,02 <0,01
#36 | chr16:58497556 | 8 28/46 0,61 1/46 0,03 <0,01
#37 | chr16:58497558 10 30/46 0,65 1/46 0,03 <0,01
#38 | chr16:58497561 13 29/46 0,63 1/46 0,02 <0,01
#39 | chr16:58497566 18 30/46 0,65 1/46 0,02 <0,01

EXEMPLO 2

Comparacao de sitios CpG de metilagcao diferenciais dos genes
BMP3 e NDRG4 relacionados com CRC entre diferentes racas.
[00293] Analisamos os dados do microarranjo de metilagdo dos
genes BMP3 e NDRG4 no banco de dados TCGA (lllumina Human
Metilation 450 data) e constatamos que existem cinco sitios CpG de
metilacao significativamente diferentes na regido promotora dos genes
NDRG4 entre a populagao branca e a populacéo asiatica (Figura 2 e
Tabela 9). Para verificar ainda os sitios CpG de metilagao diferenciais,
amostras de tecido e de sangue foram coletadas de 106 pacientes

com CRC e AA na China. Os DNAs foram extraidos e tratados com
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bissulfato. As regides promotoras dos genes BMP3 e NDRG4 foram
amplificadas e sequenciadas. Analisados os dados de
sequenciamento e constatamos que de fato os sitios CpG de
hipermetilacdo da populagdo asiatica sédo diferentes daquelas da
populacdo branca no banco de dados TCGA, e os sitios CpG de
hipermetilacdo s&o diferentes entre as amostras de tecido de CRC e
de AA. De acordo com estes sitios CpG de metilagdo diferentes,
desenvolvemos um kit de deteccéo especificamente para rastreamnto
de CRC e de AA na populagao asiatica (por exemplo, populacdo
chinesa).

Tabela 9 Diferenga nos sitios CpG de metilagao dos genes BMP3

e NDRG4 na populacao branca e na populagao asiatica

" . Percentagem de
N° | Gene S|t|9 de~ An.ova Coordenada | Regiéo do metilagéo
metilagéo unilateral (hg19) gene (Branca>Asidtica)
p =0,001735,
1 BMP3 €g19675063 (f = 4408) 81975265 Exon3 Y
p =
2 NDRG4 | cg27147718 0,00004290, (f | 58496542 promotor | Y
= 6,558)
p =0,01761,
3 NDRG4 | cg04190807 (f = 3.036) 58497230 promotor | N
p =0,01657,
4 NDRG4 | cg00687686 (f=3072) 58497236 promotor | N
p =0,01955,
5 NDRG4 | cg04942472 (f=2973) 58497239 promotor | N
p =0,02327,
6 NDRG4 | cg01466678 (f = 2.867) 58497395 promotor | N
p = 0,03612,
7 NDRG4 | cg05469759 (f = 2599) 58498456 Intron1 N
p = 0,02585,
8 NDRG4 | cg00262031 (f = 2.803) 58498574 Intron1 N
p =0,01221,
9 NDRG4 | cg06650115 (f = 3.256) 58498585 Intron1 N
p =0,01938,
10 | NDRG4 | cg04005075 (f=2978) 58498636 Intron1 N
p =
11 NDRG4 | cg09324514 0,0004509, (f | 58498710 Intron1 N
=5,194)
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o Sitio de Anova Coordenada | Regigo do Pergent~agem de
N Gene o . metilagdo
metilagéo unilateral (hg19) gene (Branca>Asidtica)
p=0,01862,
12 | NDRG4 | cg16812519 (t=3.002) 58498754 | Intront N
p = 0,007544,
13 | NDRG4 | cg26824423 (f=3.543) 58498818 | Intront N
p = 0,003665,
14 | NDRG4 | cg05333442 (t=3.970) 58533743 | Intron3 N
p =0,01099,
15 | NDRG4 | cg01343363 (f=3319) 58533808 | Intron3 | Y
p = 0,006302,
16 | NDRG4 | cg27113419 (f= 3.649) 58533979 | Intron3 | Y
p=0,01145,
17 | NDRG4 | cg05725404 (f = 3.204) 58534157 | Intron3 N
EXEMPLO 3
Rastreamento de iniciadores e sondas para os genes BMP3 e
NDRG4
Desenho e selecao de iniciadores e sondas dos genes BMP3 e
NDRG4.

[00294] Iniciadores e sondas de gPCR foram desenhados com base
nos sitios CpG metilados dos genes BMP3 e NDRG4. Foram
identificados trés pares de iniciadores e sondas preferidos. Os
iniciadores e sondas preferidos sdo comparados com varios outros
iniciadores e sondas candidados dos genes BMP3 e NDRG4 com
controles positivos e controles negativos. As informagdes sobre os
iniciadores e sondas estdo mostradas na Tabela 10.

Tabela 10 informagoes sobre os iniciadores e sondas preferidos e

demais iniciadores e sondas

Iniciador/ Iniciador/
Gene Grupo Sequéncia (5 para 3')
Sonda Sonda ID
Iniciador
BMP3 Preferido 1 diret SEQIDNO.:3 | TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCGC
ireto
Iniciador
BMP3 Preferido 1 SEQIDNO..4 | ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCGAA
reverso
BMP3 Preferido 1 Sonda SEQIDNO.:5 | AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
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Iniciador/ Iniciador/ ]
Gene Grupo Sequéncia (5 para 3')
Sonda Sonda ID
Iniciador
NDRG4 | Preferido 1 diret SEQIDNO.:.6 | ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
ireto
Iniciador
NDRG4 | Preferido 1 SEQIDNO.:7 | CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
reverso
CGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTC
NDRG4 | Preferido 1 Sonda SEQID NO.:8 oT
Iniciador
BMP3 Preferido 2 diret SEQIDNO.:9 | AATATTCGGGTTATATACGTCGCGA
ireto
Iniciador SEQID
BMP3 Preferido 2 GCAACCTAACAAATAAACTCTTCCCCAA
reverso NO.:10
SEQID
BMP3 Preferido 2 Sonda NOA1 TGGAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCGT
Iniciador SEQID
NDRG4 | Preferido 2 GCGGGTGAGAAGTCGGC
direto NO.:12
Iniciador SEQID
NDRG4 | Preferido 2 GTAACTTCCGCCTTCTACGC
reverso NO.:13
SEQID
NDRG4 | Preferido 2 Sonda NO.14 TAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTT
Iniciador SEQID
BMP3 Preferido 3 AATATTCGGGTTATATACGTCGCGATT
direto NO.:15
Iniciador SEQID
BMP3 Preferido 3 ACTTACTACGCTAACCCAACG
reverso NO.:16
SEQID
BMP3 Preferido 3 Sonda NOL17 TAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTA
Iniciador SEQID
NDRG4 | Preferido 3 CGGTTTTCGTTCGTTTTTTCG
direto NO.:18
Iniciador SEQID
NDRG4 | Preferido 3 AACCTAAAACTAATCCCGAACGAACC
reverso NO.:19
SEQID
NDRG4 | Preferido 3 Sonda NO.:20 TCGTTTATCGGGTATTTTAGTCGCGTAG
Iniciador SEQID
BMP3 Controle 1 GAGTGGAGACGGCGTTCGTA
direto NO.:21
Iniciador SEQID
BMP3 Controle 1 CCACTTACTACGCTAACCCAACG
reverso NO.:22
SEQID
BMP3 Controle 1 Sonda NO.23 CGGGTGAGGTTCGCGTAGTTGTTGGG
NDRG4 | Controle 1, Iniciador SEQID GGGTGTTTTTTAGGTTTCGCGTC
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Iniciador/ Iniciador/ ]
Gene Grupo Sequéncia (5 para 3')
Sonda Sonda ID
Controle 2, direto NO.:24
Controle 3
Iniciador SEQID
NDRG4 | Controle 1 CGTAACTTCCGCCTTCTACGC
reverso NO.:25
Controle 1,
SEQID ACGCGACTAAAATACCCGATAAACGAAC
NDRG4 | Controle 2, Sonda
NO.:26 GAAAAAACGAAC
Controle 3
Iniciador SEQID
BMP3 Controle 2 TTAGGTTGCGTTGGGTTAGCG
direto NO.:27
Iniciador SEQID
BMP3 Controle 2 ACTCCGAAAACGCAAAAAACCG
reverso NO.:28
SEQID
BMP3 Controle 2 Sonda NO.29 ATTCGGTCGCGTTTCGGGTTTCGTGC
Iniciador SEQID
NDRG4 | Controle 2 GACCCGCGAAACGATACCG
reverso NO.:30
Iniciador SEQID
BMP3 Controle 3 TATTCGGGTTATATACGTCGC
direto NO.:31
Iniciador SEQID
BMP3 Controle 3 CTTACTACGCTAACCCAACG
reverso NO.:32
SEQID
BMP3 Controle 3 Sonda NO.33 CCCAACAACTACGCGAACCTCACCCG
Iniciador SEQID
NDRG4 | Controle 3 TCGCGCGTAACTTCCGCCTT
reverso NO.:34

Comparacao de iniciadores e sondas preferidos com controles
com controles positivos e negativos dos genes BMP3 e NDRG4.

[00295] Amostras padrao com razdes de metilagao diferentes foram
formadas por inoculacdo de DNAs de controle positivo em DNAs de
controle negativo dos genes BMP3 e NDRG4, respectivamente, em
diferentes razdes (Tabela 11). A sensibilidade analitica foi comparada
por amplificacdo do DNA das amostras padrdo com os iniciadores e
sondas preferidos e de controle dos genes BMP3 e NDRG4,
respectivamente. A especificidade analitica foi comparada por
amplificacdo do DNA de controle negativo dos genes BMP3 e NDRG4
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com os iniciadores e sondas preferidos e de controle dos genes BMP3
e NDRG4, respectivamente, e a quantidade DNAs de controle negativo
¢ de 10* copies, 10° copias, 10° copias, 107 copias e 108 copias por
reagao.

