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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para “METO-
DOS DE PCR ASSIMETRICA”.
1. Antecedentes da invengéo
[0001] A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é amplamente uti-
lizada para amplificar trechos de DNA, incluindo DNA gendémico bem
como de cDNA obtido por transcricdo reversa de RNA, em ensaios para
fins diagnésticos e outros. A PCR é uma série repetida de etapas de
desnaturacéao, ou dissociacéo (melting) de fitas, para criar moldes de fita
simples; anelamento de primers (iniciadores); e extensao de primers por
uma DNA polimerase termicamente estavel tal como a DNA polimerase
de Thermus aquaticus (Taq).
[0002] Um protocolo tipico de PCR em trés etapas (ver PCR PRO-
TOCOLS, a Guide to Methods and Applications, Innis et al. eds., Aca-
demic Press (San Diego, Califérnia (EUA) 1990, Capitulo 1) pode incluir
desnaturacéo, ou dissociacao de fitas, a 93-95 °C por mais de 5 segun-
dos, anelamento de primers a 55-65 °C por 10-60 segundos e extensao
de primers por 15-120 segundos a uma temperatura na qual a polime-
rase é altamente ativa, por exemplo, 72 °C para Taq DNA polimerase.
Um protocolo tipico de PCR em duas etapas pode diferir por ter a
mesma temperatura para o anelamento e para a extensao de primers,
por exemplo, 60 °C ou 72 °C. Para PCR em trés etapas ou duas etapas,
a amplificacdo envolve a ciclagem da mistura de reacéo através da série
de etapas anterior inUmeras vezes, tipicamente 25-40 vezes. No decor-
rer da reacao, os tempos e temperaturas das etapas individuais na rea-
cao podem nao ser alterados de ciclo para ciclo, ou podem ser alterados
em um ou mais pontos no decorrer da reagao para promover eficiéncia
ou incrementar a seletividade.
[0003] Além do par de primers e do acido nucleico alvo, uma mistura

de reacdo PCR contém tipicamente cada um dos quatro desoxirribonu-
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cleotideos 5' trifosfatos (ANTPs), tipicamente em concentracdes equi-
molares, uma polimerase termoestavel, um cétion bivalente (tipica-
mente Mg?*) e um agente de tamponamento. Uma transcriptase reversa
é tipicamente incluida para alvos RNA, a menos que a polimerase pos-
sua essa atividade. O volume de tais reacdes é tipicamente 25-100 pL.
Sequéncias alvo multiplas podem ser amplificadas na mesma reacao.
No caso de amplificacdo de cDNA, a PCR é precedida por uma reacao
separada para transcricao reversa do RNA em cDNA, a menos que a
polimerase usada na PCR possua a atividade de transcriptase reversa.
O numero de ciclos para uma determinada amplificacdo por PCR de-
pende de diversos fatores incluindo: a) a quantidade do material de par-
tida, b) a eficiéncia da reacao e ¢) o método e sensibilidade de deteccéo
ou analise subsequente do produto. As condicdes de ciclagem, as con-
centracdes de reagentes, o desenho de primers e aparelhos adequados
para reacdes ciclicas tipicas de amplificacdo sdo bem conhecidas na
técnica (ver, por exemplo, Ausubel, F. Current Protocols in Molecular
Biology (1988), Capitulo 15: “The Polymerase Chain Reaction”, J. Wiley
(New York, N.Y. (EUA)).

[0004] Idealmente, cada fita de cada molécula de amplicon hibri-
diza-se (referido como “ligar-se” a) com um primer em uma extremidade
e serve como molde para uma rodada subsequente de sintese. A taxa
de geracao de produtos da extenséo de primers, ou amplicons, €, assim,
exponencial, dobrando durante cada ciclo. Os amplicons incluem fitas
positivas (+) e negativas (-), as quais se hibridizam entre si para formar
fitas duplas.

[0005] As reacdes PCR séo projetadas tipicamente para ser simé-
tricas, ou seja, para produzir copias de fitas duplas utilizando um primer
forward (senso) e um primer reverse (antissenso), concebidos para que

suas “temperaturas de dissociagao”, ou “Tm”, sejam iguais ou dentro de

Peticéo 870200060450, de 15/05/2020, pag. 12/68



3/37

poucos °C uma da outra. Programas de computador, software, comu-
mente usados para o desenho de primers advertem para evitarem dife-
rencas grandes de Tm e que disponham de recursos automaticos para
igualarem Tm.

[0006] Para diferenciar a PCR tipica dos métodos de PCR assimé-
trica aqui descritos, a PCR tipica é referida no presente como PCR “si-
métrica”. A PCR simétrica resulta, assim, em um aumento exponencial
de uma ou mais moléculas de amplicon de fita dupla, e ambas as fitas
de cada amplicon acumulam-se em quantidades iguais durante cada ro-
dada de replicacéo. A eficiéncia da amplificacdo exponencial via PCR
simétrica declina, no final, e a taxa de acumulo do amplicon desacelera
e para. A andlise cinética da PCR simétrica revela que as reacfes sado
compostas por a) uma fase de amplificacdo nao detectada (ciclos inici-
ais) durante a qual ambas as fitas da sequéncia alvo aumentam expo-
nencialmente, mas a quantidade do produto assim acumulada até o mo-
mento € abaixo do nivel detectavel do método de deteccao especifica-
mente em uso; b) uma fase de amplificacéo detectada (ciclos adicionais)
durante a qual ambas as fitas da sequéncia alvo continuam a aumentar
em paralelo e a quantidade do produto € detectavel; c) uma fase de platé
(ciclos terminais) durante a qual a sintese de ambas as fitas do amplicon
para gradualmente e a quantidade de produto ndo aumenta mais. As
reacdes simétricas desaceleram e param por causa das concentracdes
crescentes de fitas complementares do amplicon que hibridizam entre
si (voltam a se anelar), e isso faz com os primers separados nao consi-
gam competir e hibridizar-se com suas respectivas fitas alvo. Tipica-
mente, as reacdes sdo executadas por tempo suficiente para garantir o
acumulo de uma quantidade detectavel de produto, sem considerar o
namero exato de ciclos necessarios para alcancgar esse objetivo.

[0007] Uma técnica que encontrou uso limitado para producao de
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DNA fita simples diretamente em uma reacédo PCR é de “PCR assimé-
trica”. Gyllensten and Erlich, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85:
7652-7656 (1988); Gyllensten and Erlich, 1991, Patente U.S. N° 5 066
584. A PCR assimétrica tradicional diferente da PCR simétrica pelo fato
de um dos primers ser adicionado em quantidade limitadora, tipicamente
1/100° a 1/5° da concentracdo do outro primer. O amplicon dupla fita
acumula-se durante os ciclos iniciais de temperatura, como na PCR si-
métrica, mas um primer é esgotado, tipicamente depois de 15-25 ciclos
de PCR, dependendo do numero de moldes iniciais. A amplificacao li-
near de uma fita ocorre durante os ciclos subsequente, utilizando o pri-
mer que néo foi esgotado. Os primers utilizados em reacdes PCR assi-
métrica relatados na literatura séo frequentemente os mesmos primers
conhecidos para PCR simétrica. Poddar (Poddar, 2000, Mol. Cell Pro-
bes 14: 25-32) comparou PCR simétrica e assimétrica na amplificacao
de um substrato de adenovirus por um ensaio de ponto final que incluiu
40 ciclos térmicos. Ele relatou que uma razédo para primers de 50:1 era
Otima e que os ensaios de PCR assimétrica exibiam sensibilidade me-
Ihor, que, no entanto, decrescia significativamente para solucdes com
substrato diluido que supostamente continham ndmeros menores de
moléculas alvo.

[0008] Assim, h& necessidade de métodos melhorados de amplifi-
cacao por PCR assimétrica que sejam capazes de detectar moléculas
alvo presentes em baixas quantidades em uma amostra, por exemplo,
em aplicagbes diagnosticas.

2. Sumaério da invencéao

[0009] A presente invencdo refere-se a métodos melhorados de
PCR assimétrica e primers e kits Uteis para a mesma.

[0010] Os meétodos de PCR assimétrica da invencgao incluem uma

fase exponencial e uma fase linear. Durante a fase exponencial, as duas
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fitas do acido nucleico alvo sdo amplificadas. Durante a fase linear, ape-
nas uma das fitas € amplificada, resultando em excesso de uma Unica
fita do &cido nucleico alvo.

[0011] Os métodos de PCR assimétrica conseguem 0 excesso de
uma Unica fita através do uso de pares de primers de comprimentos e
temperaturas de dissociacdo, sendo o primer mais longo designado no
presente como o “Primer Estendido” e o primer mais curto designado no
presente como o0 “Primer Nao Estendido”. O Primer Estendido possui
uma temperatura de dissociacédo mais elevada do que o Primer Nao Es-
tendido e pode ser utilizado amplificar seletivamente uma Unica fita do
acido nucleico alvo por meio de ciclos de PCR nos quais a etapa de
anelamento é realizada a uma temperatura maior do que a temperatura
de dissociacao do Primer Nao Estendido, mas menor do que a tempe-
ratura de dissociacdo do Primer Estendido. A amplificacdo seletiva da
origem a uma mistura de produtos da PCR que € enriquecida com a fita
alvo a ser sondada em um ensaio subsequente de deteccéo.

