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RESUMO

“METODO PARA A IDENTIFICAQﬁO DE TUMORES COLORRECTAIS”

A invengdo diz respeito a um método para o diagndstico
precoce de carcinoma colorrectal e a determinacdo de lesdes
pré-cancerigenas do c¢6lon e do recto com Dbase na
gquantificagcdo de ADN extraido a partir de fezes e

amplificado recorrendo a técnicas de PCR.
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DESCRICAO

“METODO PARA A IDENTIFICAQﬁO DE TUMORES COLORRECTAIS”

De um modo geral, a presente inven¢do diz respeito ao
diagndéstico de tumores em pacientes humanos e em animais.
Em particular, a invencdo proporcicna um método e um kit
para o diagndéstico precoce de carcinoma colorrectal e para
a determinacdo de lesdes pré-cancerigenas do célon e do
recto. O método de acordo com a invencgdo tem por base a
gquantificagdo de ADN extraido a partir de fezes e

amplificado por meio de técnicas de PCR.

ANTECEDENTES DA INVENQiO

Nos ultimos anos, tem vindo a ser recolhida muita
informacdo sobre as alteracdes moleculares que tém lugar
durante o desenvolvimento de tumores, tais como as mutacdes
génicas ou 0s rearranjos gendémicos, sublinhando a
possibilidade de deteccdo de alteragdes tumorais em fluidos
bioclégicos e, consegquentemente, indicando a utilizacao
destes marcadores como abordagem valida de diagndstico ndo
invasivo.

Um tumor gue foi j& bastante investigadoc segundo esta
abordagem ¢ o cancro colorrectal, o qual constitul uma das
formas mundiais mais comuns de cancro, apresentandc um
resultado clinico com uma variagdo consideravel de acordo
com o tipo de lesdo e a fase da doenga aquando do
diagnoéstico (1-3). Um diagnédéstico precoce é fundamental
para a reducdoc da morbidade e da mortalidade uma vez que
uma percentagem elevada de pacientes diagnosticados nas

fases precoces da doencga sobrevivem durante um tempo mais



longo (4). Além do mais, a possibilidade de detecgdo de
lesbdes pré-malignas torna este tumor um dos alvos ideais
para os programas de rastreio. No entanto, embora estejam
disponiveis diversos métodos de rastreio, uma percentagem
elevada de individucs ndo participa nos programas de
rastreio do cancro colorrectal. HA diversos motivos para
esta fraca adesdo, tais como a falta de conhecimento dos
beneficios dos métodos de rastreio disponiveis, em
particular a colonoscopia, bem como o0s procedimentos
desagradaveis e nos quais podem surgir complicagdes (5).

As mutagdes génicas nas fezes, em particular no gene
k-ras (6-12) e em menor grau nos genes pbd3 (13) e APC (14,
15) e a instabilidade de microssatélites (16) foram 7Jja
investigadas inumeras vezes. 0s resultados demonstraram a
presenga destas alterac¢des moleculares nas fezes apenas
numa fraccao de pacientes, devido a frequéncia
relativamente reduzida de alterag¢des num uUnico marcador no
cancro colorrectal. Em paralelc, foram analisadas mutagdes
multiplas nas mesmas fezes, tendo esta abordagem
proporcionado uma sensibilidade superior de teste, embora
seja dispendiosa, demorada e nao possa ser facilmente
aplicada a programas de rastreio (17-21).

Foi recentemente considerado o potencial ao nivel do
diagndéstico da amplificagdo de ADN de células esfoliadas em
fezes. Provas preliminares (19-21) demonstraram que a
avaliagdo semi-quantitativa da amplificag¢do de ADN (L-ADN)
de alguns fragmentos de ADN com um comprimento superior a
200 pb detecta mais de 50% dos cancros colorrectais com uma
especificidade bastante elevada.