Tabela 11 amostra padrao dos genes BMP3 e NDRG4

Razao de Numero de copias de DNA Numero de copias de DNA
metilagao metilado total
1 10° 10°
1/10 10* 10°
1/10? 103 10°
1/103 102 10°
1/10* 10 10°
[00296] A mistura mestre foi preparada como mostrado na Tabela 5

e as condicdes reacionais de PCR quantitativa sao, primeiro,
desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, e em seguida 50 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 20 segundos e elongagao a 60°C por 1
minuto.

Tabela 12 concentracao final de reagentes de qPCR de metilagao

N° | Reagentes Concentragao Final
1 10xtampéao de PCR 1%

2 MgClo 2mM

3 dNTPs 0,2mM

4 Taq DNA polimerase 2U

5 Cada iniciador 0,75mM

6 Cada sonda 0,25 mM

7 Gabarito de DNA 2 uL

8 Agua ultrapura até 50uL

[00297] Como mostrado na Tabela 13 e na Figura 3A até a Figura
3L, foi possivel detectar 1/10* de DNA metilado usando os trés pares
de iniciadores e sondas preferidos, mas os trés pares de controles ndo
conseguiram detectar.

[00298] Como mostrado na Tabela 13 e na Figura 3A até a Figura
3L, os trés pares preferidos de iniciadores e sondas de BMP3 e
NDRG4 da presente invengcdo sao capazes de detectar de forma

estavel niveis de metilagao tdo baixos quanto um e dez mil, ao passo
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que os trés pares de iniciadores e sondas comparativos sao incapazes
de detectar um em dez mil niveis de metilagao.

Tabela 13 comparacao da sensibilidade analitica dos iniciadores e
sondas preferidos e dos iniciadores e sondas de controle dos
genes BMP3 e NDRG4.

Ndmero | Nimero | . Iniciadores e sondas de
Iniciadores e sondas preferidos
Razéo de de controle
Gene de copias | copias Com-
. Preferido | Preferido | Preferido | Controle | Controle
metilagédo | de DNA | de DNA trole
1 2 3 1 2
metilado | total 3
1 105 105 Y Y Y Y Y Y
1110 104 105 Y Y Y Y Y Y
BMP3 | 1/102 103 105 Y Y Y Y Y Y
1103 102 105 Y Y Y Y N N
17104 10 105 Y Y Y N N N
1 108 108 Y Y Y Y Y Y
1110 104 108 Y Y Y Y Y Y
NDRG4 | 1/102 103 108 Y Y Y Y Y Y
1103 102 105 Y Y Y N N Y
1104 10 105 Y Y Y N N N

[00299] Y : detectado, N : indeterminado
[00300] As curvas de amplificacdo da sensibilidade analitica de
BMP3 e NDRG4 estdo mostradas na Figura 3A até a Figura 3L para

cada uma das combinacdes preferidas, comparadas aos grupos de

controle.

Iniciadores e sondas BMP3 NDRG4

Preferido 1 Figura 3A Figura 3B
Preferido 2 Figura 3C Figura 3D
Preferido 3 Figura 3E Figura 3F
Controle 1 Figura 3G Figura 3H
Controle 2 Figura 3| Figura 3J
Controle 3 Figura 3K Figura 3L

[00301] Como mostrado na Tabela 14 e na Figura 4A até Figura 4L,
os trés pares de iniciadores e sondas preferidos para os genes BMP3

e NDRG4 ndo apresentam sinais de amplificacdo para diferentes
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concentracdes de DNA nao metilado, enquanto que os iniciadores e
sondas comparativos apresentam diferentes graus de amplificacao
inespecifica.

Tabela

iniciadores e sondas preferidos e iniciadores e sondas de

14 Comparagdo da especificidade analitica entre

controle.
BMP3 NDRG4 Iniciadores e sondas preferidos Iniciadores e sondas de controle
(Cépias por (Cépias por Preferido | Preferido | Preferido | Controle | Controle | Controle
reacéo) reacéo) 1 2 3 1 2 3
108 108 N N N Y Y Y
107 107 N N N N Y Y
108 108 N N N N N N
105 105 N N N N N N
104 104 N N N N N N
[00302] Y:sem amplificacdo, N: amplificacéo inespecifica
Curvas de amplificacao da especificidade analitica de BMP3 e
NDRG4
Iniciadores e sonda BMP3 NDRG4
Preferido 1 Figura 4A Figura 4B
Preferido 2 Figura 4C Figura 4D
Preferido 3 Figura 4E Figura 4F
Controle 1 Figura 4G Figura 4H
Controle 2 Figura 4l Figura 4l
Controle 3 Figura 4K Figura 4L
Exemplo 4

A validagao dos iniciadores e sondas metilados preferidos e
comparativos é feita com amostras de fezes dos genes BMP3 e
NDRG4.

[00303] O nivel de metilacdo dos genes BMP3 e NDRG4 em 81
amostras de fezes foi detectado com os trés pares de iniciadores e
sondas preferidos e comparativos. Os trés iniciadores e sondas
comparativos sao:

[00304] Comparativo 1: iniciador direto BMP3 SEQ ID NO.:21,
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iniciador reverso BMP3 SEQ ID NO.: 22, e sonda BMP3 SEQ ID NO.:
23; iniciador direto NDRG4 SEQ ID NO.: 24, iniciador reverso NDRG4
SEQ ID NO.: 25, e sonda NDRG4 SEQ ID NO.: 26;

[00305] Comparativo 2: iniciador direto BMP3 SEQ ID NO.:27,
iniciador reverso BMP3 SEQ ID NO.: 28, e sonda BMP3 SEQ ID NO.:
29; iniciador direto NDRG4 SEQ ID NO.: 24, iniciador NDRG4 reverso
SEQ ID NO.: 30, e sonda NDRG4 SEQ ID NO.: 26;

[00306] Comparativo 3: iniciador direto BMP3 SEQ ID NO.:31,
iniciador reverso BMP3 SEQ ID NO.: 32, e sonda BMP3 SEQ ID NO.:
33; iniciador direto NDRG4 SEQ ID NO.: 24, iniciador reverso NDRG4
SEQ ID NO.: 34, e sonda NDRG4 SEQ ID NO.: 26.

[00307] As informagdes sobre as amostras de fezes estéo
mostradas na Tabela 15.

Tabela 15 estatistica de oitenta e amostras de fezes

Colonoscopia Numeros
Normal 46
adenomas 15
Cancer colorretal 20
total 81

[00308] DNAs fecais foram extraidos das amostras seguindo o
método descrito abaixo.

Extragcao de DNA fecal

[00309] Acrescentar 40 mL de lisado a 4-6 g de amostras de fezes,
e agitar vigorosamente, e em seguida incubar a 50°C por 16 horas.
[00310] Centrifugar entdo a 5000 rpm por 10 minutos. Prestar
atencdo a balanca de pesagem antes da centrifugacdo. Depois de
terminada a centrifugagdo, remover cautelosamente os tubos da
centrifuga e ndo agitar a mesma vigorosamente.

[00311] Pipetar 9 mL de sobrenadante em outro tubo de centrifuga
de 50 mL, e entdo acrescentar 1 mL de adjuvante de extrag&o, 60 pL

de contas magnéticas e 10 mL de isopropanol. Agitar por 10
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segundos, e incubar a 65°C por 20 minutos. Misturar para cima e para
baixo uma vez por 5 minutos durante a incubagao.

[00312] Depois da incubacao, colocar o tubo de centrifuga de 50
mL em um suporte magnético e manter o mesmo em repouso por 3
minutos até o sobrenadante ficar limpido e descartar o sobrenadante.
[00313] Remover o tubo de centrifuga de 50 mL do suporte
magnético e acrescentar 12 mL de solucao de lavagem. Agitar até as
contas magnéticas se desprenderem do tubo, e manter em repouso
por 3 minutos, e colocar o tubo de centrifuga de 50 mL de volta no
suporte magnético por 3 minutos até o sobrenadante ficar limpido e
descartar o sobrenadante.

[00314] Acrescentar 15 mL de solucédo de etanol 80%, agitar até as
contas se desprenderem do tudo, e manter em repouso por 3 minutos.
Colocar o tubo de volta no suporte magnético e manter em repouso
por 3 minutos até o sobrenadante ficar limpido e descartar o
sobrenadante.

[00315] Repetir a etapa anterior uma vez.

[00316] Pipetar o liquido residual do fundo, manter o tubo aberto, e
incubar a 65°C por 5 minutos. Remover o tubo do suporte magnético
até que as contas estejam secas e acrescentar 1,5 mL de eluente |
pré-aquecido. Pipetar as contas do tubo até o eluente com uma pipeta
de 1000 pL, e transferir a mistura para um tubo de centrifuga de 2 mL
e fechar a tampa, e entdo incubar a 65°C por 5 minutos.

[00317] Centrifugar a 13000 rpm por 3 minutos, pipetar 600 uL de
sobrenadante para outro tubo de 1,5 mL, e entdo acrescentar 600 pL
de solucao de ligacao e agitar vigorosamente.

[00318] Transferir 600 pL da mistura acima para uma coluna de
purificacdo de DNA, centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto, e descartar
0s residuos.

[00319] Tratar o restante da mistura como na etapa anterior, e
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centrifugar a 13.000 por 2 minutos.