[0012] Os Primers Estendidos contém, além da sequéncia comple-
mentar ao acido nucleico alvo, uma extensédo 5’ contendo uma sequén-
cia que é complementar a parte de ligacdo ao alvo do mesmo primer.
Sem estarem vinculados a teoria, 0s inventores acreditam que o uso da
extensao 5’ permite a hibridizag&o intramolecular ou intermolecular de
moléculas do Primer Estendido e impede a ligacao arbitraria ou néao es-
pecifica desses primers mais longos a moléculas de DNA presentes na
reacdo PCR no inicio da reacao PCR. Isso, por sua vez, impede a am-
plificacdo ndo especifica do DNA e evita “ruido” no produto da PCR, o
gue pode ser problematico quando se amplifica um alvo que esta pre-
sente em baixas quantidades em uma amostra bioldgica.

[0013] Outro aspecto desta invencédo constitui kits de reagentes
para execucao dos procedimentos de PCR assimétrica aqui descritos.

3. Breve descricdo dos desenhos
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[0014] Figura 1: ilustra um par de primers Uteis para os métodos de
PCR assimétrica da invengédo, compreendendo um Primer N&o Esten-
dido, o qual pode ser um primer tradicional utilizado em processos de
PCR simétrica, e um Primer Estendido composto por uma regiao “A”,
que é complementar ao &cido nucleico alvo, uma regido “B” que inclui
uma Repeticédo Direta ou Repeticdo Invertida de pelo menos uma parte
da regido “A”, e uma regiao “C” opcional, que pode incluir uma sequén-
cia espacadora e/ou parte ou todo o sitio de reconhecimento para a en-
donuclease de restricao.

[0015] Figura 2A-2C: A Figura 2A ilustra a hibridizag&o intermolecu-
lar de Primers Estendidos que ocorre quando a regido “B” contém uma
Repeticao Invertida de pelo menos uma parte da regido “A”. A Figura 2B
ilustra a hibridizacao intramolecular de Primers Estendidos que ocorre
quando a regido “B” contém uma Repeticdo Direta de pelo menos uma
parte da regiao “A”. A Figura 2C ilustra a hibridizac&o intramolecular de
Primers Estendidos que ocorre quando a regido “B” contém uma Repe-
ticdo Invertida de pelo menos uma parte da regido “A”. De preferéncia,
a regido de complementaridade entre a regido “A” e a regido “B” € em
ou proximo a extremidade 5’ da regido “A”.

[0016] A Figura 3 ilustra a etapa de desnaturacdo em uma reacéao
PCR assimétrica da invencao. Na etapa de desnaturacdo, uma mistura
de reacédo PCR (tipicamente contendo uma amostra biolégica contendo
ou em risco de conter um acido nucleico alvo, um Par de Primers Assi-
meétricos, uma DNA polimerase termoestavel e reagentes da PCR) é
aguecida até acima do ponto de dissociacao do acido nucleico alvo, re-
sultando na desnaturacéo do acido nucleico alvo (se presente) e do Pri-
mer Estendido no Par de Primers Assimétricos de modo a formar fitas
simples.

[0017] A Figura 4 ilustra a etapa de anelamento da fase exponencial
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das reacOes PCR assimétrica da invenc¢ao, a qual ocorre abaixo da tem-
peratura de dissociacdo do Primer Nao Estendido. Tanto o Primer Nao
Estendido como o Primer Estendido no Par de Primers Assimétricos hi-
bridizam-se com as suas respectivas fitas complementares. A Figura 4
mostra o anelamento (também designado hibridizac&o ou ligacéo) ao
DNA alvo, como ocorre nos ciclos iniciais da PCR, mas em ciclos sub-
sequentes, o anelamento provavelmente ocorre entre primers e sequén-
cias complementares nos produtos da PCR. Por causa das regides “B”
e “C” opcional no Primer Estendido, os principais da PCR terdo as se-
guéncias ou seus complementos, conforme representadas na Figura 5B
e na Figura 6.

[0018] Figuras 5A-5B: A Figura 5A e a Figura 5B ilustram a etapa
de extensdo da fase exponencial das reacfes PCR assimétrica da in-
vencao, durante a qual a DNA polimerase termoestavel estende o DNA
dos primers utilizando o DNA complementar como molde. A regiao de
extensdo € representada em linhas tracejadas. O molde, na Figura 5A,
€ uma fita do DNA alvo e, na Figura 5B, € uma fita do produto da PCR
obtido com o Par de Primers Assimétricos e o DNA alvo.

[0019] A Figura 6 ilustra a etapa de anelamento e extensdo simul-
taneos da fase linear das reac6es PCR assimétrica da invencéo, a qual
ocorre acima da temperatura de dissociacdo do Primer N&o Estendido
e abaixo da temperatura de dissociacao do Primer Estendido, usando a
Fita 2 de Produto da PCR como molde. Isso resulta na amplificacéo as-
simétrica da Fita 2 de Produto da PCR, resultando em excesso de mo-
léculas da Fita 2 de Produto da PCR em relacdo a moléculas da Fita 1
de Produto da PCR no final da reacdo PCR.

[0020] Figura 7A-7B: A Figura 7A mostra a sequéncia do RNA ri-
bossdmico 17S de Solanum lycopersicum, com uma regido alvo de 160
bases mostrada em negrito que é amplificada utilizando o Par de Pri-

mers Assimétricos mostrado na Figura 7B. A Figura 7B mostra um Par
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de Primers Assimétricos Uteis para a amplificacdo da regido de 160 ba-
ses mostrada em negrito na Figura 7A, com a regiao “A” do Primer Es-
tendido mostrada em texto regular e a regido “B” (que € uma Repeticdo
Invertida da parte com sublinhado duplo da regido “A”) mostra no texto
em negrito. Esse Primer Estendido ndo contém a regido “C” opcional.
[0021] A Figura 8 mostra os resultados de um estudo para otimizar
0 numero de ciclos exponenciais e lineares nos métodos de PCR assi-
métrica da invencéao utilizando primers de S. aureus e sondas. A inten-
sidade do sinal € medida em unidades arbitrarias (“a.u.”).

[0022] A Figura 9 mostra os resultados de um estudo para comparar
o limite de deteccédo de alvos com numero baixo de copias através dos
métodos de PCR assimétrica da invencéo versus PCR tradicional (si-
métrica) PCR utilizando primers de S. aureus e sondas. A intensidade
do sinal € medida em unidades arbitrarias (“a.u.”).

4. Descricao detalhada da invencao

4.1 Definigbes

[0023] Primer estendido: Primer de PCR que contém (a) uma regiao
“‘A” em sua extremidade 3’ que possui pelo menos 75% de identidade
de sequéncia com uma regido correspondente da Fita 1 Alvo ou pelo
menos 75% de complementaridade de sequéncia com uma regido cor-
respondente na Fita 2 Alvo; (b) uma regido “B” em sua extremidade 5’
gue compreende uma sequéncia que € complementar a pelo menos
uma parte da regido “A”; e (c) uma regiao “C” opcional posicionada entre
as regioes “A” e “B”.

[0024] Primer nao estendido: Primer de PCR que consiste essenci-
almente em uma sequéncia de nucleotideos tendo pelo menos 75% de
identidade de sequéncia com uma regiao correspondente na Fita 2 Alvo
ou pelo menos 75% de complementaridade de sequéncia a uma regiao

correspondente na Fita 1 Alvo. O termo “consistir essencialmente em”
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guando em referéncia ao Primer Nao Estendido significa que a sequén-
cia de nucleotideos ndo pode conter mais do que 3 nucleotideos adici-
onais 5’ na regido de complementaridade (pelo menos 75%) a sequén-
cia alvo.

[0025] Par de primers: Par de primer forward e reverse (cada qual
pode ser uma mistura de primers com variacdes na sequéncia para re-
fletir possiveis variacfes na sequéncia alvo) que é capaz de hibridizar-
se com e iniciar uma reacéo de polimerizacdo de DNA a partir de fitas
diferentes da mesma molécula de acido nucleico dentro de uma regiéao
com menos de 5.000 pares de base. Em certas modalidades, o par de
primers € capaz de hibridizar-se com e iniciar uma reacéo de polimeri-
zacgdo de DNA a partir de fitas diferentes da mesma molécula de acido
nucleico dentro de uma regido com menos de 2.500 pares de base ou
menos de 1.500 pares de base.

[0026] Par de primers assimétricos: Par de primers que consiste em
um Primer Estendido e um Primer Nao Estendido.