No pedido de patente de invengdo norte-americana n°

20020004206 encontra-se descrito um ensaio genético para a



identificacdo de uma doenca tumoral a partir de amostras
gue contenham células epiteliais esfoliadas. No pedido de
patente de inven¢do encontra-se descrito um ensaio dque
compreende um passo de amplificacdo por PCR de fragmentos
de Kras, APC e pb3, e subsequente determina¢do semi-
gquantitativa do ADN amplificado com base no método de
coloracdo do gel.

No documento US 5723298 encontra-se descrito um método
para a marcagdo e sequenciacdo de moléculas de 4acido
nucleico, em particular de moléculas de ADN, em gue um
iniciador parcialmente prolongado e marcado internamente é
alongado numa reacg¢do de extensdo com um iniciador ciclico,
e um kit para a preparag¢do de amostras para uma anadlise da
sequéncia de acido nucleico gue compreende um iniciador de
dcido nucleico ndo marcado, uma dNTP marcada, trés dNTP ndo
marcadas, uma polimerase termostdvel e um tampdo de reaccdo
de polimerase termostavel.

No documento WO 01/42502 encontra-se descrito um
método para a detecgdo de doengas que compreende, inter
alia, a realizagdo de uma amplificacdo por PCR de ADN
purificado a partir de amostras de fezes de pacientes que
padecam de cancro colorrectal. 0Os iniciadores utilizados no
referido procedimento de amplificacdo sédoc concebidos para a
amplificac¢do de 5 ou 7 locails diferentes do ADN, permitindo
a amplificagdo de fragmentos de ADN gue possuam um
comprimento superior a 200 pb. A quantidade de amplicdes é
entdo comparada com um valor de referéncia. Utiliza-se o
procedimento de coloragdc com Dbrometo de etidio para a
quantificag¢do de ADN amplificado.

No documento WO 02/092858 encontram-se descritos

métodos para o rastreio de doencas. Um dos métodos ai



descrito compreende a realizagao de um procedimento de
diagndéstico para a detecgdo da presenga, numa amostra
bioldgica, de espécies de Aacidos nucleicos especificos que
constituam uma indicacdo de cancro ou de estados pré-
cancerigenos. O referido método compreende a amplificacgdo
de é&cidos nucleicos numa amostra de fezes representativa
utilizando iniciadores especificos de humanos e detectando
os amplicdes que possuam mais de 200 pb, por meio do
procedimento de colorag¢doc com brometo de etidio, sendo os
iniciadores de PCR seleccionados para detectar
especificamente o0s genes sobre o5 quals se sabe ou se
suspeita que estejam associados ao cancro colorrectal. No
referido método a amplificacdo por PCR é concebida para a
amplificacdo de 7 locais diferentes com um comprimento pelo
menos de 200 pb. O resultado da amplificagdo ¢é entédo
comparado com um valor de referéncia.

Rengucci et al., Clinical Cancer Research, 7: 590-593
(2001), descrevem a deteccdo de alteracdes genéticas, em
particular mutag¢bes de pbd3 e k-ras e instabilidade de

microssatélites, para o rastreio de tumores colorrectais.

DESRIGCAO DA INVENGAO

A presente 1invencdo tem por base uma nova abordagem,
rapida e precisa, para a detecgdo de cancro, a qual permite
uma discrimina¢do superior entre individuos afectados e néo
afectados.

Em particular, constitui o objecto da invencdo um
método para a quantificag¢do de ADN a partir de amostras de
fezes, o qual é Util para o diagndéstico precoce de tumores
e de lesBes pré-cancerigenas do colo e do recto, o gqual

compreende oS seguintes passos:



a) extrac¢do de ADN a partir de amostras de fezes;

b) amplificacdo por PCR de 8 fragmentos diferentes de
ADN que abrangem regides diferentes dos genes pb53 e APC,
utilizando trifosfatos de desoxinucledtido ou iniciadores
marcados com moléculas fluorescentes,
em que os fragmentos de pb3 que correspondem aos exbes 5-8
sdc amplificados utilizando os pares de 1niciadores
seguintes:

(1) ctcecttectgecagtactecectge; gcecccagetgetcaccategeta;

(1i) gattgctcttaggtctggeccecte; ggccactgacaaccacccttaacc;

(11ii) gcgttgtcetectaggttggetety; caagtggetcctgacctggagte;

(iv) acctgatttccttactgectetgge; gtcctgettgettacctegettagt;
e 0s fragmentos de APC sdo amplificados utilizando o5 pares
de iniciadores seguintes:

(1) aactaccatccagcaacaga; taatttggcataaggcatag;

(1i) cagttgaactctggaaggca; tgacacaaagactggcttac;

(1ii) gatgtaatcagacgacacag; ggcaatcgaacgactctcaa;

(iv) cagtgatcttccagatagcc; aaatggctcatcgaggctca

c) quantificacéao dos fragmentos amplificados
(amplicdes) ;

d) cdlculo da gquantidade total de amplicdes;

e) comparacao dos valores obtidos em (d) com um valor
de referéncia, em que o valor de referéncia € determinado
com base em séries de casos gue compreende pacientes
saudiveis e pacientes que padecem de tumores ou lesdes
colorrectais.

A extracgdo de ADN pode ser efectuada por meio de
técnicas convencionais e recorrendo a utilizacdo de kits
comercialmente disponiveis. Os fragmentos de ADN
amplificados no passo (2) podem abranger uma ou varias

regides ndo sobrepostas do genoma, incluindo genes e



sequéncias ndo codificadores, desde que o comprimento do
fragmento seja superior a 100 pb (pares de bases), de
preferéncia entre 100 pb e 1000 pb e mais preferencialmente
entre 100 pb e 500 pb. Os fragmentos podem ser amplificados
em separado ou em simultdneo; neste ultimo caso, 08
produtos de amplificacédo deverdo ser distinguiveis entre si
utilizando marcadores fluorescentes adequados. De
preferéncia, 0s iniciadores de oligonucledtidos ou
trifosfatos de desoxinucledétidos utilizados na reaccdo de
amplificag¢do podem 1ligar-se as moléculas fluorescentes
seguintes (fluorocromos): HEX (Applied Biosystems), 6-FAM
(Applied Biosystems) e TAMRA (Applied Biosystems), ou
outras moléculas, tais como fluoresceina, rodamina, Cv3,
Cy5, 5-FAM Ned, Vic e Pet. O0Os marcadores ligam-se
gquimicamente a um ou varios nucledtidos na parte interior
ou nas extremidades das sequéncias iniciadoras, de
preferénecia no primeiro residuo nucledtido, ou aos
trifosfatos desoxinucledétidos presentes na mistura de
reacgao de PCR.

Sao amplificados os fragmentos de genoma seguintes:
exBes 5 a 8 de pb53 (Gene Bank n°® X54156, n. 13042-13253,
13308-13489, 13986-14124, 14404-14603); e regibes gendmicas
gque codificam os aminodcidos 862-954, 1035-1130, 1288-1402
e 1421-1515 de APC (exdo 15 - Gene Bank AF127506, M74088).

De acordo com uma outra variante preferida, os
produtos de amplificagdo sao quantificados por meic de
sequenciadores/analisadores automaticos de ADN, de
preferéncia utilizando o ‘3100 Avant Genetic Analyzer®’
(Applied Biosystems). Como outras técnicas adequadas para a

amplificag¢do de fragmentos de acordo com a invengdo refere-



se as técnicas imunoenzimaticas, PCR em tempo real e as
técnicas de quimioluminescéncia.

De preferéncia, a amplificacdo por PCR é efectuada na
presenca de um controlo interno para a deteccdo de
inibidores de Tag. Por exemplo, também é possivel adicionar
um plasmideo gque contém uma sequéncia, a qual ndo esté
associada a humanos, que é amplificdvel com um conjunto de
iniciadores wutilizados na amplificagdo, & mistura de
reacgdo de PCR. Este controlo interno permite prevenir a
obtenc¢do de resultados negativos falsos devido a presenca
de inibidores de Tag.