[00320] Acrescentar 600 uL de solucédo de etanol 90% a coluna de
purificacdo de DNA, centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto e descartar
0s residuos.

[00321] Repetir a etapa anterior 2 vezes.

[00322] Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos, e colocar a coluna
de purificacdo de DNA em outro tubo de centrifuga de 1,5 mL. Abrir a
coluna de purificacdo de DNA e incubar a 65°C por 5 minutos até
secar.

[00323] Pingar 100 pL de eluato Il pré-aquecido no meio da coluna
de purificacdo de DNA, fechar a tampa, e em seguida incubar a 65°C
por 5 minutos. Centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos. Obter a
solugdo de DNA eluido e armazenar a mesma a 2-8°C para uso. O
armazenamento prolongado deve ser mantido a uma temperatura de -
25°C a-15°C.

Tratamento com bissulfito

[00324]  As etapas operacionais detalhadas sao aquelas do exemplo 3.
gPCR

[00325] A mistura mestre de gqPCR foi preparada da seguinte

maneira:

[00326] Tabela 16

N° Reagente Concentracgao final
1 10xtampao PCR 1%

2 MgCl: 2 mM

3 dNTP s 0,2 mM

4 Taq DNA Polimerase 2U

5 Cada iniciador 0,75 uM
6 Cada sonda 0,25 uM
7 Gabarito de DNA 2 uL

8 Agua ultrapura até 50 L

[00327] As condicbes reacionais de qPCR s&o um ciclo de
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desnaturacdo a 95°C por 2 minutos, e 50 ciclos de desnaturacédo a
95°C por 20 segundos e elongacao a 95°C por 1 minuto. O gene B2M
€ um gene de referéncia para controle de qualidade da reagao de
gPCR.

Resultados

[00328] Como mostrado na Tabela 17, a sensibilidade de deteccao
de CRC e AA nas 81 amostras de fezes com os trés pares de
iniciadores e sondas preferidos dos genes BMP3 e NDRG4 é de até
85,0%-95,0% (CRC por metilagdo de BMP3), 66,7%-73,3% (AA por
metilacdo de BMP3), e 90,0%-95,0% (CRC por metilacdo de NDRG4)
e 73,3%-86,7% (AA por metilacdto de NDRG4), respectivamente.
Adicionalmente, a especificidade para deteccdo de CRC e AA usando
seja os dados de metilacdo de BMP3 ou os dados de metilacdo de
NDRG4 €, em ambos os casos, de cerca de 97,8%-100,0%.

[00329] No entanto, a sensibilidade de deteccdo de CRC e AA nas
81 amostras de fezes com os trés pares de iniciadores e sondas
comparativos dos genes BMP3 e NDRG4 ¢ de 85,0%-90,0% (CRC por
metilacdo de BMP3), 46,7%-60,0% (AA por metilacgdo de BMP3), e
90,0%-95,0% (CRC por metilacdo de NDRG4) e 66,7%-73,3% (AA por
metilagdo de NDRG4), respectivamente. Ainda, a especificidade geral
de deteccdo de CRC e AA usando seja os dados de metilagcdo de
BMP3 ou os dados de metilacdo de NDRG4 é de cerca de 91,3%-
93,5% e 93,5%-95,7%, respectivamente.

[00330] Pode-se observar que os iniciadores e sondas preferidos
sdo superiores aos iniciadores e sondas comparativos na deteccao
das amostras clinicas, especialmente para detecgao de AA.

[00331] Tabela 17 a estatistica dos resultados de deteccdo em

amostras clinicas
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ltem Preferido 1 Preferido 2 Preferido 3

Grupo de amostras CRC AA Normal | CRC | AA Normal CRC AA Normal
Ndmero de amostras positivas detectadas 19/20 1115 | 0/46 18/2 1115 1/46 17120 10115 1/46
Sensibilidade 95,0% 73,3% / 30,0 73,3% / 85,0% 66,7% /
Especificidade 100,0% 97,8% 97,8%

indice total de aceitagdo 93,8% 91,4% 88,9%

Curva de amplificagéo Figura 5A Figura 5B Figura 5C

Item Comparativo 1 Comparativo 2 Comparativo 3

Grupo de amostras CRC AA Normal | CRC | AA Normal CRC AA Normal
NUmero de amostras positivas detectadas 18/20 2/1 3/46 17/120 | 8/15 4/46 17/20 7115 4/46
Sensibilidade 90,0% 60,0% / f/f'o 53,3% / 85,0% 46,7% /
Especificidade 93,5% 91,3% 91,3%

indice total de aceitagdo 86,4% 82,7% 81,5%

Curva de amplificagéo Figura 5D Figura 5E Figura 5F

NDRG4

ltem Preferido 1 Preferido 2 Preferido 3

Grupo de amostras CRC AA Normal | CRC | AA Normal CRC AA Normal
Nimero de amostras positivas detectadas 19120 1315 | 046 2)9/2 12115 0/46 18120 1115 1/46
Sensibilidade 95,0% 86.7% |/ 3;5,0 80,0% / 90,0% 73.3% /
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Especificidade 100,0% 100,0% 97,8%

indice total de aceitagdo 96,3% 95,1% 91,4%

Curva de amplificagéo Figura 6A Figura 6B Figura 6C

Item Comparativo 1 Comparativo 2 Comparativo 3

Grupo de amostras CRC AA Normal | CRC | AA Normal CRC AA Normal
NUmero de amostras positivas detectadas 18/20 1015 2/46 18/20 | 10/15 3/46 19/20 1115 3/46
Sensibiidade 90,0% 66,7% / | 667% / 95,0% 73,3% /
Especificidade 95,7% 93,5% 93,5%

indice total de aceitagdo 88,9% 87,7% 90,1%

Curva de amplificagéo Figura 6D Figura 6E Figura 6F
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Tabela 18 resultados de deteccao das 81 amostras fecais

CtBMP3 NDRG4

No Sexo ldade | Colonoscopia Iniciadores e sondas Iniciadores e sondas Iniciadores e sondas Iniciadores e sondas
' P preferidas comparativas preferidas comparativas

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 Masculino | 50 CRC- estagio | | 33,9 32,1 375 327 35,8 36,2 U 336 35 33,9 388 40,1
2 Masculino | 51 CRC-estagio Il | 34,9 32,2 29,1 413 37,6 39,9 39.4 384 338 34 38,1 40,3
3 Feminino | 56 F”RC'eStag'o 35,1 33,1 314 34,9 41,2 35,1 30,7 30,4 33,2 34,2 42,6 35
4 Masculino | 72 CRC-estagio | | 35,7 U U 334 40,1 36 37,2 38,9 U U U 36,7
5 Feminino | 75 ﬁRC'eStag'O 319 36,6 327 37,9 36,3 345 354 374 345 36,4 33 40,5
6 Feminino | 55 CRC-estagio Il | 37,5 35,1 29,5 43 39,8 39,7 344 35,9 35,6 35,1 374 42
7 Feminino | 50 ﬁRC'eStég'o 36,2 32,2 38,8 39,7 37,2 37,3 33,6 374 38,8 423 36,4 37,5
8 | Masculino |62 ﬁ/RC'eStégiO U U U U U U 361 |35 399 |41 #mg | 404
9 Feminino | 74 CRC-estagio | | 35,7 377 29,3 38 36 44 29,6 323 36,6 426 36,8 33
10 | Feminino | 73 ﬁRC'eStég'o 31,7 29,7 33,9 32,6 42 32,1 36,5 35,7 39,7 39,3 33,5 31,8
11 | Masculino | 52 ﬁRC'eStégiO 34 40 359 395 381 |424 |39 |U 365 | 426 | 378 | 366
12 | Feminino | 57 ﬁRC'eStégio 345 | 204|203 |36 |426 413 |377 318 356 |423 |30 426
13 | Masculino | 51 CRC-estagio | 37,6 34 332 388 U U 319 354 35,9 39,1 35,1 346
14 | Masculino | 60 CRC-estagio | | 36,2 317 35,6 40,1 42,2 33,1 29,6 317 29,1 338 36,4 36,5
15 | Feminino | 49 F”RC'eStég'O 31,1 37 294 419 35,8 34,3 34,4 33,6 35,6 40,3 39,2 39
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Ct BMP3 NDRG4

No Sexo ldade | Colonoscopia Iniciadores e sondas Iniciadores e sondas Iniciadores e sondas Iniciadores e sondas
' P preferidas comparativas preferidas comparativas