[0027] Temperatura de dissociacdo (Tm): a temperatura a qual me-
tade de um duplex de DNA se dissociara para tornar-se fita simples. As
Tm de primers lineares compostos por desoxirribonucleotideos (DNA)
foram comumente calculadas pelo método do “percentual de GC” (PCR
PROTOCOLS, a Guide to Methods and Applications, Innis et al. eds.,
Academic Press (San Diego, Califérnia (EUA) 1990) ou o método de “2
(A+T) mais 4 (G+C)” (Wallace et al., 1979, Nucleic Acids Res. 6
(11):3543-3557) ou 0 método do “Vizinho mais proximo” (Santa Lucia,
1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 1460-1465; Allawi and Santa Lucia,
1997, Biochem. 36:10581-10594). Para fins das reivindicacdes, a Tm de
um DNA é calculada de acordo com o método do “Vizinho mais pro-
ximo”, e bases ndo naturais (por exemplo, 2-desoxi-inosina) sao trata-

das como adeninas.
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[0028] Primer: Oligonucleotideo de DNA com pelo menos 12 nucle-
otideos e um grupo hidroxila livre em sua terminacéo 3’. Os primers po-
dem incluir nucleotideos naturais e ndo naturais (por exemplo, nucleoti-
deos contendo bases universais como 3-nitropirrol, 5-nitroindol ou 2-de-
soxi-inosina, sendo preferida 2-desoxi-inosina). A menos que o contexto
indique o contrario, o termo “primer” também se refere a uma mistura de
moléculas de primers que € criada quando bases mistas séo incluidas
no desenho e construcdo dos primers para que possam se hibridizar
com sequéncias variantes nas moléculas do acido nucleico alvo. As va-
riantes de sequéncias alvos podem ser variantes entre espécies ou da
mesma espécie. A nomenclatura padréo para bases mistas € mostrada

na Tabela 1:

Tabela 1
Nomenclatura de bases mistas
A G

CT

A C
G T
C G
AT
ACT
C,GT
ACG
AGT
N ACG, T

[0029] De preferéncia, cada primer ndo contém mais do que trés

O <| ®m I| S| nl X Z| <| ©

bases mistas na regido de complementaridade ao acido nucleico alvo.
Em algumas modalidades, um primer contém zero, uma, duas ou trés

bases mistas na regido de complementaridade ao acido nucleico alvo.
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[0030] Primer genérico: Primer cuja sequéncia consiste essencial-
mente na regido “B” do Primer Estendido. De preferéncia, os métodos
de amplificacdo assimétrica do DNA da invenc¢éo séo realizados na au-
séncia de Primers Geneéricos.

[0031] Repeticao direta: No contexto da regiao “B” de um Primer
Estendido, “Repeticdo Direta” significa uma sequéncia de nucleotideos
gue é o complemento direto de uma parte da regido “A” (ou seja, possui
a sequéncia complementar na mesma ordem de 5’ para 3).

[0032] Repeticao invertida: No contexto da regido “B” de um Primer
Estendido, “Repeticdo Invertida” significa uma sequéncia de nucleoti-
deos que € o complemento invertido de uma parte da regido “A” (ou
seja, possui a sequéncia complementar na ordem oposta 5’ para 3).
[0033] Reagentes da PCR: a menos que o contexto indique de outra
forma, o termo “Reagentes da PCR” refere-se aos componentes de uma
reacdo PCR que nao o acido nucleico molde, a polimerase termoestavel
e os primers. Os Reagentes da PCR incluem tipicamente dNTPs (e po-
dem incluir ANTPs marcados, por exemplo, marcados por fluorescéncia,
além de dNTPs ndo marcados), tampdes e sais contendo céations biva-
lentes (por exemplo, MgCly).

[0034] Fita 1 Alvo: Fita 1 Alvo refere-se a fita em um acido nucleico
alvo fita dupla a qual um Primer Nao Estendido em um Par de Primers
Assimétricos é complementar.

[0035] Fita 2 Alvo: Fita 2 Alvo refere-se a fita em um acido nucleico
alvo fita dupla a qual a regiao “A” em um Primer Estendido em um Par
de Primers Assimétricos é complementar.

[0036] Fita 1 de Produto da PCR: Fita 1 de Produto da PCR refere-
se a fita em um produto fita dupla da PCR, produzida a partir do acido
nucleico alvo e um Par de Primers Assimétricos, que é complementar
ao Primer N&ao Estendido do Par de Primers Assimétricos.

[0037] Fita 2 de Produto da PCR: Fita 1 [sic] de Produto da PCR
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refere-se a fita em um produto fita dupla da PCR, produzida a partir do
acido nucleico alvo e um Par de Primers Assimétricos, que € comple-
mentar ao Primer Estendido do Par de Primers Assimétricos.

[0038] Correspondente: Em relacdo a duas fitas de acido nucleico
de comprimento diferente que compartilham identidade ou complemen-
taridade de sequéncia, o termo “correspondente” refere-se a regido de
sobreposicéo ou complementaridade de sequéncia em ambas as fitas,
conforme indicado pelo contexto.

[0039] Aproximadamente: Em referéncia a um numero inteiro, o
termo “aproximadamente” amplia o nimero inteiro para incluir os valo-
res fracionados até menos 0,50 e até mais 0,49. Por exemplo, uma tem-
peratura de “aproximadamente 68°C” significa uma temperatura de
67,50°C — 68,49°C e uma identidade de sequéncia de “aproximada-
mente 95%” significa um percentual de identidade de sequéncia de
94,50% - 95,49%.

[0040] Cerca de: Quando usado em um contexto quantitativo, o
termo “cerca de” deve ser interpretado no sentido de incluir até 10%
acima do valor afirmado e até menos de 10% do valor afirmado. No con-
texto de uma faixa, o termo “cerca de” deve ser interpretado no sentido
de incluir valores até 10% acima do limite superior e até 10% abaixo do
limite inferior da faixa afirmada.

[0041] Amostra de acido nucleico: Significa uma amostra que pode
ser uma fonte de acido nucleico alvo ou uma amostra simulada usada
como controle negativo ndo contendo o acido nucleico alvo ou nenhum
acido nucleico (por exemplo, para medir ou detectar contamina¢do ou
amplificacdo n&o especifica). A amostra de acido nucleico ndo precisa
conter necessariamente o DNA alvo, por exemplo, no caso de uma
amostra diagndstica, a amostra poderia ser uma amostra biolégica com
suspeita ou em risco de conter um acido nucleico alvo, por exemplo,

conforme descrito na Secao 4.3.
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4.2. Desenho de primers

4.2.1. Primer Estendido

[0042] A regido “A” do Primer Estendido possui pelo menos 75% de
identidade de sequéncia com uma regido correspondente na Fita 1 Alvo.
Em certas modalidades, a regido “A” do Primer é pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90% ou pelo menos 95% idéntica a regido cor-
respondente na Fita 1 Alvo. Em ainda outras modalidades, a regiao “A”
do Primer possui 100% de identidade de sequéncia com a regido cor-
respondente da Fita 1 Alvo.

[0043] Em outras palavras, em varias modalidades, a regido “A” do
Primer Estendido possui pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos
85%, pelo menos 90% ou pelo menos 95% ou 100% de identidade de
sequéncia com o complemento da regido correspondente na Fita 2 Alvo.
Tipicamente, guanto mais quaisquer erros de pareamento 5’ existam
entre onde a sequéncia do primer e a sequéncia alvo estdo posiciona-
das, mais provavelmente estes deveréo ser tolerados durante a reagao
PCR. O técnico no assunto pode desenhar facilmente sequéncias de
primers que exibem menos de 100% de identidade de sequéncia com a
fita alvo, mas que ainda possam amplificar eficientemente o DNA alvo.

[0044] A sequéncia na regiao “B” que é complementar a pelo menos
uma parte da regido “A” pode ser uma Repeticdo Direta ou Repeticao
Invertida. Quando a regido “B” contiver uma Repeticado Direta de uma
parte da regido “A”, moléculas diferentes do Primer Estendido podem
hibridizar-se uma com a outra de modo intermolecular, conforme mos-
trado na Figura 2B. Quando a regido “B” contiver uma Repeticdo Inver-
tida de uma parte da regiao “A”, moléculas do Primer Estendido podem
hibridizar-se de modo intramolecular, conforme mostrado na Figura 2C,
ou com outra de modo intermolecular, conforme mostrado na Figura 2A.
[0045] A parte da regido “A” a qual uma sequéncia na regiao “B” é

complementar, de preferéncia, esta em ou préximo (por exemplo, em

Peticéo 870200060450, de 15/05/2020, pag. 23/68



14/37

até 1, 2 ou 3 nucleotideos de distancia) a extremidade 5’ da regido “A”,
ou seja, em ou préximo a onde a regido “A” junta-se a regiao “B” (ou a
regiao “C” quando uma regiao “C” esta presente).

[0046] A regiao “B” do Primer Estendido tem, de preferéncia, 6 a 12
nucleotideos de comprimento, ou seja, tem, de preferéncia, 6, 7, 8, 9,
10, 11 ou 12 nucleotideos de comprimento. Em modalidades especifi-
cas, a regiao “B” do Primer Estendido tem de 8 a 10 nucleotideos de
comprimento, ou seja, tem 8, 9 ou 10 nucleotideos de comprimento.
[0047] A regido “C”, quando presente em um Primer Estendido, tem
de preferéncia 1 a 6 nucleotideos de comprimento, ou seja, tem, de pre-
feréncia, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 nucleotideos de comprimento.

[0048] A T do Primer Estendido é de preferéncia (mas ndo neces-
sariamente) entre aproximadamente 68°C e aproximadamente 80°C.
Em modalidades em particular, a Tm do Primer Nao Estendido é entre
aproximadamente 72°C e aproximadamente 78°C, por exemplo, aproxi-
madamente 72°C, aproximadamente 73°C, aproximadamente 74°C,
aproximadamente 75°C, aproximadamente 76°C, aproximadamente
77°C ou aproximadamente 78°C.

[0049] A regiao “C” opcional posicionada entre as regioes “A” e “B
pode atuar como um espacador entre as regides “A” e “B” para permitir
gue o Primer Estendido forme uma al¢a do tipo grampo de cabelo (hair-
pin) e/ou introduzir uma sequéncia para endonuclease de restricdo (de
preferéncia, uma sequéncia 6-cutter (cortadora de 6)) no produto da
PCR. A sequéncia para endonuclease de restricdo pode estar inteira-
mente dentro da regido “C” ou ser formada por toda ou uma parte da
regiao “C” junto com sequéncias flanqueadoras 5’ e/ou 3’ das regides
“‘B” e “A”, respectivamente. Para minimizar a interferéncia na hibridiza-
¢cédo com o acido nucleico alvo, a regido “C” de preferéncia néo € com-
plementar a Fita 1 Alvo ou Fita 2 Alvo.

