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“MÉTODOS PARA A DETECÇÃO DE UM ANALITO E DE UM ÁCIDO 

NUCLEICO EM UMA AMOSTRA, E DE SINTETIZAÇÃO DE UMA 

MOLÉCULA DE ÁCIDO NUCLEICO OU DE ANÁLOGO DE ÁCIDO 

NUCLEICO, KIT REAGENTE, USO DO MESMO, MOLÉCULA DE 

ÁCIDO NUCLEICO OU DE ANÁLOGO DE ÁCIDO NUCLEICO E 5 

PRODUTO ASSOCIADO” 

CAMPO DA INVENÇÃO 

A presente invenção refere-se a métodos e reagentes para a 

detecção de analitos, e.g., ácidos nucleicos. Os novos métodos e reagentes 

permitem uma detecção simples e sensível mesmo em amostras biológicas 10 

complexas. 

FUNDAMENTOS DA INVENÇÃO 

A análise rápida de material genético para seqüências alvo 

específicas, e.g., para a presença de polimorfismos de nucleotídeos únicos, 

para a presença de um certo gene, e.g., um gene de resistência, ou de mRNA 15 

requer novas ferramentas de facilidade de uso, eficientes e confiáveis. O 

maior problema é a necessidade de detectar o DNA ou RNA de interesse 

diretamente em pequenas amostras biológicas, tais como sangue de paciente 

ou plantas. Estas fornecem o analito somente em quantidades diminutas. Para 

se alcançar a sensibilidade requerida, uma etapa de amplificação é usualmente 20 

requerida, em que o analito de ácido nucleico é amplificado antes da análise 

ou um método de detecção é usado em que o sinal de detecção diminuto, 

diretamente obtido do analito de DNA/RNA, é amplificado. 

Os métodos para a amplificação do analito de ácido nucleico 

incluem PCR e outros protocolos de amplificação de ácido nucleico. A 25 

amplificação de PCR tem a maior vantagem que, dentro de um conjunto de 

diferentes filamentos de DNA obtidos do material biológico, somente a 

seqüência de DNA de interesse é amplificada. Isto é a base para a análise 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Método para a detecção de um analito selecionado de ácidos 

nucleicos em uma amostra, caracterizado pelo fato de que compreende as 

etapas de: 

(i) fornecer uma amostra; 5 

(ii) contatar a amostra com um composto funcionalizado 

compreendendo pelo menos um grupo funcional selecionado de grupos 

alquino e azida, que é um primeiro parceiro de reação para uma reação Click, 

dita reação Click sendo uma reação de cicloadição (3+2) entre grupos azida e 

alquino formando um anel 1,2,3-triazol, e em que o grupo funcional é ligado a 10 

um nucleobase de um composto nucleosídico ou nucleotídico, ou um 

oligômero ou polímero do mesmo, sob condições em que dito composto 

forma um produto associado com o analito a ser detectado ou o complemento 

do mesmo; 

 (iii) contatar o produto associado com um segundo parceiro de 15 

reação para dita reação Click compreendendo o grupo azida ou alquino 

complementar sob condições em que uma reação Click entre o primeiro e 

segundo parceiros de reação ocorre, em que o segundo parceiro de reação 

ainda compreende um grupo marcador ou um grupo percursor de marcador, 

 (iv) se necessário, converter os grupos precursores de 20 

marcadores em grupos marcadores, e 

(v) detectar os ditos grupos marcadores. 

2. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo 

fato de que compreende uma detecção qualitativa. 

3. Método de acordo com a reivindicação 1 ou 2, caracterizado 25 

pelo fato de que compreende uma detecção quantitativa. 

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

3, caracterizado pelo fato de que o analito a ser detectado é um ácido nucleico 

selecionado a partir de DNA e RNA. 
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5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

4, caracterizado pelo fato de que a amostra é uma amostra biológica. 

6. Método de acordo com a reivindicação 5, caracterizado pelo 

fato de que a amostra é uma amostra agricultural ou nutricional. 

7. Método de acordo com a reivindicação 6, caracterizado pelo 5 

fato de que a amostra é uma amostra clínica. 

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

7, caracterizado pelo fato de que a detecção é realizada diretamente sem 

amplificação. 

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 10 

7, caracterizado pelo fato de que a detecção é realizada em combinação com 

uma etapa de amplificação. 

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 9, caracterizado pelo fato de que uma detecção específica para seqüência de 

um analito de ácido nucleico é realizada. 15 

11. Método de acordo com a reivindicação 10, caracterizado 

pelo fato de que a formação do dito produto associado compreende uma 

reação de hibridização específica para seqüência. 