Para se determinar a quantidade de cada amplicdo é
necessdrio preparar uma curva de calibrag¢do por meio da
amplificacdo de diluig¢des conhecidas de ADN ou plasmideos
gendémicos que contenham as sequéncias de nucledtidos dos
fragmentos de ADN alvo, utilizando os mesmos iniciadores e
as mesmas condi¢des das amostras de ensaio. Por exemplo, no
caso de se utilizar um sequenciador/analisador automatico
de fragmentos, entdo os valores da ASC (4rea sob a curva)
obtidos a partir da amplificacdo de quantidades conhecidas
de ADN sao representados numa curva de calibracgao; as
guantidades de ADN nas amostras de ensaio sdao entao
interpoladas com base na mesma curva.

A guantidade total dos produtos de amplificagdac que
correspondem a fragmentos diferentes (isto &, a soma das
quantidades de amplic8es individuals), expressa em unidades
de massa, ¢ entdo comparada com um valor de referéncia ou
de “corte”, o qual ¢ determinado previamente com base num
conjunto de casos que compreendem individuos saudiveis e
pacientes para os quais foram j& diagnosticados tumores ou

lesBdes colorrectals. Estes casos deverdo incluir um numero



suficiente de pacientes e de controlos para proporcionar um
bom intervalo de confianga (IC 95%), de preferéncia pelo
menos de 50 pacientes e de 50 voluntarios saudaveis.

A precisdo, a sensibilidade e a especificidade do
método tornam-no particularmente util para o diagndstico
precoce de tumores colorrectals e na avaliacdo do risco ou
da probabilidade do desenvolvimento de tails tumores em
pesscas com lesBes colorrectais pré-cancerigenas. Como
outras vantagens da do método refere-se a sua simplicidade,
a sua velocidade e o seu custo reduzido.

Um outro aspecto da invenc¢do diz respeito a um kit que
¢ adequado para a realizacdo do método descrito antes. O
kit ird conter os oligonucledétidos marcados descritos
antes, a polimerase de ADN termostavel, as solucdes e 0s
reagentes para a realizagdo de uma reacg¢do de PCR e para o
ensaio de determinagdo da quantidade (v.g., de imunoenzimas
ou de acordo com o método fluorimétrico). O kit também ird

conter as instrucdes sobre o método correcto de utilizacéo.

Figuras 1 a 3: exemplos de andlises de FL-ADN

Figuras la e lb: ADN extraido a partir de amostras de
fezes. 0Os niveis de amplificacido para cada amostra -
expresso em unidades de massa (nanogramas) - sdo
determinados a partir das curvas de calibragao
correspondentes (fig. 2C) . A FL-ADN (fluorescéncia
prolongada em ADN) para cada amostra ¢é determinada pela
soma das quantidades (ng) dos trés grupos de amplicdes: p53
- ex0es 5 a 8, fragmentos 1-2 e 3-4 de APC.

Figuras 2a e 2b: electroferogramas obtidos por

amplificacdo de quantidades conhecidas de ADN. Os valores



de ASC sdo normalizados (4drea/100*ng) e representados num
grafico versus a guantidade de ADN (1, 2, 5, 10 e 20 ng).
Fig. 3: curva ROC da andlise de FL-ADN de amostras de

fezes de pacientes e de dadores saudaveis.

Materiais e métodos

Purificagdo de ADN

Dissolveu-se aproximadamente 4 g de fezes &
temperatura ambiente. Extraiu-se o ADN apds homogeneizagio
durante 15 minutos com 16 mL de tampdo TE-9, pH 9 (Tris-HC1
0,5 M, EDTA 20 mM e NaCl 10 mM), utilizando ‘*ULTRA-Turrax
T25' (Janke & Kunkel GmbH & Co. KG IKA-Labortechnik,
Staufen, Alemanha). Apds centrifugacdo a 5000 g durante 15
minutos, transferiu-se o sobrenadante para um tubo Jue
continha 5 mL de uma solucgdo de acetato de aménia 7,5 M (M-
Medical, Florence, Itdlia) e 30 mL de etanol a 100% (Carlo
Erba, Milan, Italia). Recuperou-se o ADN por centrifugacio
a 5000 g durante 15 minutos & temperatura ambiente.
Colocou—-se em suspensao as amostras de fezes em 1,6 mL de
tampdo ASL e extraiu-se o ADN utilizando um kit de amostra

de ADN ‘QIAamp’ (QIAGEN, Hilden, Alemanha).