[0050] A Tm do Primer Estendido é, de preferéncia, pelo menos
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aproximadamente 6°C mais alta do que a Tm do Primer Nao Estendido.
De preferéncia, o Primer Estendido tem uma Tm que é aproximadamente
15°C a 30°C mais alta do que a Tm do Primer Nao Estendido.

[0051] A Tm da regido “A” do Primer Estendido, de preferéncia, ndo
€ mais do que aproximadamente 3°C maior ou menor do que a Tm da
parte do Primer N&ao Estendido (pelo menos 75%) complementar ao alvo
(excluindo quaisquer extensdes 5’), ou seja, a Tm da regido no primer
forward que se hibridiza com o alvo, de preferéncia, ndo € mais do que
aproximadamente 3°C maior ou menor do que a Tm da regido no primer
reverse que se hibridiza com o alvo, e vice-versa.

[0052] A regiao “A” do Primer Estendido tem, de preferéncia, pelo
menos 12 nucleotideos de comprimento e, de preferéncia, varia entre
12 e 30 nucleotideos e mais preferivelmente de 14-25 nucleotideos. Em
certas modalidades, a regidao “A” do Primer Estendido tem 14, 15, 16,
17, 18, 19 ou 20 nucleotideos de comprimento.

4.2.2. Primer Nao Estendido

[0053] O Primer N&o Estendido possui uma sequéncia de nucleoti-
deos tendo pelo menos 75% de identidade de sequéncia com uma re-
gido correspondente na Fita 2 Alvo. Em certas modalidades, o Primer
N&o Estendido possui uma sequéncia de nucleotideos tendo pelo me-
nos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90% ou pelo menos 95% de
identidade de sequéncia com a regido correspondente na Fita 2 Alvo.
Em ainda outras modalidades, o Primer Nao Estendido possui uma se-
quéncia de nucleotideos tendo 100% de identidade de sequéncia com
a regiao correspondente da Fita 2 Alvo.

[0054] Em outras palavras, em varias modalidades, o Primer N&ao
Estendido possui uma sequéncia de nucleotideos tendo pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90% ou pelo me-
nos 95% ou 100% de identidade de sequéncia com o complemento da

regido 1 correspondente na Fita 2 Alvo. Tipicamente, quantos mais erros
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de pareamento 5’ existam entre onde a sequéncia do primer e a sequén-
cia alvo estédo posicionadas, mais provavelmente estes deveréo ser to-
lerados durante a reacdo PCR. O técnico no assunto pode desenhar
facilmente sequéncias de primers que exibem menos de 100% de iden-
tidade de sequéncia com a fita alvo, mas que ainda possam amplificar
eficientemente o DNA alvo.

[0055] O Primer Nao Estendido pode ter ainda uma cauda 5’ de 1,
2 ou 3 nucleotideos.

[0056] A Tm do Primer Nao Estendido é de preferéncia (mas néo
necessariamente) entre aproximadamente 50°C e aproximadamente
62°C. Em modalidades em particular, a Tm do Primer Nao Estendido &
entre aproximadamente 59°C e aproximadamente 62°C, por exemplo,
aproximadamente 59°C, aproximadamente 60°C, aproximadamente
61°C ou aproximadamente 62°C.

[0057] A Tm do Primer Nao Estendido é, de preferéncia, pelo menos
aproximadamente 6°C menor do que a Tm do Primer Estendido. De pre-
feréncia, o Primer N&do Estendido possui uma Tm que € aproximada-
mente 15°C a 30°C menor do que a Tm do Primer Estendido.

[0058] A Tm da regido do Primer N&o Estendido (pelo menos 75%)
complementar ao alvo (excluindo quaisquer extensdes 5’) de preferén-
cia ndo € mais do que aproximadamente 3°C maior ou menor do que a
Tm da regido “A” do Primer Estendido, ou seja, a Tm da regiao no primer
forward que se hibridiza com o alvo, de preferéncia, ndo € mais do que
aproximadamente 3°C maior ou menor do que a T da regido no primer
reverse que se hibridiza com o alvo, e vice-versa.

[0059] O Primer Nao Estendido tem, de preferéncia, pelo menos 12
nucleotideos de comprimento e, de preferéncia, varia entre 12 e 30 nu-
cleotideos e mais preferivelmente de 14-25 nucleotideos. Em certas mo-
dalidades, o Primer Nao Estendido tem 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20

nucleotideos de comprimento.
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4.2.3. Primer genérico

[0060] Em alguns métodos de PCR assimétrica, por exemplo, con-
forme descritos na Patente U.S. N° 8 735 067 B2, além do par de primer
forward e reverse, um terceiro primer “genérico” € utilizado, cuja
sequéncia é semelhante a uma cauda oligonucleotidica 5’ adicionada a
um dos primers. o primer genérico destina-se a participar na reacéo de
amplificacao depois do ciclo inicial da PCR para “equilibrar” a eficiéncia
da amplificac&o de alvos diferentes em uma reacao multiplex de ampli-
ficacao.

[0061] Sem estarem vinculados a teoria, 0s inventores acreditam
gue a inclusdo de um primer genérico como descrito na Patente U.S. N°
8 735 067, o qual, no contexto da presente invengéo teria uma sequén-
cia consistindo essencialmente na sequéncia da regido “B” do Primer
Estendido (tais primers genéricos designados no presente como “Pri-
mers Genéricos”), reduziria a eficiéncia da amplificacéo utilizando o Par
de Primers Assimétricos da invencéo. Desse modo, os métodos de am-
plificacdo assimétrica do DNA da invencao séo preferivelmente realiza-
dos na auséncia de Primers Genéricos.

[0062] Em uma modalidade relacionada, os métodos de amplifica-
cao assimétrica do DNA da invencdo utilizam um unico Par de Primers
Assimétricos por regido alvo, ou seja, ndo incluem quaisquer primers
adicionais, sendo reconhecido que um primer individual pode ser uma
mistura da molécula do primer com sequéncias estritamente
relacionadas resultantes da inclusdo de bases mistas em certas
posi¢des no primer. Por uma questao de clareza e para que n&do existam
duvidas, essa modalidade nao exclui o uso de uma pluralidade de Pares
de Primers Assimétricos em uma reacdo multiplex de amplificacao,
desde que um unico Par de Primers Assimétricos seja usado para cada
amplicon.

4.3 Sequéncias alvo e preparacdo de amostras
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[0063] Os métodos de PCR da invencdo podem ser utilizados para
amplificar &cidos nucleicos de fontes biolégicas ou ambientais. As mo-
léculas alvos podem ser de células e tecidos de todas as classes taxo-
ndémicas, incluindo virus, bactéria e eucariotos, procariotos, protistas,
plantas, fungos e animais de todos os filos e classes. Os animais podem
ser vertebrados, mamiferos, primatas e, especialmente, humanos. San-
gue, soro, plasma, tecido, células, saliva, escarro, urina, liquido cefalor-
raquidiano, liquido pleural, leite, lagrimas, fezes, suor, sémen, células
inteiras, constituintes celulares e esfregacos celulares sao fontes ade-
guados de moléculas alvo.

[0064] Em certas modalidades especificas, as moléculas do acido
nucleico alvo sdo de patdégenos, por exemplo, bactérias, virus ou fun-
gos, que podem ser encontrados no sangue, urina ou liquido peritoneal
humano. Os exemplos de tais patdgenos incluem, entre outros, Myco-
bacterium tuberculosis, Mycobacterium avium subespécie paratubercu-
losis, Staphylococcus aureus (incluindo Staphylococcus aureus sensi-
veis a meticilina e resistentes a meticilina (MRSA)), Streptococcus pyo-
genes, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Hae-
mophilus influenzae, Haemophilus parainfuluezae, Moraxella catarrha-
lis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter sp., Bordetella pertussis, Neisseria meningitidis, Bacillus
anthracis, Nocardia sp., Actinomyces sp., Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumonia, Legionella species, Pneumocystis jiroveci, virus
influenza A, citomegalovirus, rinovirus, Enterococcus faecium, Acineto-
bacter baumannii, Corynebacterium amycolatum, Enterobacter aeroge-
nes, Enterococcus faecalis Cl 4413, Serratia marcescens, Streptococ-
cus equi e Candida albicans.

[0065] As moléculas do acido nucleico alvo séao preferivelmente de
DNA, mas podem ser também de RNA. No caso de moldes de RNA, a

reacdo PCR pode ser precedida por uma reacdo de transcricao reversa
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para gerar moléculas de cDNA para uso como moléculas alvo na reagéo
PCR. A reagdo de transcricdo reversa pode ser realizada na mesma
mistura de reagdo ou em uma mistura de reacao separada da reagao
PCR. Métodos de transcricdo reversa sao bem conhecidos na técnica.
[0066] As moléculas do &cido nucleico alvo podem ser obtidas por
transcricdo reversa (se RNA), extraidas e/ou purificadas de amostras
biolégicas ou ambientais antes da incorpora¢do na mistura inicial da
PCR.
[0067] Em algumas modalidades, as moléculas do acido nucleico
alvo sdo extraidas por um processo de bead beating (lise mecénica)
como descrito na Publicacdo da Patente U.S. N° 20170218356, cujo
contetdo é aqui incorporado, em sua totalidade, por referéncia neste
pedido de patente.
4.4. Reagdo PCR
4.4.1. A mistura inicial da reacéo
[0068] A mistura inicial da reacédo PCR inclui:

e Amostra de acido nucleico;

e Par de Primers Assimétricos;

e DNA polimerase termoestavel; e

e Reagentes da PCR.
[0069] Amostra de &cido nucleico: A amostra de acido nucleico
pode incluir uma amostra bioldgica ou amostra ambiental ou uma amos-
tra derivada das mesmas, por exemplo, DNA extraido ou purificado das
mesmas. A amostra biologica pode ser, por exemplo, sangue, soro,
plasma, tecido, células, saliva, escarro, urina, liquido cefalorraquidiano,
liquido pleural, leite, lagrimas, fezes, suor, sémen, células inteiras, cons-
tituintes celulares, esfregaco celular ou um extrato ou derivado dos mes-
mos. A amostra de acido nucleico pode também ser uma amostra de

controle positivo ou negativo. Uma amostra de acido nucleico de con-
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trole negativo pode ndo conter acido nucleico ou ser de um acido nu-
cleico sabidamente ndo contendo sequéncias com as quais o Par de
Primers Assimétricos hibridiza.