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
16 | Masculino | 49 ﬁ/RC'eStég'O 34 355 U 41,8 35,9 375 37,6 32,3 32,3 38,1 U 313
17 | Masculino | 48 CRC-estagio | | 38,1 37,1 35,8 39 40,7 38,3 29,4 30,7 U U 37,1 U
18 | Masculino | 54 ﬁRC'eStég'O 36,1 337 |32 |uU u u 294 |37 335 |37 |34 415
19 | Feminino | o F”RC'eStégio 202 |364 |336 384 |35 |337 |320 301 |351 |335 |35 |[413
20 |Femimno gy | CROESEGO 354 N7 |aes a5 |79 |89 (364 |24 |31 |3 431|428
21 | Feminino | 50 AA 387 U U 35,3 U U 346 37 U U U 40,9
22 | Feminino | 56 AA U 35,6 30 40,9 386 35 346 U 29,3 42,7 334 U
23 | Masculino | 58 AA U U 296 39,3 38 41,1 39,3 35,1 39,5 39.4 U 374
24 | Masculino | 67 AA 36,3 328 342 U U U 339 33 327 36 355 U
25 | Masculino | 51 AA 35,9 337 33,9 36,4 38 39 327 33,9 U U 35,8 40,4
26 | Feminino | 71 AA 293 30 354 40,3 377 344 30,7 34,9 38,3 338 41,1 33
27 | Masculino | 65 AA U 30,3 U U U U 348 34 36,8 419 427 36,1
28 | Masculino | 62 AA 375 29,2 U U U U U U 36,8 43,1 43,9 328
29 | Feminino | 45 AA 31 376 374 37,2 385 37,8 30,8 317 30,8 U U U
30 | Masculino | 67 AA 29,7 343 29,8 313 U U 33,9 U U U U U
31 | Feminino | 53 AA 36,3 U U U 354 346 295 34,9 377 39,6 40 42,9
32 | Feminino | 68 AA 384 37,3 30,4 U U U U 37,2 U U U 35,1
33 [ Feminino | 50 AA 36,9 39 32,1 36,6 U U 395 29,1 30,7 37,1 376 36,6
34 | Feminino | 48 AA U U U U 37,3 35,8 38,3 32,2 324 36,2 36 43,9
35 | Masculino | 50 AA 355 29,1 327 39.4 42,7 U 29,8 338 32,9 36,4 382 42
36 Masculino | 45 Normal U U U U U U U U U U U U
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Ct BMP3 NDRG4
No. Sexo \dade | Colonoscopia Iniciadores e sondas Iniciadorgs e sondas Iniciadores e sondas Iniciadorgs e sondas

preferidas comparativas preferidas comparativas

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
37 Feminino | 50 Normal U U U U U U U U U U U U
38 Masculino | 59 Normal U U U U U U U U U U U U
39 Masculino | 73 Normal U U U U U U U U U U U U
40 Masculino | 47 Normal U U U U U U U U U U U U
41 Masculino | 71 Normal U U U U U U U U U U U u
42 Feminino | 45 Normal U U U U U U U U U U U U
43 Feminino | 62 Normal U §] U U U §] §] U U U U U
44 Masculino | 55 Normal U U U U U U U U U U U U
45 Feminino | 54 Normal §] §] §] §] §] §] §] U U U U U
46 Masculino | 63 Normal U U U 39,4 U U U U U U U U
47 Feminino | 53 Normal U U U U U U U U U 41,2 U U
48 Masculino | 67 Normal U U U U 37,2 41,2 U U U U U U
49 Masculino | 69 Normal U U U U U U U U U U U U
50 Masculino | 54 Normal U U U U U U U U U U U U
51 Masculino | 50 Normal U U U U U U U U U U U U
52 Feminino | 65 Normal U §] U §] U §] U §] U §] 40,3 41
53 Feminino | 56 Normal U U U U U U U U U U U U
54 Masculino | 67 Normal U 35,6 U U 41,3 U U U U U U U
55 Masculino | 70 Normal U U U U U U U U U U U U
56 Feminino | 75 Normal §] U U §] U §] U §] U U U U
57 Feminino | 50 Normal U §] U U U U U u U u u u
58 Feminino | 66 Normal U U U U U U U U U U U U
59 Masculino | 49 Normal U U U U U 41,6 U U U U U U
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Ct BMP3 NDRG4
No. Sexo \dade | Colonoscopia Iniciadores e sondas Iniciadorgs e sondas Iniciadores e sondas Iniciadorgs e sondas

preferidas comparativas preferidas comparativas

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
60 Masculino | 71 Normal U U U 40,8 U U U U U U U U
61 Masculino | 70 Normal U U U U U U U U U U 40,5 U
62 Masculino | 73 Normal U U U U U U U U U U U U
63 Masculino | 48 Normal U U U U 38,5 U U U U U U U
64 Masculino | 52 Normal U U U U U U U U U U U 39,6
65 Masculino | 71 Normal U U U U U U U U U U U U
66 Feminino | 60 Normal U §] U U U 41,9 U U 35,9 39,4 U §]
67 Feminino | 65 Normal U U U §] §] U §] U U U U U
68 Feminino | 74 Normal U U U U U U U U U u u u
69 Masculino | 71 Normal U U U U U U U U U U U U
70 Feminino | 73 Normal §] §] §] §] §] §] §] U U U U U
71 Masculino | 49 Normal U U U U U U U U U U U U
72 Feminino | 69 Normal §] §] §] §] §] §] §] U U U U U
73 Masculino | 59 Normal U U U 42,7 41,9 42,5 U U U U U U
74 Masculino | 71 Normal U U 37,1 U U U U U U U U U
75 Feminino | 54 Normal U U U U U U U U U U 38,9 35,2
76 Masculino | 71 Normal U U U U U U U U U U U U
77 Feminino | 63 Normal U U U U U U §] U U U U U
78 Masculino | 74 Normal U U U U U U U U U U U U
79 Masculino | 62 Normal U U U U U U U U U U U U
80 Feminino | 75 Normal U U U U U U U U U U U U
81 Masculino | 48 Normal U U U U U U U U U U U U

Notes U: indeterminado
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Exemplo 5

85/94

Rastreamento das combinagdes de iniciador de metilagao e

sonda de genes BMP3 e DNRG4

Extragcao de DNA fecal

[00332]

DNA fecal € extraido de acordo com o protocolo do

exemplo 3.

Deteccao de metilagcao de genes BMP3 e NDRG4

[00333]

As combinagdes de iniciador e sonda de genes BMP3 e

NDRG4 estd mostrada abaixo. qPCR foi realizada com as nove

combinagdes, respectivamente, de acordo com as etapas do exemplo 3.

Tabela 19. Combinagdes de iniciador e sonda

Combinagdo N° BMP3 NDRG4

1 Preferido 3 Preferido 1

2 Preferido 3 Preferido 2

3 Preferido 3 Preferido 3

4 Preferido 1 Preferido 1

5 Preferido 1 Preferido 2

6 Preferido 1 Preferido 3

7 Preferido 2 Preferido 1

8 Preferido 2 Preferido 2

9 Preferido 2 Preferido 3
[00334] As sequéncias dos iniciadores e sondas das nove
combinagdes de genes BMP3 e NDRG4 s&o as seguintes:
[00335] Tabela 20. Sequéncias dos iniciadores e sondas nas
combinagdes

Combina- Iniciador/So | Sequéncia .

) Gene | Grupo Sequéncia (5' para 3

céo N° nda ID

Iniciador SEQID AATATTCGGGTTATATACGTCGCGAT
Preferido | direto NO.:15 T
1 BMP3
3 Iniciador SEQID
ACTTACTACGCTAACCCAACG
reverso NO.:16
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Combina- Iniciador/So | Sequéncia o
Gene | Grupo Sequéncia (5' para 3
céo N° nda ID
Sond SEQID TAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTC
onda
NO.:17 GTA
Iniciador SEQID
ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
direto NO.:.6
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
4 1 reverso NO..7
Sond SEQID CGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCG
onda
NO.:8 TTCGT
Iniciador SEQID AATATTCGGGTTATATACGTCGCGAT
direto NO.:15 T
Preferido | Iniciador SEQID
BMP3 ACTTACTACGCTAACCCAACG
3 reverso NO.:16
Sond SEQID TAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTC
onda
) NO.:17 GTA
Iniciador SEQID
GCGGGTGAGAAGTCGGC
direto NO.:12
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
GTAACTTCCGCCTTCTACGC
4 2 reverso NO.:13
SEQID
Sonda NO.14 TAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTT
Iniciador SEQID AATATTCGGGTTATATACGTCGCGAT
direto NO.:15 T
Preferido | Iniciador SEQID
BMP3 ACTTACTACGCTAACCCAACG
3 reverso NO.:16
Sond SEQID TAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTC
onda
3 NO.:17 GTA
Iniciador SEQID
CGGTTTTCGTTCGTTTTTTCG
direto NO.:18
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
AACCTAAAACTAATCCCGAACGAACC
4 3 reverso NO.:19
Sond SEQID TCGTTTATCGGGTATTTTAGTCGCGT
onda
NO.:20 AG
Iniciador SEQID TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTC
direto NO.:3 GC
Preferido
4 BMP3 1 Iniciador SEQID ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCG
reverso NO.:4 AA
Sonda SEQID AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
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Combina- Iniciador/So | Sequéncia o
Gene | Grupo Sequéncia (5' para 3
céo N° nda ID
NO.:5
Iniciador SEQID
ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
direto NO.:.6
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
4 1 reverso NO..7
Sond SEQID CGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTITTCG
onda
NO.:8 TTCGT
Iniciador SEQID TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTC
direto NO.:3 GC
BVIP3 Preferido | Iniciador SEQID ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCG
1 reverso NO.:4 AA
SEQID
Sonda NOL5 AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
5 N
Iniciador SEQID
GCGGGTGAGAAGTCGGC
direto NO.:12
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
GTAACTTCCGCCTTCTACGC
4 2 reverso NO.:13
SEQID
Sonda TAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTT
NO.:14
Iniciador SEQID TTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTC
direto NO.:3 GC
BVIP3 Preferido | Iniciador SEQID ATAAACTCTTCCCCAACAACTACGCG
1 reverso NO.:4 AA
SEQID
Sonda NOL5 AGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCG
6 N
Iniciador SEQID
CGGTTTTCGTTCGTTTTTTCG
direto NO.:18
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
AACCTAAAACTAATCCCGAACGAACC
4 3 reverso NO.:19
Sond SEQID TCGTTTATCGGGTATTTTAGTCGCGT
onda
NO.:20 AG
Iniciador SEQID
AATATTCGGGTTATATACGTCGCGA
direto NO.:9
. BVIP3 Preferido | Iniciador SEQID GCAACCTAACAAATAAACTCTTCCCC
2 reverso NO.:10 AA
Sond SEQID TGGAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCG
onda
NO.:11 T
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Combina- Iniciador/So | Sequéncia o
Gene | Grupo Sequéncia (5' para 3
céo N° nda ID
Iniciador SEQID
ATCGATCGGGGTGTTTTTTAGGTTTC
direto NO.:.6
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
CCTTCTACGCGACTAAAATACCCGAT
4 1 reverso NO..7
Sond SEQID CGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCG
onda
NO.:8 TTCGT
Iniciador SEQID
AATATTCGGGTTATATACGTCGCGA
direto NO.:9
BVIP3 Preferido | Iniciador SEQID GCAACCTAACAAATAAACTCTTCCCC
2 reverso NO.:10 AA
SEQID TGGAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCG
Sonda
8 NO.:11 T
Iniciador SEQID
GCGGGTGAGAAGTCGGC
direto NO.:12
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
GTAACTTCCGCCTTCTACGC
4 2 reverso NO.:13
SEQID
Sonda NO.14 TAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTT
Iniciador SEQID
AATATTCGGGTTATATACGTCGCGA
direto NO.:9
BVIP3 Preferido | Iniciador SEQID GCAACCTAACAAATAAACTCTTCCCC
2 reverso NO.:10 AA
SEQID TGGAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCG
Sonda
o NO.:11 T
Iniciador SEQID
CGGTTTTCGTTCGTTTTTTCG
direto NO.:18
NDRG | Preferido | Iniciador SEQID
AACCTAAAACTAATCCCGAACGAACC
4 3 reverso NO.:19
Sond SEQID TCGTTTATCGGGTATTTTAGTCGCGT
onda
NO.:20 AG