Anilise de FL-ADN

Efectuou-se as amplificagbes dos exdes 5 a 8 de pd3 e
dos fragmentos 1 a 4 do exdo 15 de APC em Z pL de ADN a
partir de amostras, com um volume total de 25 plL que
continha 0,4 pM de cada iniciador, 200 pM de trifosfatos de
desoxinucledtidos, 1 x tampdo de reaccgdo com MgCl; 3,5 mM e
1 unidade de Tag-polimerase (QIAGEN). Submeteu-se a mistura

de reaccdo a 32 ciclos: 60 segundos a 94°C e depois 60
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segundos a 60°C para os exf8es de pb53, e 5HB8°C para os
fragmentos de APC, seguindo-se a incubagdo a 72°C durante
60 segundos.

Os exbes de pb3 foram amplificados simultaneamente
numa mistura de reac¢ao individual e os 4 fragmentos de APC
foram amplificados em duas misturas diferentes (mistura 1 -
fragmentos 1 e 2; mistura 2 - fragmentos 3 e 4). Para este
fim, os iniciadores utilizados para a andlise L-ADN foram
marcados na extremidade com fluorocromos fornecidos por
Applied Biosystems (Foster City, CA).

Amplificagdo 1: exdes 5 a 8 do gene pb3 (Gene Bank n.
X54156, nt. 13042-13253, 13308-13489, 13986-14124, 14404-
14603). Amplificacgdes 1 e 2: fragmentos que correspondem
aos amincadcidos 862-954 e 1035-1130 do exdo 15 do gene APC
(Gene Bank AF127506, M74088). Amplifica¢des 3 e 4:
fragmentos que correspondem aos aminoacidos 1288-1402 e

1421-1515 do exdo 15 do gene APC (Gene Bank AF12750¢,

M74088) .

Exb0es de p53 Nome do Marcagéo Sequéncia
iniciador em 5’

5 5-F 6-FAM- ctcttectgecagtacteceectge
5-R gccccagcetgetcecaccategeta

6 6-F gattgctcttaggtctggcccctce
6-R BEX ggccactgacaaccacccttaacc

7 T-F 6-FAM gcgttgtctectaggttggetetg
7-R caagtggctcctgacctggagte

8 8-F acctgatttccttactgcctctgge

8-R HEX gtcctgettgecttacctegettagt
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Fragmento de Nome do Marcagéo Sequéncia

APC iniciador em 5’

1 1BF aactaccatccagcaacaga
1BR HEX taatttggcataaggcatag

2 2F 6-FAM cagttgaactctggaaggcea
2R tgacacaaagactggcttac

3 3F gatgtaatcagacgacacag
3R HEX ggcaatcgaacgactctcaa

4 4F 6-faze cagtgatcttccagatagcece
4R aaatggctcatcgaggctca

Efectuou-se a electroforese utilizando um dispositivo
*3100 Avant Genetic Analyzer’ (Applied Biosystems) equipado
com um programa ‘GeneScan Analysis 3.77.