[0070] Par de Primers Assimétricos: A concentracao inicial do Pri-
mer Estendido e do Primer Nao Estendido na reacdo PCR pode variar
cada de 200 nM a 6 pM. O Primer Estendido e o Primer Nao Estendido
podem néo ser incluidos em quantidades equimolares na reacédo PCR
inicial, por exemplo, em concentracdes variando entre cerca de 200 nM
e 1 uM cada, por exemplo, em concentragdes de 500 nM cada. Alterna-
tivamente, o Primer Estendido e o Primer Nao Estendido podem ser in-
cluidos em quantidades nédo equimolares na reacdo PCR inicial. Em cer-
tas modalidades, a concentragao inicial do Primer Estendido, de prefe-
réncia, excede a concentracdo do Primer Nao Estendido, por exemplo,
em excesso molar de aproximadamente 2 vezes a 30 vezes. Deste
modo, em certos aspectos, a concentracao do Primer Estendido varia
entre aproximadamente 1 uM e 6 UM e a concentracdo do Primer Nao
Estendido varia entre aproximadamente 50 nM e 200 nM.

[0071] O Par de Primers Assimétricos pode ser desenhado para
amplificar acido nucleico a partir de qualquer fonte e, para aplicacdes
diagndsticas, o Par de Primers Assimétricos pode ser desenhado para
amplificar o DNA de patogenos tais como aqueles identificados na Se-
cao 4.3.

[0072] O Par de Primers Assimétricos pode ser desenhado de modo
gue seja capaz de amplificar sequéncias conservadas de acido nucleico
presentes em muitas espécies simultaneamente, por exemplo, a se-
guéncia ribossdmica 16S altamente conservada em bactérias.

[0073] DNA polimerase termoestavel: As polimerases termoesta-
veis que podem ser usadas nas reacdes PCR assimétrica da invengao
incluem, entre outras, Vent (Tli/Thermoccus Literalis), Vent exo-, Deep

Vent, Deep Vent exo-, Taq (Thermus aquaticus), Hot Start Taq, Hot Start
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Ex Taq, Hot Start LA Taq, DreamTaq™, TopTaq, RedTaq, Taqurate,
NovaTaq™, SuperTaq™, Fragmento Stoffel, Discoverase™ dHPLC, 9°
Nm, Phusion®, LongAmp Tag, LongAmp Hot Start Tag, OneTaq, Phu-
sion® Hot Start Flex, Crimson Tag, Hemo KlenTaq, KlenTaq, Phire Hot
Start II, DyNAzyme |, DyNAzyme II, M-MulV Reverse Transcript,
PyroPhage®, Tth (Thermos termophilus HB-8), Tfl, Amlitherm™ DNA
de Bacillus, DisplaceAce™, Pfu (Pyrococcus furiosus), Pfu Turbot,
Pfunds, ReproFast, PyroBest™, VeraSeq, Mako, Manta, Pwo (pyrococ-
cus, woesei), ExactRun, KOD (thermococcus kodakkaraensis), Pfx, Re-
proHot, Sac (Sulfolobus acidocaldarius), Sso (Sulfolobus solfataricus),
Tru (Thermus ruber, Pfx50™ (Thermococcus zilligi), AccuPrime™ GC-
Rich (Pyrolobus fumarius), Pyrococcus species GB-D, Tfi (Thermus fili-
formis), Tfi exo-, ThermalAce™, Tac (Thermoplasma acidophilum), (Mth
(M. thermoautotrophicum), Pab (Pyrococcus abyssi), Pho (Pyrococcus
horikosihi, B103 (Picovirinae Bacteriophage B103), Bst (Bacillus stea-
rothermophilus), Bst Large Fragment, Bst 2.0, Bst 2.0 WarmStart, Bsu,
Therminator™, Therminator™ [I, Therminator™ Il e Therminator™ T.
Em uma modalidade preferida, a DNA polimerase € uma Taq polime-
rase, tal como Taq, Hot Start Taq, Hot Start Ex Taq, Hot Start LA Taq,
DreamTaq™, TopTaq, RedTaq, Taqurate, NovaTag™ ou SuperTaqg™.
[0074] Reagentes da PCR: Os Reagentes da PCR (dNTPs, agente
de tamponamento, sal) sdo bem conhecidos pelo técnico no assunto.
Eles podem ser adicionados separadamente a mistura inicial da reacéo
PCR ou misturados previamente no todo ou em parte, por exemplo,
como parte de uma mistura mestre de PCR.

[0075] Convenientemente, uma mistura mestre de PCR pode ser
preparada com antecedéncia, antes de iniciar a reacdo e armazenada
para uso. A mistura mestre de PCR pode incluir a DNA polimerase,
dNTPs (incluindo os dNTPs marcados opcionalmente por fluorescéncia,

guando desejado), agente de tamponamento e/ou sal e, opcionalmente,
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uma transcriptase reversa e varios aditivos tais como um conservante.
Os primers e a amostra de acido nucleico tipicamente ndo sao incorpo-
rados na mistura mestre de PCR, mas incorporados na mistura inicial
da reacdo PCR pouco antes de iniciar a reacédo PCR.

[0076]

mar a mistura inicial da reacdo antes de ser iniciada a termociclagem,

Os métodos da invencgédo incluem ainda a etapa inicial de for-

combinando os componentes da mistura inicial da reagdo em um recipi-

ente de PCR, tal como um tubo de PCR.

4.4.2. As condicOes para a reagdo PCR

[0077] Um conjunto ilustrativo de ciclos assimétricos para uso nos
meétodos de PCR assimétrica da invencéo € mostrado na Tabela 2.
Tabela 2
Fase Etapa Temperatura Tempo N° de ciclos
o Desnaturagao ini- 0-5 minutos, de
Desnaturagao ini- ) 90-100°C, de . )
) cial ) preferéncia, 2 mi- 0-1
cial preferéncia, 95°C
nutos
Desnaturacgédo 15-25 segundos,
90-100°C, de
) de preferéncia, 20
preferéncia, 95°C
segundos
20-40,d
Anelamento 12-18 segundos, - ae
feranci
Fase exponencial 58°C de preferéncia, 15 preferencia,
30-37 (por
segundos
— exemplo, 35)
Extensao 30-50 segundos, de
72°C preferéncia, 40 se-
gundos
Desnaturacao 15-25 segundos,
90-100°C, de

Fase linear

preferéncia, 95°C

de preferéncia, 20

segundos

Anelamento e ex-

40-60 segundos, de

15-25, de
preferéncia,
20

tensao simulta- 72°C preferéncia, 50 se-
neos gundos
Extensdo ampliada 0-5 minutos, de
Extensdo ampliada 72°C preferéncia, 2 mi- 0-1

nutos

[0078]

dem ser usadas para qualquer Par de Primers Assimétricos, e o numero

As faixas de numeros de ciclos mostradas na Tabela 2 po-

otimo de ciclos dependera do nimero de copias do DNA alvo na mistura
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inicial da PCR: quanto maior o numero inicial de cOpias, menor o nimero
de ciclos necessarios na fase exponencial para produzir uma quanti-
dade suficiente de produtos da PCR para servir como moldes na fase
linear. A otimizacdo do numero de ciclos é rotineira para o técnico no
assunto.

[0079] As temperaturas mostradas na Tabela 2 sdo especialmente
Uteis quando a Tm do Primer Estendido for superior a 72°C (por exemplo,
75-80°C) e a Tm do Primer Nao Estendido for acima de 58°C, mas abaixo
de 72°C (por exemplo, 60-62°C) e quando a DNA polimerase termoes-
tavel for ativa a 72°C.

[0080] Os tempos de ciclos, especialmente 0os tempos para exten-
sao, podem ser variados de acordo com as temperaturas de dissociagéo
dos primers e o comprimento do produto da PCR, com produtos mais
longos da PCR demandam tempos mais longos para extensdo. Uma
regra de ouro é que a etapa de extensdo deve ser de pelo menos 60
segundos por 1.000 bases de amplicon. A etapa de extensao pode ser
ampliada na fase linear para proporcionar tempo adicional ao anela-
mento.

4.5. Deteccao de produtos da PCR

[0081] A Fita 2 de Produto da PCR, que é o produto da PCR de fita
simples obtido pelos métodos aqui descritos, pode ser marcada com
marcacoes fluorescentes para deteccao.

[0082] A marcacao fluorescente pode ser realizada pela incorpora-
cado de nucleotideos marcados por fluorescéncia durante a PCR e/ou
pelo uso de primers marcados para PCR.