A mistura mestre de qPCR usada na reacao € a seguinte:
Tabela 21. Mistura mestre de QPCR para BMP3/NDRG4
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N° Reagentes Concentragao Final
1 10x PCR tampao 1%

2 MgCl2 2 mM

3 dNTP s 0,2 mM

4 Taq DNA 2U

5 Cada iniciador 0,75 uM

6 Cada sonda 0,25 uM

7 DNA gabarito 2 uL

8 Agua Ultrapura até 50 L

[00336] As condicbes reacionais de qPCR s&o um ciclo de
desnaturacdo a 95°C por 2 minutos, e 50 ciclos de desnaturacédo a
95°C por 20 segundos e elongacao a 60°C por 1 minuto.

Deteccao de variantes do gene KRAS

[00337] Foram detectados sete pontos de mutacdo nos cédons 12 e
13 do gene KRAS. Os sete mutantes sao G12D. G13D, G12V,

G12C. G12S., G12A e G13R e as sequéncias dos respectivos

iniciadores de sondas estao mostradas na Tabela 22.

Tabela 22 Iniciadores e sondas para detectar sete mutagdes do

gene KRAS
Nome do o Sequéncia )
o Iniciador/Sonda Sequéncia (5' para 3')
iniciador ID
SEQID
G12D-F Iniciador direto NO.35 AACTTGTGGTAGTTGGAGGTGA
Iniciador direto SEQID
G13D-F AACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGGGA
NO.:36
Iniciador direto SEQ ID
G12V-F AACTTGTGGTAGTTGGAGTTGT
NO.:37
Iniciador direto SEQID
G12C-F AAACTTGTGGTAGTTGGGGCTT
NO.:38
Iniciador direto SEQ ID
G12S-F AAACTTGTGGTAGTTGGTGCTA
NO.:39
Iniciador direto SEQ ID
G12A-F AACTTGTGGTAGTTGGAGCAGC
NO.:40
G12R-F Iniciador direto SEQID AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTC
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Nome do o Sequéncia .

o Iniciador/Sonda Sequéncia (5' para 3')

iniciador ID
NO.:41
SEQID

Kras-R Iniciador reverso NO.:42 GAATGGTCCTGCACCAGTAATATG
SEQID

ACTB-F Iniciador direto NO.:43 AGGGCTTCTTGTCCTTTCCTT
SEQID

ACTB-R Iniciador reverso NO.-44 CGTGCTCGATGGGGTACTTC
SEQID

KRAS-P Sonda NO. 45 AGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGC
SEQID

ACTB-P Sonda NO.-46 CGTGATGGTGGGCATGGGTCAGAAGGA

[00338] A mistura mestre de gPCR usada na reagao € a seguinte:
[00339] Tabela 23. Mistura mestre de qPCR para KRAS

N° Reagentes Concentragéo final
1 G12A-F 0,72 yM
2 G12C-F 0,60 pM
3 G12D-F 0,72 yM
4 G12R-F 0,48 uM
5 G12S-F 0,90 pM
6 G12V-F 0,72 yM
7 G13D-F 0,48 uM
8 Kras-R 0,90 uM
9 Kras-P 0,10 uM
10 ACTB-F 0,30 pM
11 ACTB -R 0,30 pM
12 ACTB -P 0,05 uM
13 5xPCR tamp&o,-Mg?* 1x

14 MgCl2 1,0 mM
15 dNTPs 0,1 mM
16 Taq DNA Polimerase 25U

17 DNA gabarito 2L

18 Agua ultrapura até 50 pL

[00340] As condi¢cbes reacionais

de gPCR s&o um ciclo de

desnaturacdo a 95°C por 5 minutos e 45 ciclos de desnaturacao a
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95°C por 15 segundos, témpera a 71°C por 60 segundos, e entdo

elongacao a 55°C por 50 segundos.

[00341] O controle de qualidade da reacdo de gPCR foi realizado

usando ACTB como um gene de referéncia.

(4) Exame de hemoglobina fecal

[00342] Hemoglobina fecal foi detectada com o exame

imunoquimico de fezes (FIT), e o resultado € positivo ou negativo.

(5) Gerar um escore com uma féormula

[00343] Colocar o valor de Ct da deteccdo por qPCR dos genes

BMP3, NDRG4 e KRAS, e resultado positivo e negativo do exame de

hemoglobina fecal na seguinte formula de regressao logistica:

P=e"/(1+eX)

[00344] onde: P e um indice de abrangéncia,
==a*ACt1+b*ACt2+c*ACt3+d*FIT+X, e € uma constante natural, a, b,

c, d, X sdo constantes clinicas. ACt1, ACt2, e ACt3 s&o valores de Ct

dos genes alvo subtraidos daquele dos genes de referéncia.

[00345] O resultado do exame € positivo se o valor de P for maior

ou igual a um limiar predeterminado, do contrario € negativo. O

resultado positivo indica que é possivel que o individuo tenha CRC ou

AA.

(6) Resultado do exame

[00346] As oitenta e uma amostras de fezes do exemplo 3 foram

analisadas e os resultados de diferentes combinacdes de iniciadores e

sondas dos genes BMP3 e NDRG4 estdo mostrados na Tabela 24.
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Tabela 24 resultados da deteccao de 81 amostras de fezes

NUmero de
Numero de L I
. o o Numero de amostras | amostras que | Sensibilida- | Sensibilida
Combinagao Sensibilidade | Especificidade | amostras que B
BMP3 NDRG4 B que testaram positivo | testaram de de
N° (CRC+AA) (CRC+AA) testaram positivo .
em AA negativo em (CRC) (AA)
em CRC
normal
1 Preferido 3 Preferido 1 94,3% 97,8% 19/20 14/15 45/46 95,0% 93,3%
2 Preferido 3 Preferido 2 91,4% 97,8% 18/20 14/15 45/46 90,0% 93,3%
3 Preferido 3 Preferido 3 80,0% 95,6% 16/20 12/15 44/46 80,0% 80,0%
4 Preferido 1 Preferido 1 97,1% 100,0% 20/20 14/15 46/46 100,0% 93,3%
5 Preferido 1 Preferido 2 97,1% 97,8% 20/20 14/15 45/46 100,0% 93,3%
6 Preferido 1 Preferido 3 88,6% 95,6% 19/20 12/15 44/46 95,0% 80,0%
7 Preferido 2 Preferido 1 97,1% 97,8% 19/20 15/15 45/46 95,0% 100,0%
8 Preferido 2 Preferido 2 94,3% 97,8% 19/20 14/15 45/46 95,0% 93,3%
9 Preferido 2 Preferido 3 85,7% 95,6% 19/20 11/15 44/46 95,0% 73,3%
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[00347] E possivel observar que: (1) As combinacdes n° 4, 5 e 7
sdo superiores as outras seis combinagcdes. Considerando que todos
os iniciadores e sondas s&o iniciadores e sondas preferidoe e sao
superiores aos outros iniciadores e sondas (vide Exemplo 3), as trés
combinagdes particulares s&o superiores a todas as combinagdes
conhecidas de iniciadores/sondas de BMP3 e NDRG4. (2) A
sensibilidade e a especificidade do kit para deteccdo de CRC e AA
compreendendo genes BMP3, NDRG4, KRAS e detecgdo de
hemoglobina fecal sdo significativamente melhores que aquelas da
deteccao de metilacdo de gene BMP3 ou NDRG4 dnico. (3) A
sensibilidade e a especificidade do kit para deteccdo de CRC na
populacdo asiatica (por exemplo, na populagcdo chinesa) sé&o
obviamente superiores as dos produtos similares existentes, tal como
Cologuard®. (4) A sensibilidade e a especificidade do kit para
deteccao de AA na populacido asiatica (por exemplo, na populagao
chinesa) sao significativamente mellhores que as dos produtos
similares existentes, tal como Cologuard®.