Efectuou-se a FL-ADN por analise da intensidade de
fluorescéncia de cada amostra-produtc de PCR especifico
(fig. lab). Determinou-se a guantificag¢do de cada amostra
por referéncia a uma curva padrdo (1, 2, 5, 10 e 20 ng) de
ADN gendémico e esta quantificagdo foli expressa em
nanogramas (fig. Z2Zabc). Para se verificar a presenga ou a
auséncia de inibidores de Taq, foi efectuada uma
amplificacdo em todas as amostras com uma mistura que
continha 2 pL de ADN extraido a partir de fezes e 25
atocgramas [ag] de um plasmideo com uma sequéncia de
controlo. Todas as determinag¢des foram realizadas em
duplicado e repetidas para cerca de 20% das amostras nas

guais se obteve uma variacdo > 20%.

Série de casos
Recolheu-se amostras de fezes de 86 pacientes com
cancro colorrectal primdrio na unidade de gastroenterologia

e no departamento de cirurgia I do Morgagni Hospital, Forli
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e nos departamentos de oncolcgia e de cirurgia geral do
Infermi Hospital, Rimini. Recolheu-se amostras de fezes de
62 1individuos que apresentaram resultados negativos para
cancro ou para lesdes benignas apds colonoscopia e a partir
de pessoal do laboratdrio.

As amostras foram obtidas peloc menos trés dias apds a
administra¢do de tratamentos laxativos de prepara¢do para
colonoscopia para permitir a recuperacdo do funcionamento
normal do intestino. As amostras fecais foram imediatamente
congeladas e armazenadas a -70°C durante um periodo maximo
de dois meses.

0 diagnéstico de cancro foil confirmado
histologicamente e o estado patoldgico foi definide de
acordo com a classificacdo de Dukes: 8 tumores receberam a
classificacdo de estado A, 30 de estado B, 37 de estado C e
9 de estado D. Além disso, 19 cancros estavam localizados
no cdlon ascendente, 30 no cdblon descendente, 2 no cdédlon
transversal e 35 no tracto rectal. Apenas nao foi
disponibilizada a informagédo dos estados para dois casos.

Dos 86 pacientes, 42 eram do sexo masculino e 44 do
sexo feminino e apresentavam uma idade média de 72 anos
(intervalo de 36 a 90). Dos 62 individuos de controlo, 29
eram do sexo masculinc e 33 do sexo feminino e apresentavam

uma idade média de 51 anos (intervalo de 21 a 87).

Resultados

Os sinais de fluorescéncia estavam compreendidos entre
0 e 283 ng (média de 47 ng) nas fezes dos pacientes e
compreendidos entre 0 e 87 ng (média de 4 ng) nas fezes de

dadores saudaveis. Ndo foram observadas diferencas nos



13

valores médios no gue diz respeito a idade dos pacientes e
ao tamanho, ao local e ao estado do tumor.

Quando se comparam os resultados das duas abordagens,
observa-se uma relacdo directa, mas com uma variabilidade
ampla dos nivelis de FL-ADN nos subgrupos definidos de
acordo com o numero de amplificagdes elevadas de L-ADN.
Além disso, detectou-se a fluorescéncia pelo métcdo FL-ADN
em 33 dos 47 individuos que ndoc apresentavam qualquer
amplificagdo elevada no ensaio de L-ADN. Estes resultados
constituem um claro indicador de uma sensibilidade superior
do método de fluorescéncia em relacdo a abordagem
convencional.

A andlise da curva ROC dos niveis de FL-ADN (fig. 3)
mostra uma boa precisdoc de diagnéstico desta abordagem. Em
particular, observou-se uma especificidade bastante elevada
compreendida entre §3% e 95% e uma sensibilidade elevada
compreendida entre 82% e 72% para a maior parte dos cortes
a 15, 20, 25 e 30 ng de ADN (quadro 1). Quando se analisou
o corte de 25 ng, o gqual proporciona o melhor resultado
global em termos de precisdo, relativamente as diferentes

caracteristicas do tumor, a sensibilidade permaneceu

elevada em pacientes com tumores peguencs (70%) em
comparag¢aoc com tumores largos (82%) e obteve-se um

resultado semelhante para o0s tumores com estados de Dukes
diferentes (quadrc 2). Mais importante, observou-se uma
sensibilidade semelhante para a detecgdo de tumores

localizados nos tractos do cdlon ascendente e descendente.
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Quadro 1. Sensibilidade e especificidade da analise de FL-