[0083] Os exemplos de grupos fluorescentes adequados incluem
FITC, EDANS, Texas red, 6-joe, TMR, Alexa 488, Alexa 532, “BODIPY
FL/C3”, “BODIPY R6G”, “BODIPY FL”, Alexa 532, “BODIPY FL/C6”,
‘BODIPY TMR”, 5-FAM, “BODIPY 493/503”, “BODIPY 564", “BODIPY
5817, Cy3, Cy5, R110, TAMRA, Texas red e x-Rodamina.
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[0084] Os grupos fluorescentes podem ser ligados aos dNTPs, es-
pecialmente aqueles contendo citosina como base (acido citidilico, citi-
dina 5’-fosfato, citidina 5’-difosfato, citidina 5’-trifosfato ou um polimero
destas ou um polimero contendo acido citidilico).

[0085] A posicado para marcacao dos dNTPs pode ser na base
(grupo amino), grupo fosfato (grupo OH) ou porcéo desoxirribose (grupo
2’- ou 3’-OH). A posicéao preferida € qualquer uma na base.

[0086] Do mesmo que outros nucleotideos, os dNTPs marcados por
fluorescéncia podem ser incorporados em ambas as fitas de um ampli-
con de PCR em sitios aleatérios, tipicamente sitios dC, e estendidos
pela DNA polimerase.

[0087] dNTPs fluorescentes estdo disponiveis comercialmente em
forma altamente concentrada e podem ser adicionados a mistura da re-
acdo PCR sem ajustar a concentracdo de cada dNTP n&o marcado.
Para a maioria das amplificacbes por PCR, a relacdo tipica
dNTP/dNTPs fluorescente é entre 100:1 e 1000:1. Assim, dNTPs mar-
cados por fluorescéncia podem ser incluidos entre os reagentes da PCR
na quantidade (molar) de 0,1% a 1% dos dNTPs n&o marcados.

[0088] A deteccao de produtos da PCR marcados por fluorescéncia
(por exemplo, a Fita 2 do Produto simples fita que € produzida em ex-
cesso nos métodos da invencdo) pode ser conseguida através de hibri-
dizacdo a moléculas de sonda, por exemplo, moléculas de sonda liga-
das a um microarranjo. Um sistema de microarranjo adequado apro-
veita-se das redes poliméricas reticuladas tridimensionais, conforme
descritas na Patente U.S. N° 9 738 926, cujo conteudo é aqui incorpo-
rado, em sua totalidade, por referéncia neste pedido de patente.

4.6. Kits

[0089] A presente invencao prové ainda kits adequados para exe-
cutar os métodos de PCR assimétrica aqui descritos. Os kits incluem

tipicamente pelo menos um Par de Primers Assimétricos. Além disso,
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os kits da invencéo podem incluir moléculas de sonda, uma DNA poli-
merase, dNTPs ndo marcados, dNTPs marcados, tampdes, solu¢des de
sais ou qualquer combinacéo destes. Alguns dos reagentes (por exem-
plo, a DNA polimerase, dNTPs, sal e/ou tampao) podem ser previa-
mente combinados na forma de uma mistura mestre.
5. Exemplos
[0090] Uma reacédo PCR inicial foi criada com um Par de Primers
Assimétricos desenhados para amplificar uma regido com 506-bp do
gene 16S de S. aureus 16S (nao incluindo sequéncias dos primers), uti-
lizando um Primer Estendido para primer forward e um Primer Nao Es-
tendido para o primer reverse. A amostra de acido nucleico era de DNA
humano fortificado com um nimero conhecido de cépias do DNA genb-
mico de S. aureus (o DNA alvo para esses estudos). O primer forward
(com Tm calculada de 68,1°C) foi marcado com Cy5 na extremidade 5-
prime e continha uma “A” (com Tm calculada de 64,09°C), uma regiao
“B” complementar a extremidade 5’ da regido “A” e nenhuma regiao “C”
como um espacador entre as regides “A” e “B”. O primer reverse incluiu
uma inosina que poderia ser pareada como base com qualquer outra
base na sequéncia alvo. Dependendo da base complementar alvo, a Tm
do Primer reverse variou de 60-61,9°C. A reacdo PCR inicial foi subme-
tida ao seguinte ciclo de PCR:

e um periodo de desnaturacgdao inicial de 2 minutos a 95°C,

e ciclos exponenciais, cada qual consistindo em 20s d des-
naturacéo a 95°C, 15s de anelamento a 58°C e 40s de extensédo a 72°C;

e ciclos lineares, cada qual consistindo em 20s de desnatu-
racao a 95°C e entédo anelamento/extensao simultaneos a 72°C e

e finalmente, um periodo ampliado de 2 minutos de extensao
a 72°C.

[0091] No Experimento 1, os nimeros de moléculas do DNA alvo e
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dos ciclos exponenciais e lineares foram variados para otimizar os nu-
meros de ciclos exponenciais e lineares para o nimero de copias do
acido nucleico alvo. A quantidade de reverse (Primer Nao Estendido)
incluido foi determinada de modo que o Primer Nao Estendido néao
tivesse esgotado ou quase esgotado no final da fase exponencial e
muito poucas moléculas do Primer N&o Estendido permanecessem na
fase linear da PCR assimétrica. Os resultados desses calculos séo

mostrados na Tabela 3:

Tabela 3

Concentracdo do | Moléculas do | Moléculas do primer | N° de ciclos necessarios para consumir

primer reverse primer re- reverse em 20 pL de | completamente o primer
verse/L reagdo
1 cépia ge- | 10 copias 100 copias
ndmica gendmicas | gendmicas
0,1 6,02+16 1,20%12 40,1 36,8 33,5
0,2 1,20*17 2,4112 41,1 37,8 34,5
0,5 3,017 6,02+12 42.4 39,1 35,8

[0092] O total do produto da PCR obtido no Experimento 1 foi quan-
tificada por hibridizagdo em um microarranjo. Os resultados s&o mostra-
dos na Figura 8.

[0093] No Experimento 2, a quantidade do produto da PCR obtido
com diferentes concentracdes do molde, usando PCR assimétrica e
PCR simétrica, foi comparado, utilizando 500 nM de cada uma das son-
das forward e reverse na reacdo PCR. Para reacao assimétrica, os nu-
meros de ciclos exponenciais e lineares utilizados foram 35 e 20, res-
pectivamente. Na reacao simétrica, ndo foram usados ciclos lineares.
[0094] A gquantidade de produto da PCR foi detectada por hibridiza-
¢cdo em um microarranjo. Os resultados sdo mostrados na Figura 9. O
valor de R? acima de 0,95 indica que, em cada caso, a linha de regres-
sao € um ajuste valido para os dados.

6. Modalidades especificas

[0095] A presente invencao € exemplificada pelas modalidades es-

pecificas abaixo.
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1. Um método para a producao de amplicons fita simples de
DNA via uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) assimétrica, com-
preendendo as etapas de:

(a) submeter uma mistura inicial a uma primeira fase de ci-
clagem térmica sob condic¢des para amplificacdo por PCR, a dita mistura
inicial compreendendo:

(i) uma amostra de &cido nucleico;

(i) um Par de Primers Assimétricos,

(iii) uma DNA polimerase termoestavel e

(iv) Reagentes da PCR,

em que a primeira fase da ciclagem térmica compreende ci-
clagem através de pelo menos trés temperaturas, as ditas trés tempe-
raturas compreendendo: (1) uma primeira temperatura acima da Tm de
um acido nucleico alvo para desnaturacdo, (2) uma segunda tempera-
tura abaixo da Tm do Primer Nao Estendido para anelamento dos pri-
mers, e (3) uma terceira temperatura adequada para extensao pela DNA
polimerase termoestavel,

produzindo, assim, uma mistura intermediéria, a dita mistura
intermediaria compreendendo amplicons de DNA estendidos a partir do
Primer Nao Estendido e do Primer Estendido se o acido nucleico alvo
estiver presente na amostra;

(b) submeter a mistura intermediaria a segunda fase de ci-
clagem térmica, a dita segunda fase compreendendo a ciclagem através
de: (1) uma quarta temperatura acima da T dos amplicons de DNA para
desnaturacéo, (2) uma quinta temperatura que € (i) abaixo da Tm do Pri-
mer Estendido, (ii) acima da Tm do Primer N&o Estendido e (iii) ade-
guada para extensdo pela DNA polimerase termoestavel,

produzindo, assim, uma mistura final, a dita mistura final
compreendendo amplicons fita simples de DNA se o acido nucleico alvo

estiver presente na amostra.
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2. O método da modalidade 1, em que a etapa (a) é prece-
dida por periodo de desnaturacéo inicial.

3. O método da modalidade 2, em que a desnaturacgéo inicial
€ realizada na primeira temperatura.

4. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 3, em
gue a etapa (b) é seguida por um periodo de extensdo adicional.

5. O método da modalidade 4, em que a extensédo adicional
€ realizada na quinta temperatura.

6. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 5, em
gue a primeira e a quarta temperatura sao iguais.

7. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 6, em
gue a terceira e a quinta temperatura sao iguais.

8. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 7, em
que a regiao “B” do Primer Estendido é o complemento de uma repeti-
cao invertida de pelo menos uma parte da regiao “A”.

9. O método da modalidade 8, em que a regiao “B” tem pelo
menos 4 nucleotideos de comprimento.

10. O método da modalidade 8 ou modalidade 9, em que a
regido “B” € 3 nucleotideos mais curta do que a regiao “A”.

11. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 7, em
que a regiao “B” do Primer Estendido é o complemento de uma repeti-
cao direta de pelo menos uma parte da regiao “A”.