[00348] As descri¢cdes, incluindo as reivindicagbes, figuras e/ou
desenhos, de toda e qualquer patente, pedido de patente, e publicagcéo
citada neste pedido estdo aqui incorporadas em sua integra a titulo de
referéncia.

[00349] A menos que definido em contrario, todos os termos
técnicos e cientificos neste pedido tém o mesmo significado que
aquele comumente conhecido pelo especialista na técnica a qual esta
invengéo pertence. Embora quaisquer métodos e materiais, similares
ou equivalentes aqueles descritos neste pedido, possam ser usados
na pratica ou testagem da presente invengédo, os métodos e materiais
preferidos estdo descritos neste relatorio. Todas as publicagdes,
patentes, pedidos de patente citados estdo aqui incorporados em sua
integra a titulo de referéncia para todos os fins.

Peticao 870200143779, de 13/11/2020, pag. 103/202



94/94

[00350] As publicagdes discutidas neste pedido sdo mencionadas
exclusivamente por sua descricdo anterior a data de depdsito do
presente pedido. Nada neste pedido deve ser interpretado como
reconhecimento de que a presente invengcdo nao tem direito a
antedatar tal publicagdo em fungdo de invengdes anteriores.

[00351] Embora a invengdo tenha sido descrita em relacdo a
modalidades especificas da mesma, ficara entendido que ela é
passivel de outras modificacdes e que este pedido destina-se a cobrir
quaisquer variagdes, usos, ou adaptacdes da invengao seguindo, de
modo geral, os principios da inveng¢ao e incluindo desvios a partir da
presente descricdo que sejam de pratica conhecida e rotineira na
técnica a qual a invencdo pertence e que possam ser aplicados aos
aspectos essenciais apresentados acima e abrangidos pelo escopo

das reivindicacdes anexas.
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REIVINDICAGOES

1. Kit para detectar a presenca ou a auséncia de cancer
colorretal (CRC) ou adenoma avancado (AA) em um paciente com
necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que compreende:

um primeiro par de iniciadores e uma primeira sonda para
detectar o estado ou nivel de metilagdo de pelo menos um
dinucleotideo CpG do gene BMP3 em uma amostra biol6gica obtida do
paciente, em que o primeiro par de iniciadores e a primeira sonda
compreendem, cada um, uma sequéncia contigua de pelo menos 16
nucleotideos que € idéntica, complementar, ou hibridiza em condi¢des
de hibridizagao rigorosas para SEQ ID NO.: 1,

um segundo par de iniciadores e uma segunda sonda para
detectar o estado ou nivel de metilagdo de pelo menos um
dinucleotideo CpG do gene NDRG4 em uma amostra bioldgica obtida
do paciente, em que o segundo par de iniciadores e a segunda sonda
compreendem, cada um, uma sequéncia contigua de pelo menos 16
nucleotideos que € idéntica, complementar, ou hibridiza em condi¢des
de hibridizagao rigorosas para SEQ ID NO.: 2,

2. Kit de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizado pelo fato de que o primeiro par de iniciadores
e a primeira sonda s&o selecionados do grupo que consiste em:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5;

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11; e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17;
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e,

em que o segundo par de iniciadores e a segunda sonda
sao selecionados do grupo que consiste em:

iv) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8;

v) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14; e

vi) um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18,
um iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20;

3. Kit de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
compreender:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biolégica obtida do paciente, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

4. Kit de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que compreende:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11, para detectar o estado ou nivel de

metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
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amostra biologica obtida do paciente, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

5. Kit de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que compreende:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biolégica obtida do paciente, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

6. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
5, caracterizado pelo fato de que tanto a primeira sonda quanto a
segunda sonda compreendem um doador fluorescente e um fluoréforo
aceptor.

7. Kit de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo
fato de que a primeira sonda e a segunda sonda sao sondas
TAQMANR .

8. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que compreende ainda:

um meio para detectar a presenca ou a auséncia de pelo
menos uma mutacdo no gene KRAS no paciente; e

um meio para detectar a presenca ou a auséncia de
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hemoglobina em uma amostra bioldgica obtida do paciente.

9. Kit de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo
fato de que o meio para detectar a presenca ou a auséncia de pelo
menos uma mutacdo no gene KRAS no paciente compreende pelo
menos um par de iniciadores capazes de amplificar a regido do Exon
12 e/ou do Exon 13 do gene KRAS em uma reagdo em cadeia da
polimerase (PCR).

10. Kit de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pelo
fato de que o meio para detectar a presenca ou a auséncia de
hemoglobina na amostra biolégica compreende um anticorpo anti-
hemoglobina.

11. Kit de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado pelo
fato de que os iniciadores sdo capazes de amplificar uma regidao do
gene KRAS compreendendo pelo menos uma mutacdo em KRAS
selecionada do grupo que consiste em G12D, G12V, G12C, G13D,
G12A, G12R, G12S, e G13C.

12. Kit de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo conjugado a ouro coloidal.

13. Kit de acordo com qualquer uma das reivindica¢gdes 1 a
12, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um meio para
amplificar um gene de referéncia para quantificacao.

14. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
12, caracterizado pelo fato de que compreende ainda instrugdes de
uso e/ou a interpretacao de um resultado de teste obtido usando o kit.

15. Kit de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda um meio para detectar um
complexo formado pelo anticorpo e a hemoglobina na amostra
bioldgica.

16. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

15, caracterizado pelo fato de que a amostra bioldgica obtida do
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paciente € uma amostra de fezes.

17. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a
16, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um reagente
bissulfito, e um recipiente adequado para misturar o reagente bissulfito
e a amostra biolégica do paciente, ou polinucleotideos obtidos da
amostra biologica.

18. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a
17, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um reagente do
tipo enzima de restricdo sensivel a metilagéo.

19. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
18, caracterizado pelo fato de que compreende ainda

um padrdo positivo e um padrao negativo para detectar
metilacdo de BMP3 na amostra bioldgica, e

um padrdo positivo e um padrao negativo para detectar
metilagdo de NDRG4 na amostra bioldgica.

20. Kit de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado
pelo fato de que

0 padrao positivo para detectar metilacdo de BMP3
compreende uma sequéncia de polinucleotideos de
GTTAGTTTGGTCGGGTGTTTTTAAAAATAAAGCGAGGAGGGAAGG
TATAGATAGATTTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCGCGATTTAT
AGTTTTTTTTTAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTAGCGTTTT
GCGCGGGTGAGGTTCGCGTAGTTGTTGGGGAAGAGTTTATTTGTT
AGGTTGCGTTGGGTTAGCGTAGTAAGTGGGGTTGGTCGTTATTTC
GTTGTATTCGGTCGCGTTTCGGGTTTCGTGCGTTTTCGTTTTAG
(SEQ ID NO: 67);

o0 padrdao negativo para detectar metilacdo de BMP3

compreende uma sequéncia de polinucleotideos de
GTTAGTTTGGTTGGGTGTTTTTAAAAATAAAGTGAGGAG
GGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTTGGGTTATATATGTTGT
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GATTTATAGTTTTTTTTTAGTGTTGGAGTGGAGATGGTGTTTGTAG
TGTTTTGTGTGGGTGAGGTTTGTGTAGTTGTTGGGGAAGAGTTTAT
TTGTTAGGTTGTGTTGGGTTAGTGTAGTAAGTGGGGTTGGTTGTTA
TTTTGTTGTATTTGGTTGTGTTTTGGGTTTTGTGTGTTTTTGTTTTA
G (SEQ ID NO: 68);

o padrao positivo para detectar metilacdo de NDRG4

compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

TGAGAAGTCGGCGGGGGCGCGGATCGATCGGGGTGT
TTTTTAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTCGTTTA
TCGGGTATTTTAGTCGCGTAGAAGGCGGAAGTTACGCGCGAGGG
ATCGCGGTTCGTTCGGGATTAGTTTTAGGTTCGGTATCGTTTCGC
GGGTCGAGCGTTTATATTCGTTAAATTTACGCGGGTACGTTTTCGC
GGCGTATCGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 69); e

0 padrdo negativo para detectar metilacgdo de NDRG4
compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

TGAGAAGTTGGTGGGGGTGTGGATTGATTGGGGTGTTT
TTTAGGTTTTGTGTTGTGGTTTTTGTTTGTTTTTTTGTTTGTTTATTG
GGTATTTTAGTTGTGTAGAAGGTGGAAGTTATGTGTGAGGGATTG
TGGTTTGTTTGGGATTAGTTTTAGGTTTGGTATTGTTTTGTGGGTT
GAGTGTTTATATTTGTTAAATTTATGTGGGTATGTTTTTGTGGTGTA
TTGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 70).

21. Kit de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que o meio para amplificar um gene de controle interno
compreende compreendendo iniciadores para amplificar um gene de
controle positivo e/ou um gene de controle negativo.