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 11, caracterizado pelo fato de que o nucleobase é selecionado a partir de 20 

bases purina e pirimidina de ocorrência natural ou de ocorrência não-natural. 

13. Método de acordo com a reivindicação 12, caracterizado 

pelo fato de que o grupo funcional é ligado nas posições 5 e 6, 

preferencialmente na posição 5, de uma nucleobase de pirimidina ou nas 

posições 7 e 8, preferencialmente na posição 7, de uma nucleobase de purina.  25 

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 13, caracterizado pelo fato de que o grupo funcional é ligado ao composto 

através de uma ligação direta ou espaçador. 

15. Método de acordo com a reivindicação 14, caracterizado 
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pelo fato de que o dito espaçador é um espaçador flexível ou um espaçador 

pelo menos parcialmente rígido. 

16. Método de acordo com a reivindicação 15, caracterizado 

pelo fato de que o espaçador compreende pelo menos um grupo selecionado 

dentre grupos alqueno, grupos alquino, grupos cíclicos, particularmente 5 

grupos aromáticos e heteroaromáticos, e combinações destes. 

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 16, caracterizado pelo fato de que o dito composto funcionalizado é 

selecionado de: 

(i) um bloco de construção de ácido nucleico ou análogo de 10 

ácido nucleico funcionalizado e/ou 

(ii) um ácido nucleico ou análogo de ácido nucleico 

funcionalizado. 

18. Método de acordo com a reivindicação 17, caracterizado 

pelo fato de que a formação do dito produto associado compreende a 15 

incorporação do dito bloco de construção funcionalizado em uma molécula de 

ácido nucleico ou de análogo de ácido nucleico. 

19. Método de acordo com a reivindicação 18, caracterizado 

pelo fato de que o dito nucleotídeo funcionalizado ou análogo de nucleotídeo 

é enzimaticamente incorporado em uma molécula de ácido nucleico. 20 

20. Método de acordo com a reivindicação 18, caracterizado 

pelo fato de que a formação do dito produto associado compreende a ligação 

do dito ácido nucleico ou análogo de ácido nucleico funcionalizado ao analito 

a ser detectado. 

21. Método de acordo com a reivindicação 20, caracterizado 25 

pelo fato de que a ligação compreende a hibridização em um analito de ácido 

nucleico. 

22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 17 

a 21, caracterizado pelo fato de que compreende uma reação de extensão de 
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iniciador opcionalmente em combinação com uma reação de amplificação de 

ácido nucleico. 

23. Método de acordo com a reivindicação 22, caracterizado 

pelo fato de que compreende: 

fornecer pelo menos uma molécula iniciadora que hibridiza 5 

sob as condições de ensaio com o analito de ácido nucleico a ser detectado ou 

seu complemento, e 

estender o dito iniciador, 

em que pelo menos um nucleotídeo ou análogo de nucleotídeo 

funcionalizado é incorporado no produto de extensão. 10 

24. Método de acordo com a reivindicação 22 ou 23, 

caracterizado pelo fato de que compreende: 

fornecer pelo menos uma molécula iniciadora funcionalizada 

que hibridiza sob as condições de ensaio com o analito de ácido nucleico a ser 

detectado ou seu complemento, 15 

estender a dita molécula iniciadora, 

em que uma molécula iniciadora estendida é formada. 

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 21 

a 24, caracterizado pelo fato de que compreende: 

fornecer uma sonda de hibridização funcionalizada que 20 

hibridiza sob as condições de ensaio com o analito de ácido nucleico a ser 

detectado ou seu complemento, 

em que um produto de hibridização é formado. 

26. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 19 

a 25, caracterizado pelo fato de que compreende: 25 

fornecer uma sonda de hibridização funcionalizada que 

hibridiza sob as condições de ensaio com o analito de ácido nucleico a ser 

detectado ou o seu complemento, e 

submeter o produto de hibridização a um tratamento em que 
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um produto de hibridização contendo pelo menos uma diferença é dissolvido, 

em que a presença de um produto de hibridização não dissolvido é indicativa 

da presença e/ou quantidade de um ácido nucleico que tem uma seqüência 

completamente complementar à sonda de hibridização. 

27. Método de acordo com a reivindicação 26, caracterizado 5 

pelo fato de que o tratamento compreende um tratamento de digestão de 

diferença. 

28. Método de acordo com a reivindicação 27, caracterizado 

pelo fato de que o tratamento de digestão de diferença compreende contatar o 

produto de hibridização com uma glicosilase de diferença. 10 

29. Método de acordo com a reivindicação 26, caracterizado 

pelo fato de que o tratamento compreende um tratamento de hibridização 

diferencial. 

30. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 29, caracterizado pelo fato de que a detecção é realizada por meios ópticos. 15 

31. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 30, caracterizado pelo fato de que a detecção é realizada por meios elétricos. 

32. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 31, caracterizado pelo fato de que compreende uma detecção paralela de 

uma pluralidade de ácidos nucleicos. 20 

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 32, caracterizado pelo fato de que a detecção é realizada em uma superfície 

sólida, por exemplo, em um chip de microarranjo. 

34. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 33, caracterizado pelo fato de que o segundo parceiro de reação compreende 25 

um grupo marcador selecionado dentre grupos marcadores opticamente 

detectáveis, particularmente grupos marcadores de fluorescência ou de grupos 

marcadores ativos redox. 

35. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 
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a 34, caracterizado pelo fato de que o segundo parceiro de reação compreende 

um grupo precursor de marcador selecionado dentre grupos aldeído e grupos 

aldeído protegidos e grupos precursores de aldeído. 

36. Método de acordo com a reivindicação 35, caracterizado 

pelo fato de que converter os grupos precursores de marcador em grupos 5 

marcadores compreende a formação de deposições de metal em torno de 

grupos aldeído. 

37. Kit reagente para a detecção de um analito em uma 

amostra, caracterizado pelo fato de que compreende: 

(a) um composto funcionalizado compreendendo 10 

(a.1) pelo menos um grupo funcional Click selecionado a partir 

de grupos alcino e azida que é um primeiro parceiro de reação para uma 

reação Click, dita reação Click sendo uma reação de cicloadição (3+2) entre 

grupos azida e alcino formando um anel 1,2,3-triazol, e 

(a.2) um bloco de construção de ácido nucleico ou análogo de 15 

ácido nucleico, em que o grupo funcional é ligado a uma nucleobase, 

 (b) um segundo parceiro de reação para dita reação Click 

compreendendo o grupo azida ou alquino complementar, em que o segundo 

parceiro de reação compreende ainda um grupo marcador ou um grupo 

percursor de marcador, e 20 

 (c) opcionalmente um reagente de formação de marcador 

capaz de converter os grupos precursores de marcador em grupos marcadores.   

38. Kit reagente de acordo com a reivindicação 37, 

caracterizado pelo fato de ser para aplicações agriculturais. 

39. Kit reagente acordo com a reivindicação 38, caracterizado 25 

pelo fato de ser para a detecção de ácidos nucleicos de plantas, patógenos de 

planta ou pestes de planta, tais como insetos. 

40. Kit reagente de acordo com a reivindicação 38 ou 39, 

caracterizado pelo fato de ser para a detecção de variabilidades genéticas, por 
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exemplo, SNPs em plantas, patógenos de planta ou pestes de planta. 

41. Kit reagente de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 38 a 40, caracterizado pelo fato de ser para detectar ou 

monitorar resistências, tolerâncias ou intolerâncias a herbicida, fungicida ou 

pesticida, por exemplo, resistências, tolerâncias ou intolerâncias a pesticida 5 

em fungos, insetos ou plantas. 

42. Kit reagente de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 38 a 41, caracterizado pelo fato de ser para a genotipação, por 

exemplo, para a detecção e/ou diferenciação de espécies ou cepas de fungos, 

insetos ou plantas. 10 

43. Kit reagente de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 38 a 42, caracterizado pelo fato de ser para a detecção e/ou 

diferenciação de organismos ou cepas geneticamente modificadas, por 

exemplo, organismos ou cepas de fungos, insetos ou plantas. 

44. Kit reagente de acordo com a reivindicação 37, 15 

caracterizado pelo fato de ser para aplicações diagnósticas ou forênsicas. 

45. Kit reagente de acordo com a reivindicação 44, 

caracterizado pelo fato de ser para detectar variabilidades genéticas, por 

exemplo, SNPs em humanos. 

46. Kit reagente de acordo com a reivindicação 44 ou 45, 20 

caracterizado pelo fato de ser para detectar resistências, tolerâncias ou 

intolerâncias, ou alergias a medicamentos. 

47. Kit reagente de acordo com a reivindicação 44 ou 45, 

caracterizado pelo fato de ser para genotipação. 

48. Kit reagente de acordo com qualquer uma das 25 

reivindicações 44 a 47, caracterizado pelo fato de ser para a detecção de 

organismos ou cepas geneticamente modificadas, por exemplo, organismos ou 

cepas de bactérias ou vírus. 

49. Kit reagente de acordo com qualquer uma das 
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reivindicações 44 a 48, caracterizado pelo fato de ser para diagnosticar 

doenças, por exemplo, doenças genéticas, doenças de alergia, doenças 

autoimunes ou doenças infecciosas. 