12. O método da modalidade 11, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem pelo menos 4 nucleotideos de comprimento.

13. O método da modalidade 11 ou modalidade 12, em que
a regido “B” do Primer Estendido € 3 nucleotideos mais curta do que a
regiao “A”.

14. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 11, em
que a regido “B” do Primer Estendido tem 7 a 15 nucleotideos de com-

primento.

Peticéo 870200060450, de 15/05/2020, pag. 38/68



29/37

15. O método da modalidade 14, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem 6 a 12 nucleotideos de comprimento.

16. O método da modalidade 15, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem 8 a 10 nucleotideos de comprimento.

17. O método da modalidade 15, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem 6 nucleotideos de comprimento.

18. O método da modalidade 15, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem 7 nucleotideos de comprimento.

19. O método da modalidade 15, em que a regido “B” do Pri-
mer Estendido tem 8 nucleotideos de comprimento.

20. O método da modalidade 15, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem 9 nucleotideos de comprimento.

21. O método da modalidade 15, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem 10 nucleotideos de comprimento.

22. O método da modalidade 15, em que a regiao “B” do Pri-
mer Estendido tem 11 nucleotideos de comprimento.

23. O método da modalidade 15, em que a regidao “B” do Pri-
mer Estendido tem 12 nucleotideos de comprimento.

24. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 23, em
gue o Primer Nao Estendido ndo tem uma cauda estendida 5'.

25. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 23, em
gue o Primer Néo Estendido tem uma cauda estendida 5’ de 3 nucleoti-
deos ou menos.

26. O metodo de qualquer uma das modalidades 1 a 25, em
gue o Primer N&o Estendido tem 12 a 35 nucleotideos de comprimento.

27. O método da modalidade 26, em que o Primer Nao Es-
tendido tem 15 a 25 nucleotideos de comprimento.

28. O meétodo da modalidade 26, em que o Primer Nao Es-
tendido tem 18 a 20 nucleotideos de comprimento.

29. O metodo de qualquer uma das modalidades 1 a 28, em
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gue a regiao “A” do Primer Estendido tem 12 a 35 nucleotideos de com-
primento.

30. O método da modalidade 29, em que a regiao “A” do Pri-
mer Estendido tem 15 a 25 nucleotideos de comprimento.

31. O método da modalidade 29, em que a regiao “A” do Pri-
mer Estendido tem 18 a 20 nucleotideos de comprimento.

32. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 31, em
gue o Primer Estendido compreende uma regiao “C”.

33. O método da modalidade 32, em que a regiao “C” tem 1-
8 nucleotideos de comprimento.

34. O método da modalidade 32 ou modalidade 33, em que
aregiao “C”, isoladamente ou em combinacdo com os nucleotideos que
flanqueiam a regido “A” e/ou “B”, forma um sitio de reconhecimento para
uma endonuclease de restrigao.

35. O método da modalidade 34, em que a endonuclease de
restricdo € uma 6-cutter.

36. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 35, em
gue a Tm do Primer Estendido € maior do que a Tm do Primer Nao Es-
tendido em pelo menos 8°C.

37. O método da modalidade 36, em que a Tm do Primer Es-
tendido é maior do que a Tm do Primer Nao Estendido em 10°C a 30°C.

38. O método da modalidade 37, em que a Tm do Primer Es-
tendido € maior do que a Trm do Primer N&o Estendido em 15°C a 30°C.

39. O método da modalidade 38, em que a Tm do Primer Es-
tendido é maior do que a Tm do Primer N&ao Estendido em 12°C a 20°C.

40. O meétodo da modalidade 39, em que a Tm do Primer Es-
tendido é maior do que a Tm do Primer N&ao Estendido em 13°C a 17°C.

41. O meétodo de qualquer uma das modalidades 1 a 40, em

que a Tm do Primer Estendido varia entre 68°C e 80°C.
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42. O método da modalidade 41, em que a Tm do Primer Es-
tendido é entre 73°C e 77°C.

43. O método da modalidade 42, em que a Tm do Primer Es-
tendido é 75°C.

44. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 43, em
que a Tm do Primer N&o Estendido varia entre 50°C e 62°C.

45. O método da modalidade 44, em que a Trm do Primer N&o
Estendido é entre 58°C e 62°C.

46. O método da modalidade 45, em que a T do Primer N&o
Estendido é 60°C.

47. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 46, em
gue a Tm da regido “A” do Primer Estendido varia entre 50°C e 62°C.

48. O método da modalidade 47, em que a Tm da regido “A”
do Primer Estendido é entre 58°C e 62°C.

49. O método da modalidade 48, em que a Tm da regido “A
do Primer Estendido € 60°C.

50. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 49, em

”

gue a Tm da regido “A” do Primer Estendido e a Tm do Primer N&o Es-
tendido ndo variam mais do que 3°C.

51. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 50, em
que a primeira temperatura é 95°C.

52. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 51, em
gue a segunda temperatura é 58°C.

53. O metodo de qualquer uma das modalidades 1 a 52, em
gue a terceira temperatura é 72°C.

54. O meétodo de qualquer uma das modalidades 1 a 53, em
gue a quarta temperatura é 95°C.

55. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 54, em
gue a quinta temperatura € 72°C.

56. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 55, em
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gue os amplicons de DNA estendidos a partir do Primer Nao Estendido
e do Primer Estendido na mistura intermediaria hibridizam-se entre si
para formar amplicons fita dupla de DNA.

57. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 56, em
gue os amplicons de DNA, produzidos pela reagcédo PCR, variam de 100
a 2.500 nucleotideos de comprimento.

58. O método da modalidade 57, em que os amplicons de
DNA, produzidos pela reacdo PCR, variam de 200 a 2.000 nucleotideos
de comprimento.

59. O método da modalidade 57, em que os amplicons de
DNA, produzidos pela reacdo PCR ,variam de 250 a 1.500 nucleotideos
de comprimento.

60. O método da modalidade 57, em que os amplicons de
DNA, produzidos pela reacdo PCR, variam de 300 a 1.000 nucleotideos
de comprimento.

61. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 60, em
que a amostra de acido nucleico € uma amostra de 4cido nucleico em
teste.

62. O método da modalidade 61, em que a amostra de acido
nucleico em teste contém ou esta em risco de conter ou é suspeita de
conter moléculas do acido nucleico alvo.

63. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 60, em
gue a amostra de acido nucleico € uma amostra de acido nucleico con-
trole.

64. O método da modalidade 63, em que a amostra de acido
nucleico controle € uma amostra de controle positivo conhecida por con-
ter molécula(s) de acido nucleico alvo.

65. O método da modalidade 63, em que a amostra de acido
nucleico controle € uma amostra de controle positivo conhecida por con-

ter moléculas do acido nucleico alvo.
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66. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 65, que
€ uma reacao PCR multiplex.

67. O método da modalidade 66, em que a mistura inicial
compreende pelo menos dois Pares de Primers Assimétricos.

68. O método da modalidade 67, em que a mistura inicial
compreende dois, trés ou quatro Pares de Primers Assimétricos.

69. O método de qualquer uma das modalidades 61 to 68,
em que a mistura inicial compreende ainda primers controle.

70. O método da modalidade 69, em que 0s primers controle
sdo complementares a uma sequéncia alvo que é diferente da(s) se-
guéncia(s) alvo a(s) qual/quais o(s) Par(es) de Primers Assimétricos(s)
é/sdo complementar(es).

71. O método da modalidade 69 ou modalidade 70, em que
0s primers controle sao primers padréao.

72. O método da modalidade 69 ou modalidade 70, em que
0s primers controle um Par de Primers Assimétricos.

73. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 72, em
gue a PCR é realizada na auséncia de um Primer Genérico.

74. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 73, em
gue a primeira fase compreende 20-40 rodadas de ciclagem térmica.

75. O método da modalidade 74, em que a segunda fase
compreende 30-37 rodadas de ciclagem térmica.

76. O metodo de qualquer uma das modalidades 1 a 75, em
gue a primeira fase resulta em amplificacdo exponencial de ambas as
fitas do acido nucleico alvo.

77. O metodo de qualquer uma das modalidades 1 a 76, em
gue a segunda fase compreende 15-25 rodadas de ciclagem térmica.

78. O metodo de qualquer uma das modalidades 1 a 77, em
gue a segunda fase resulta em amplificacéo linear de uma unica fita do

acido nucleico alvo.
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79. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 78, em
que a concentracao do Primer Estendido e do Primer Nao Estendido na
mistura inicial variam entre 200 nM e 6 uM.

80. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 79, em
que a concentracao do Primer Estendido e do Primer Nao Estendido na
mistura inicial sdo iguais.

81. O método da modalidade 80, em que a concentracdo do
Primer Estendido e do Primer Nao Estendido na mistura inicial variam
entre 100 nM e 1000 nM.

82. O método da modalidade 81, em que a concentracdo do
Primer Estendido e do Primer Nao Estendido na mistura inicial variam
entre 250 nM e 750 nM.

83. O método da modalidade 82, em que a concentragcdo do
Primer Estendido e do Primer Nao Estendido na mistura inicial sédo apro-
ximadamente 500 nM.

84. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 79, em
gue as concentracdes do Primer Estendido e do Primer Nao Estendido
na mistura inicial s&o diferentes.

85. O método da modalidade 84, em que a concentracdo do
Primer Estendido na mistura inicial varia entre 1 uM e 6 uM.

86. O método da modalidade 84 ou modalidade 85, em que
a concentracao do Primer Nao Estendido na mistura inicial varia entre
50 nM e 200 nM.