22. Método para deteccdo da presenca ou auséncia de
cancer colorretal (CRC) ou adenoma avangado (AA) em um paciente
com necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que
compreende:

obter DNA genbmico de uma amostra biolégica do
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paciente;

tratar o DNA genémico de a), ou um fragmento do mesmo,
com um ou mais reagentes para converter bases citosina nao
metiladas do mesmo em uracila ou outra base que é detectavelmente
diferente da citosina em termos de propriedades de hibridizacao;

colocar o DNA gendmico tratado, ou o fragmento tratado do
mesmo, em contato com um primeiro par de iniciadores para deteccéo
da presenga ou auséncia de sitios de metilacdo de um gene
codificando a proteina morfogenética 6ssea 3 (BMP3) no paciente, e
um segundo par de iniciadores para deteccdo da presenga ou
auséncia de sitios de metilacdo de um gene codificando a proteina do
membro 4 da familia de NDRG (NDRG4) no paciente, em que o
primeiro par de iniciadores compreende uma sequéncia contigua de
pelo menos 9 nucleotideos que € idéntica, complementar, ou hibridiza
em condi¢cdes de hibridizagao rigorosas para SEQ ID NO.: 1, e em que
0 segundo par de iniciadores compreende uma sequéncia contigua de
pelo menos 9 nucleotideos que é complementar, ou hibridiza em
condigdes de hibridizagdo rigorosas para SEQ ID NO.: 2, em que o
DNA genbmico tratado ou o fragmento do mesmo ou é amplificado
para produzir pelo menos um amplificado pelo primeiro par de
iniciadores ou pelo segundo par de iniciadores, ou ndo € amplificado; e

determinar a presenga ou auséncia de CRC ou AA no
paciente, com base na presenc¢a ou auséncia do referido amplificado,
o estado ou nivel de metilacdo de pelo menos um dinucleotideo CpG
do gene BMP3 e do gene NDRG4 no paciente.

23. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato de que o primeiro par de iniciadores e a
primeira sonda sao selecionados do grupo que consiste em:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um

iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
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compreendendo a SEQ ID NO.: 5;

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11; e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17;

e,

em que o segundo primeiro par de iniciadores e a segunda
sonda sao selecionados do grupo que consiste em:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8;

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14; e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20;

24. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 22,
caracterizado pelo fato de que compreende o0 uso de

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biolégica obtida do paciente, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8, para detectar o estado ou nivel de

metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
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amostra biologica obtida do paciente.

25. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato de que compreende o0 uso de

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra biologica obtida do paciente, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

26. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato de que compreende o0 uso de

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra bioldgica obtida do paciente, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra biologica obtida do paciente.

27. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 22 a 26, caracterizado pelo fato de que tanto a primeira
sonda quanto a segunda sonda compreendem um doador fluorescente
e um fluoréforo aceptor.

28. Método de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 22 a 26, caracterizado pelo fato de que a primeira
sonda e a segunda sonda sdo sondas TAQMAN®.

29. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 22 a 28, caracterizado pelo fato de que compreende
ainda uma etapa de deteccio da presencga ou auséncia de pelo menos
uma mutagdo no gene KRAS em uma amostra bioldgica obtida do
paciente, e uma etapa de deteccdo da presenga ou auséncia de
hemoglobina em uma amostra bioldgica obtida do paciente.

30. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 29,
caracterizado pelo fato de que a etapa de deteccdo da presenca ou
auséncia de pelo menos uma mutacdo no gene KRAS no paciente
compreende o0 uso de pelo menos um par de iniciadores capazes de
amplificar a regido do Exon 12 e/ou do Exon 13 do gene KRAS em
uma reagao em cadeia da polimerase (PCR).

31. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 29,
caracterizado pelo fato de que a etapa de deteccdo da presenca ou
auséncia de hemoglobina na amostra biolégica compreende o uso de
um anticorpo anti-hemoglobina.

32. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 30,
caracterizado pelo fato de que os iniciadores sd&o capazes de
amplificar uma regido do gene KRAS compreendendo pelo menos
uma mutacdo em KRAS selecionada do grupo que consiste em G12D,
G12V, G12C, G13D, G12A, G12R, G12S, e G13C.

33. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 31,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo conjugado a
ouro coloidal.

34. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 22 a 33, caracterizado pelo fato de que a amplificagao
do gene BMP3 é realizada em uma PCR quantitativa (QPCR), e o

método compreende ainda amplificar um primeiro gene de referéncia
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para determinar o valor de Ct da amplificagdo de BMP3 como ACt1.

35. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 22 a 33, caracterizado pelo fato de que a amplificagao
do gene NDRG4 é realizada em uma PCR quantitativa (qQPCR), e o
método compreende ainda amplificar um segundo gene de referéncia
para determinar o valor de Ct da amplificagdo de NDRG4 como ACt2.

36. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 30 a 33, caracterizado pelo fato de que a amplificagao
do gene KRAS mutante é realizada em uma PCR quantitativa (qPCR),
e o0 método compreende ainda amplificar um terceiro gene de
referéncia para determinar o valor de Ct da amplificagdo do KRAS
mutante como ACt3.

37. Método de acordo com a reivindicacdo 34 ou 35,
caracterizado pelo fato de que o primeiro e o segundo genes de
referéncia s&o os mesmos.

38. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 37,
caracterizado pelo fato de que o mesmo gene de referéncia € um gene
B2M.

39. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 36,
caracterizado pelo fato de que o gene KRAS mutante compreende
uma mutacdo selecionada do grupo que consiste em G12D, G13D,
G12V, G12C, G12S, G12A, e G13R.

40. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 39,
caracterizado pelo fato de que o gene KRAS mutante € amplificado por
um ou mais pares de iniciadores selecionados do grupo que consiste
em:

um iniciador direto G12D-F compreendendo a SEQ ID NO.:
35, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G13D-F compreendendo a SEQ ID NO.:

36, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
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um iniciador direto G12V-F compreendendo a SEQ ID NO.:
37, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G12C-F compreendendo a SEQ ID NO.:
38, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G12S-F compreendendo a SEQ ID NO.:
39, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G12A-F compreendendo a SEQ ID NO.:
40, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
e

um iniciador direto G12R-F compreendendo a SEQ ID NO.:
41, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42,

e em que a sonda KRAS para a gPCR compreende a SEQ
ID NO.: 46.

41. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 36,
caracterizado pelo fato de que o terceiro gene de referéncia € um gene
ACTB.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 41,
caracterizado pelo fato de que os iniciadores de qPCR para amplificar
o gene ACTB compreendem as SEQ ID NOs.: 43 e 44, e a sonda
compreende a SEQ ID NO.: 46.

43. Meétodo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 22 a 42, caracterizado pelo fato de que compreende o
uso de

um padrdo positivo e um padrao negativo para detectar
metilagdo de BMP3 na amostra, e

um padrdo positivo e um padrao negativo para detectar
metilagdo de NDRG4 na amostra.

44, Meétodo de acordo com a reivindicacdo 43,
caracterizado pelo fato de que

0 padrao positivo para detectar metilacdo de BMP3
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compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

GTTAGTTTGGTCGGGTGTTTTTAAAAATAAAGCGAGGA
GGGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCG
CGATTTATAGTTTTTTTTTAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTA
GCGTTTTGCGCGGGTGAGGTTCGCGTAGTTGTTGGGGAAGAGTT
TATTTGTTAGGTTGCGTTGGGTTAGCGTAGTAAGTGGGGTTGGTC
GTTATTTCGTTGTATTCGGTCGCGTTTCGGGTTTCGTGCGTTTTCG
TTTTAG (SEQ ID NO: 67);

o padrdao negativo para detectar metilacdo de BMP3
compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

GTTAGTTTGGTTGGGTGTTTTTAAAAATAAAGTGAGGAG
GGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTTGGGTTATATATGTTGT
GATTTATAGTTTTTTTTTAGTGTTGGAGTGGAGATGGTGTTTGTAG
TGTTTTGTGTGGGTGAGGTTTGTGTAGTTGTTGGGGAAGAGTTTAT
TTGTTAGGTTGTGTTGGGTTAGTGTAGTAAGTGGGGTTGGTTGTTA
TTTTGTTGTATTTGGTTGTGTTTTGGGTTTTGTGTGTTTTTGTTTTA
G (SEQ ID NO: 68);

o padrao positivo para detectar metilacdo de NDRG4

compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

TGAGAAGTCGGCGGGGGCGCGGATCGATCGGGGTGT
TTTTTAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTCGTTTA
TCGGGTATTTTAGTCGCGTAGAAGGCGGAAGTTACGCGCGAGGG
ATCGCGGTTCGTTCGGGATTAGTTTTAGGTTCGGTATCGTTTCGC
GGGTCGAGCGTTTATATTCGTTAAATTTACGCGGGTACGTTTTCGC
GGCGTATCGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 69); e

0 padrdo negativo para detectar metilacdo de NDRG4
compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

TGAGAAGTTGGTGGGGGTGTGGATTGATTGGGGTGTTT
TTTAGGTTTTGTGTTGTGGTTTTTGTTTGTTTTTTTGTTTGTTTATTG
GGTATTTTAGTTGTGTAGAAGGTGGAAGTTATGTGTGAGGGATTG
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TGGTTTGTTTGGGATTAGTTTTAGGTTTGGTATTGTTTTGTGGGTT
GAGTGTTTATATTTGTTAAATTTATGTGGGTATGTTTTTGTGGTGTA
TTGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 70).

45. Meétodo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 22 a 44, caracterizado pelo fato de que compreende a
amplificagdo de um padrao de controle de qualidade.

46. Método para deteccdo da presenca ou auséncia de
cancer colorretal (CRC) ou adenoma avangado (AA) em um paciente
com necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que
compreende o uso de um kit como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 21.