ADN
Niveis .
DADCRES SAUDAVEIZ PACIENTES
de ADN
Corte Sensinil-dade I.C. Zspecificidade I.C.
Positive Negativo  Positivo  Negativo
(g} (% 95% (% 95%
(74— (73—
15 10 49 70 15 €2 83
90) 93)
(74— (80—
20 7 52 70 15 g2 88
90) 96)
(€7- (86—
25 4 55 65 20 76 o3
85) 100)
(62~ (89-
30 3 56 61 24 2 25
82) 100)

Quadro 2. Sensibilidade” como funcado das diferentes

caracteristicas no cancro colorrectal

Categoria N°¢ PACIENTES POSITIVO

NEGATIVO SENSIBILIDADE %

TAMANHO (cm)

0,1-0,4 40 28
24,1 38 31
ESTADO DE DUKES

A 8 7

B 29 25

c 37 25

D 9 8
LOCALIZAGAC

Ascendente 18 13

Transversal 2 2

Descendente 30 22

Recto 35 28

12

~ o O w

70
82

88
86
68
89

72
100
73
80

" valor de corte igual a 25 ng
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REIVINDICACOES

1. Método para a determinacdo da presenga de tumores
colorrectais ou de lesdes pré-cancerigenas num sujeito
humano, o qual compreende 0s seguintes passos:

a) extracgdo de ADN a partir de amostras de fezes;

b) amplificagdo por PCR de 8 fragmentos diferentes de
ADN que abrangem regides diferentes dos genes p53 e APC,
utilizando trifosfatos de desoxinucledtido ou iniciadores
marcados com moléculas fluorescentes,
em que 0s fragmentos de pb3 que correspondem aos exdes 5-8
sdo amplificados utilizando os pares de 1iniciadores
seguintes:

(1) ctcttecctgecagtactccectge; gceccccagetgcetcaccatcegeta;

(1i) gattgctcttaggtctggecccte; ggccactgacaaccacccttaacc;

(i11) gcgttgtctecctaggttggetcetyg; caagtggctcctgacctggagtce;

(iv) acctgatttccttactgectetgge; gtcectgettgettacctegettagt;
e 0s fragmentos de APC sdo amplificados utilizando 0s pares
de iniciadores seguintes:

(1) aactaccatccagcaacaga; taatttggcataaggcatag;

(11) cagttgaactctggaaggca; tgacacaaagactggcttac;

(1i11) gatgtaatcagacgacacag; ggcaatcgaacgactctcaa;

(1v) cagtgatcttccagatagcc; aaatggctcatcgaggcetca

c) quantificac¢do dos fragmentos amplificados
(amplicdes) ;

d) cdlculo da gquantidade total de amplicdes;

e) comparacgdo dos valores obtidos em (d) com um valor
de referéncia, em que o valor de referéncia é determinado
com base em séries de casos gue compreende pacientes
saudaveis e pacientes que padecem de tumores ou lesdes

colorrectais.



2. Método de acordo com a reivindicagcdo 1, em que as
referidas moléculas fluorescentes sdo seleccionadas entre

HEX, 6-FAM e TAMRA.

3. Método de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 2, en
gue as quantidades de amplicdes sdoc interpoladas numa curva
de calibrag¢dao obtida a partir de quantidades de ADN

conhecidas.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em gue oS
amplicdes sdo quantificados wutilizando um sequenciador/
/analisador automdtico ou utilizando sistemas de deteccdo
fluorimétricos, colorimétricos, radiocactivos ou

espectrofotométricos.

5. Kit que «contém os 1iniciadores de acordo com a
reivindicag¢do 1 marcados com moléculas fluorescentes de
acordo com a reivindicacao 2, uma ADN polimerase
termoestédvel e instrugdes para o utilizador realizar o

método de acordo com as reivindicagbes 1 a 4.
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