87. O metodo de qualquer uma das modalidades 1 a 86, em
gue o Primer Estendido € marcado.

88. O método da modalidade 87, em que o Primer Estendido
€ marcado em sua extremidade 5’.

89. O método da modalidade 87 ou modalidade 88, em que
a marcacao é um fluoréforo.

90. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 89, em
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qgue o Par de Primers Assimétricos compreende sequéncias comple-
mentares a sequéncias bacterianas.

91. O método da modalidade 90, em que as sequéncias bac-
terianas sdo sequéncias de DNA de 16S.

92. O método da modalidade 90, em que as sequéncias bac-
terianas sédo sequéncias bacterianas de DNA da regido interna trans-
crita.

93. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 89, em
gue o Par de Primers Assimétricos compreende sequéncias comple-
mentares a sequéncias do DNA de fungos.

94. O método de qualguer uma das modalidades 1 a 93, em
gque a amostra € uma amostra bioldgica.

95. O método da modalidade 94, em que a amostra biologica
€ de sangue ou uma amostra processada, extraida ou fracionada do
mesmo.

96. O método da modalidade 94, em que a amostra bioldgica
é de liquido de dialise peritoneal ou uma amostra processada, extraida
ou fracionada do mesmo.

97. O método da modalidade 94, em que a amostra bioldgica
€ de urina ou uma amostra processada, extraida ou fracionada da
mesma.

98. O método da modalidade 94, em que a amostra biologica
€ de escarro ou uma amostra processada, extraida ou fracionada do
mesmo.

99. O método da modalidade 94, em que a amostra bioldgica
€ um esfregaco de ferida ou uma amostra processada, extraida ou fra-
cionada do mesmo.

100. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 93, em
gue a amostra é uma amostra ambiental.

101. O método de qualquer uma das modalidades 1 a 100, o
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qgual compreende ainda detectar o amplicon fita simples da PCR.

102. O método da modalidade 101, o qual compreende hibri-
dizar o amplicon fita simples da PCR com uma molécula de sonda e
detectar a hibridizacdo do amplicon com a molécula de sonda.

103. O método da modalidade 102, em que a molécula de
sonda é marcada.

104. O método da modalidade 103, em que a molécula de
sonda é marcada com um fluoroéforo.

105. O método de qualquer uma das modalidades 102 a 104,
em que a molécula de sonda é complementar a pelo menos uma parte
do Primer Estendido.

106. O método da modalidade 105, em que a molécula de
sonda tem pelo menos 15 nucleotideos de comprimento.

107. O método da modalidade 105 ou modalidade 106, em
gue a molécula de sonda possui uma regido de complementaridade a
pelo menos 8 nucleotideos da regido “A” do Primer Estendido.

108. O método de qualquer uma das modalidades 102 a 104,
em que a molécula de sonda € complementar a pelo menos uma parte
do Primer N&ao Estendido.

109. O método da modalidade 108, em que a molécula de
sonda tem pelo menos 15 nucleotideos de comprimento.

110. O método da modalidade 108 ou modalidade 109, em
gue a molécula de sonda possui uma regido de complementaridade a
pelo menos 8 nucleotideos da regido “A” do Primer Estendido.

[0096] Embora véarias modalidades especificas tenham sido ilustra-
das e descritas, sera reconhecido que varias alteracbes podem ser efe-
tuadas sem, contudo, se afastar do espirito e &mbito da invencéao.

7. Citagéo de referéncias

[0097] Todas as publicagdes, patentes, pedidos de patentes e ou-

tros documentos citados neste pedido de patente séo ora incorporados,
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em suas totalidades, por referéncia para todos os efeitos, na mesma
medida em que o seriam se cada publicacéo, patente, pedido de patente
ou outro documento tivesse sido individualmente indicado para ser in-
corporado por referéncia para todos os efeitos. Em caso de incoeréncia
entre os ensinamentos de uma ou mais das referéncias ora incorpora-
das e a presente invencédo, os ensinamentos do presente relatorio des-

critivo prevalecerao.
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REIVINDICACOES

1. Método para a producédo de amplicons fita simples de DNA
via uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) assimétrica, caracteri-
zado pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) submeter uma mistura inicial a uma primeira fase de ci-
clagem térmica sob condi¢des para amplificacdo por PCR, a dita mistura
inicial compreendendo:

(i) uma amostra de acido nucleico;

(ii) um Par de Primers Assimétricos,

(iii) uma DNA polimerase termoestavel e

(iv) Reagentes da PCR,

em que a primeira fase de ciclagem térmica compreende a
ciclagem através de pelo menos trés temperaturas, as ditas trés tempe-
raturas compreendendo:

(1) uma primeira temperatura acima da Tm do acido nucleico
alvo para desnaturacao,

(2) uma segunda temperatura abaixo da Tm do Primer N&o
Estendido para anelamento de primers e

(3) uma terceira temperatura adequada para extensdo pela
DNA polimerase termoestavel,

produzindo, assim, uma mistura intermediaria, a dita mistura
intermediaria compreendendo amplicons de DNA estendidos a partir do
Primer Nao Estendido e do Primer Estendido se o acido nucleico alvo
estiver presente na amostra;

(b) submeter a mistura intermediaria a uma segunda fase de
ciclagem térmica, a dita segunda fase de ciclagem térmica compreen-
dendo a ciclagem através de:

(1) uma quarta temperatura acima da Tm dos amplicons fita
dupla de DNA para desnaturacao,

(2) uma quinta temperatura que é:
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(i) abaixo da Tm do Primer Estendido,

(i) acima da Tm do Primer N&o Estendido e

(i) adequada para extenséo pela DNA polimerase termoes-
tavel,

produzindo, assim, uma mistura final, a dita mistura final
compreendendo amplicons fita simples de DNA se o acido nucleico alvo
estiver presente na amostra.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a etapa (a) é precedida por um periodo de desnatura-
céo inicial, opcionalmente em que a desnaturacao inicial é realizada na
primeira temperatura.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a etapa (b) € seguida por um periodo de extenséo adi-
cional, opcionalmente em que a extensao adicional é realizada na quinta
temperatura.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a primeira e a quarta temperatura séo iguais e/ou a
terceira e a quinta temperatura sao iguais.

5. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a regido “B” do Primer Estendido é o complemento de
uma repeticdo invertida de pelo menos uma parte da regiao “A” ou € o
complemento de uma repeticéo direta de pelo menos uma parte da re-
giao “A”.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o Primer Nao Estendido n&o tem uma cauda estendida
5 ou tem uma cauda estendida 5’ de 3 nucleotideos ou menos.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o Primer Estendido compreende uma regiao “C”, opci-
onalmente em que a regido “C”, isoladamente ou em combinagao com

os nucleotideos que flanqueiam a regido “A” e/ou “B”, forma um sitio de
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reconhecimento para uma endonuclease de restri¢ao.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a Tm do Primer Estendido é maior do que a T do Primer
N&o Estendido em pelo menos 8°C.

9. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a Trm da regido “A” do Primer Estendido e a Tr do Primer
Nao Estendido n&o variam mais do que 3°C.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que:

(a) a primeira temperatura é 95°C;

(b) a segunda temperatura € 58°C;

(c) a terceira temperatura é 72°C;

(d) a quarta temperatura é 95°C;

(e) a quinta temperatura € 72°C; ou

(f) qualquer combinacéao de (a)-(e).

11. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que os amplicons de DNA estendidos a partir do Primer N&o
Estendido e do Primer Estendido na mistura intermediéaria hibridizam-se
entre si para formar amplicons fita dupla de DNA.

12. Método de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado
pelo fato de que a amostra de acido nucleico € uma amostra de acido
nucleico em teste.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que a amostra de acido nucleico € uma amostra de acido
nucleico controle.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que é uma reacdo PCR multiplex.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que a PCR é realizada na auséncia de um Primer Genérico.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
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pelo fato de que a primeira fase resulta em amplificacdo exponencial de
ambas as fitas do acido nucleico alvo e/ou a segunda fase resulta em
amplificacdo linear de uma unica fita do acido nucleico alvo.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o Par de Primers Assimétricos compreende sequéncias
complementares a sequéncias bacterianas ou sequéncias do DNA de
fungos.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que a amostra é uma amostra bioldgica, opcionalmente em
que a amostra biologica é:

(a) de sangue ou uma amostra processada, extraida ou fra-
cionada do mesmo;

(b) de liquido de dialise peritoneal ou uma amostra proces-
sada, extraida ou fracionada do mesmo;

(c) de urina ou uma amostra processada, extraida ou fracio-
nada da mesma;

(d) de escarro ou uma amostra processada, extraida ou fra-
cionada do mesmo; ou

(e) do esfregaco de uma ferida ou uma amostra processada,
extraida ou fracionada do mesmo.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a amostra € uma amostra ambiental.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda detectar o amplicon fita simples da
PCR.

Peticéo 870200060450, de 15/05/2020, pag. 51/68



PAR DE PRIMERS ASSIMETRICOS

Figura 1
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Hibridizacao intermolecular de primers estendidos
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Figura 2B

Hibridizacao intramolecular de primers estendidos

Figura 2C
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RESUMO
Patente de Invencéo: “METODOS DE PCR ASSIMETRICA”.
A presente invencao refere-se a um método de amplificacédo
por PCR assimétrica para preparacédo do produto de fita simples, e pri-

mers e kits Uteis para 0 mesmo.

Peticéo 870200060450, de 15/05/2020, pag. 52/68