47. Método para deteccdo da presenca ou auséncia de
cancer colorretal (CRC) ou adenoma avangado (AA) em um paciente
com necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que
compreende:

obter um DNA gendmico ndo tratado de uma amostra de
fezes do paciente;

tratar o DNA genémico de a), ou um fragmento do mesmo,
com um ou mais reagentes para converter bases citosina nao
metiladas do mesmo em uracila ou outra base que é detectavelmente
diferente da citosina em termos de propriedades de hibridizacao;

realizar uma PCR quantitativa (QPCR) usando o DNA
gendmico ndo tratado de b) como gabarito, e determinar o valor de Ct
do gene BMP3 no paciente como ACt1;

realizar uma qPCR usando o DNA gendémico n&o tratado de
b) como gabarito, e determinar o valor de Ct do gene NDRG4 no
paciente como ACt2;

realizar uma qPCR usando o DNA genémico nao tratado
como gabarito, e determinar o valor de Ct de um gene KRAS mutante

no paciente como ACt3;
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realizar um exame imunoquimico de fezes da proteina
hemoglobina na amostra de fezes e determinar um escore como FIT,;

determinar o] valor de K, onde K =
a*ACt1+b*ACt2+c*ACt3+d*FIT+X, onde a, b, ¢, d, X sdo constantes
clinicas; e

determinar o valor de um indice de abrangéncia P, em que
P = eX/(1+eX), em que e é a constante natural, em que quando P é
maior ou igual a um limiar predeterminado, determina-se que o
paciente tem CRC e/ou AA, e quando P é menor que o limiar,
determina-se que o paciente € saudavel.

48. Método de acordo com a reivindicagdo 47,
caracterizado pelo fato de que a qPCR para amplificar o gene BMP3
compreende um primeiro par de iniciadores e uma primeira sonda, em
que o primeiro par de iniciadores e a primeira sonda sao selecionados
do grupo que consiste em:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5;

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11; e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17;

e,

em que a qPCR para amplificar o gene NDRG4
compreende um segundo par de iniciadores e uma segunda sonda,
em que o segundo par de iniciadores e a segunda sonda sao
selecionados do grupo que consiste em:

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
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iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8;

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 14; e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20;

49. Método de acordo com a reivindicagdo 47,
caracterizado pelo fato de que compreende o0 uso de

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 3, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 4, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 5, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 6, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 7, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 8, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra.

50. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 47,
caracterizado pelo fato de que compreende o0 uso de

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 9, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 10, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 11, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 12, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 13, e uma sonda

compreendendo a SEQ ID NO.: 14, para detectar o estado ou nivel de
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metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra.

51. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 47,
caracterizado pelo fato de que compreende o0 uso de

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 15, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 16, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 17, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene BMP3 na
amostra, e

um iniciador direto compreendendo a SEQ ID NO.: 18, um
iniciador reverso compreendendo a SEQ ID NO.: 19, e uma sonda
compreendendo a SEQ ID NO.: 20, para detectar o estado ou nivel de
metilagdo de pelo menos um dinucleotideo CpG do gene NDRG4 na
amostra.

52. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 47 a 51, caracterizado pelo fato de que tanto a primeira
sonda quanto a segunda sonda compreendem um doador fluorescente
e um fluoréforo aceptor.

53. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 47 a 52, caracterizado pelo fato de que a primeira
sonda e a segunda sonda sdo sondas TAQMAN®.

54. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 47 a 53, caracterizado pelo fato de que o gene KRAS
mutante compreendendo pelo menos uma mutagdo em KRAS
selecionada do grupo que consiste em G12D, G12V, G12C, G13D,
G12A, G12R, G12S, e G13C.

55. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 47 a 54, caracterizado pelo fato de que o exame
imunoquimico de fezes compreende um anticorpo conjugado a ouro

coloidal.
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56. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 47 a 55, caracterizado pelo fato de que a etapa c) e a
etapa d) compreendem o uso do gene B2M como um gene de
referéncia.

57. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 54,
caracterizado pelo fato de que o gene KRAS mutante € amplificado por
um ou mais pares de iniciadores selecionados do grupo que consiste
em:

um iniciador direto G12D-F compreendendo a SEQ ID NO.:
35, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G13D-F compreendendo a SEQ ID NO.:
36, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G12V-F compreendendo a SEQ ID NO.:
37, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G12C-F compreendendo a SEQ ID NO.:
38, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G12S-F compreendendo a SEQ ID NO.:
39, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;

um iniciador direto G12A-F compreendendo a SEQ ID NO.:
40, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42;
e

um iniciador direto G12R-F compreendendo a SEQ ID NO.:
41, e um iniciador reverso Kras-R compreendendo a SEQ ID NO.: 42,

e em que a sonda KRAS para a gPCR compreende a SEQ
ID NO.: 46.

58. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 57,
caracterizado pelo fato de que o gene ACTB é usado como um gene
de referéncia na gPCR para amplificar o gene KRAS mutante.

59. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 58,

caracterizado pelo fato de que os iniciadores de qPCR para amplificar
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o gene ACTB compreendem as SEQ ID NOs.: 43 e 44, e a sonda de
gPCR para o gene ACTB compreende a SEQ ID NO.: 46.

60. Método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 47 a 59, caracterizado pelo fato de que compreende o
uso de

um padrdo positivo e um padrao negativo para detectar
metilagdo de BMP3 na amostra, e

um padrdo positivo e um padrao negativo para detectar
metilagdo de NDRG4 na amostra.

61. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 60,
caracterizado pelo fato de que

0 padrao positivo para detectar metilacdo de BMP3
compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

GTTAGTTTGGTCGGGTGTTTTTAAAAATAAAGCGAGGA
GGGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTCGGGTTATATACGTCG
CGATTTATAGTTTTTTTTTAGCGTTGGAGTGGAGACGGCGTTCGTA
GCGTTTTGCGCGGGTGAGGTTCGCGTAGTTGTTGGGGAAGAGTT
TATTTGTTAGGTTGCGTTGGGTTAGCGTAGTAAGTGGGGTTGGTC
GTTATTTCGTTGTATTCGGTCGCGTTTCGGGTTTCGTGCGTTTTCG
TTTTAG (SEQ ID NO: 67);

o0 padrdo negativo para detectar metilacdo de BMP3
compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

GTTAGTTTGGTTGGGTGTTTTTAAAAATAAAGTGAGGAG
GGAAGGTATAGATAGATTTTGAAAATATTTGGGTTATATATGTTGT
GATTTATAGTTTTTTTTTAGTGTTGGAGTGGAGATGGTGTTTGTAG
TGTTTTGTGTGGGTGAGGTTTGTGTAGTTGTTGGGGAAGAGTTTAT
TTGTTAGGTTGTGTTGGGTTAGTGTAGTAAGTGGGGTTGGTTGTTA
TTTTGTTGTATTTGGTTGTGTTTTGGGTTTTGTGTGTTTTTGTTTTA
G (SEQ ID NO: 68);

o padrao positivo para detectar metilacdGo de NDRG4
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compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

TGAGAAGTCGGCGGGGGCGCGGATCGATCGGGGTGT
TTTTTAGGTTTCGCGTCGCGGTTTTCGTTCGTTTTTTCGTTCGTTTA
TCGGGTATTTTAGTCGCGTAGAAGGCGGAAGTTACGCGCGAGGG
ATCGCGGTTCGTTCGGGATTAGTTTTAGGTTCGGTATCGTTTCGC
GGGTCGAGCGTTTATATTCGTTAAATTTACGCGGGTACGTTTTCGC
GGCGTATCGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 69); e

0 padrdo negativo para detectar metilagdo de NDRG4
compreende uma sequéncia de polinucleotideos de

TGAGAAGTTGGTGGGGGTGTGGATTGATTGGGGTGTTT
TTTAGGTTTTGTGTTGTGGTTTTTGTTTGTTTTTTTGTTTGTTTATTG
GGTATTTTAGTTGTGTAGAAGGTGGAAGTTATGTGTGAGGGATTG
TGGTTTGTTTGGGATTAGTTTTAGGTTTGGTATTGTTTTGTGGGTT
GAGTGTTTATATTTGTTAAATTTATGTGGGTATGTTTTTGTGGTGTA
TTGTTTTTAGTT (SEQ ID NO.: 70).

62. Método de acordo com qualquer uma das

reivindicagcdes 47 a 61, caracterizado pelo fato de que compreende
amplificar um padrédo de controle de qualidade na etapa c) e na etapa
d).

63. Método para o diagnostico e o tratamento de um cancer
colorretal (CRC) e/ou adenoma avangado (AA) em um paciente com
necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que compreende
determinar a presenca ou auséncia de CRC e/ou de AA no paciente
através do uso de um kit como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 21, e o tratamento do paciente depender da
presenca ou auséncia de CRC e/ou AA no paciente.

64. Método para o diagnostico e o tratamento de um cancer
colorretal (CRC) e/ou adenoma avangado (AA) em um paciente com
necessidade do mesmo, caracterizado pelo fato de que compreende

determinar a presenca ou auséncia de CRC e/ou de AA no paciente
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através do uso de um meétodo como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 22 a 62, e o tratamento do paciente depender da

presenca ou auséncia de CRC e/ou AA no paciente.
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RESUMO
Patente de Invencdo: “KIT PARA RASTREAMENTO DE CANCER
COLORRETAL E ADENOMA AVANGADO E SUA APLICAGAO”.

A presente invencdo refere-se a combinagdes de
iniciadores e sondas para a realizacdo de PCRs quantitativas que
podem ser usadas para determinar o estado e nivel de metilacdo do
gene BMP3 e de genes NDRG4 em um paciente com necessidade do
mesmo, que resulta em especificidade diagnostica
surpreendentemente alta e sensibilidade para diagnosticar a presencga
ou a auséncia de cancer colorretal (CRC) e/ou adenoma avancado
(AA) em um paciente com necessidade do mesmo. A invengéo

apresenta composicdes e métodos para a realizagdo do diagndstico.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

D84 BCS850FD1T45700

Campo 2

E22B7 6 18BET¢CZ26 6 8A

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA - P249550.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 13/11/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 18:00:12
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: D84BC850FD145700
- Campo 2: E22B7618BEC2668A
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