50. Kit de reagente de acordo com a reivindicação 37, 

caracterizado pelo fato de ser para a detecção de função e/ou expressão de 5 

genes. 

51. Kit reagente de acordo com a reivindicação 37, 

caracterizado pelo fato de ser para proteção de marca. 

52. Kit reagente de acordo com a reivindicação 51, 

caracterizado pelo fato de ser para a detecção de informação específica 10 

codificada em produtos. 

53. Kit reagente de acordo com a reivindicação 37, 

caracterizado pelo fato de ser para aplicações nutricionais, particularmente na 

área alimentícia. 

54. Kit reagente de acordo com a reivindicação 37, 15 

caracterizado pelo fato de ser para análise epigenéticas. 

55. Kit reagente de acordo com a reivindicação 54, 

caracterizado pelo fato de ser para a análise de um padrão de metilação de 

DNA. 

56. Uso do kit reagente como definido na reivindicação 37, 20 

caracterizado pelo fato de ser em um método como definido em qualquer uma 

das reivindicações 1 a 36. 

57. Molécula de ácido nucleico ou de análogo de ácido 

nucleico, caracterizada pelo fato de ter incorporada nela pelo menos um 

composto da fórmula (II): 25 

C-S-N 

em que C é um grupo funcional Click selecionado a partir de 

grupos alquino e azida, que é um primeiro parceiro de reação para uma reação 

Click, dita reação Click sendo uma reação de cicloadição (3+2) entre grupos 
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azida e alquino formando um anel 1,2,3-triazol,  

S é um espaçador, e 

N é um bloco de construção de ácido nucleico ou análogo de 

ácido nucleico, tal como um composto nucleosídico ou nucleotídico,  

em que o grupo funcional é um grupo alquino ligado às 5 

posições 5 e 6, preferivelmente na posição 5, de uma nucleobase de 

pirimidina ou nas posições 7 e 8, preferivelmente na posição 7, de uma 

nucleobase de purina, e em que a molécula de ácido nucleico ou análogo de 

ácido nucleico é capaz de hibridizar com um ácido nucleico complementar. 

58. Molécula de ácido nucleico ou de análogo de ácido 10 

nucleico de acordo com a reivindicação 57, caracterizada pelo fato de que é 

um ácido nucleico selecionado de DNA e RNA, ou uma molécula de análogo 

de ácido nucleico selecionada de ácidos nucleicos peptídicos, ácidos nucleicos 

de morfolino ou ácidos nucleicos travados. 

59. Método de sintetização de uma molécula de ácido nucleico 15 

ou de análogo de ácido nucleico que é capaz de hibridizar com um ácido 

nucleico complementar como definido na reivindicação 57, caracterizado pelo 

fato de que compreende a incorporação de um bloco de construção de 

nucleotídeo ou análogo de nucleotídeo compreendendo um composto (II): 

C-S-N 

em que C é um grupo funcional Click selecionado a partir de 20 

grupos alquino e azida, que é um primeiro parceiro de reação para uma reação 

Click, dita reação Click sendo uma reação de cicloadição (3+2) entre grupos 

azida e alquino formando um anel 1,2,3-triazol,  

S é um espaçador, e 

N é um bloco de construção de ácido nucleico ou análogo de 25 

ácido nucleico, tal como um composto nucleosídico ou nucleotídico,  

 em que o grupo funcional é um grupo alquino ligado às 

posições 5 e 6, preferivelmente na posição 5, de uma nucleobase de 
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pirimidina ou nas posições 7 e 8, preferivelmente na posição 7, de uma 

nucleobase de purina em uma molécula de ácido nucleico ou análogo de ácido 

nucleico. 

60. Método de acordo com a reivindicação 59, caracterizado 

pelo fato de que compreende uma síntese química e/ou uma síntese 5 

enzimática. 

61. Método de acordo com a reivindicação 59 ou 60, 

caracterizado pelo fato de que ainda compreende contatar a molécula de ácido 

nucleico ou análogo de ácido nucleico com um segundo parceiro de reação do 

composto (II) e realizar uma reação Click entre o primeiro e segundo 10 

parceiros de reação, dita reação Click sendo uma reação de cicloadição (3+2) 

entre grupos azida e alquino formando um anel 1,2,3-triazol.  

62. Produto associado, caracterizado pelo fato de ser da 

molécula de ácido nucleico ou análogo de ácido nucleico como definido na 

reivindicação 57 ou 58 com um analito. 15 

63. Produto de acordo com a reivindicação 62, caracterizado 

pelo fato de que é um produto de hibridização com um ácido nucleico 

complementar. 
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