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(57) Resumo: OLIGONUCLEOTIDEOS UTEIS COMO SONDAS E
METODO DE DETECGCAO E/OU GENOTIPAGEM DE HCV. A
presente invencao descreve oligonucleotideos Uteis como sondas para
hibridizacdo com genoma de HCV, um método para diagnostico de
HCV através da deteccdo e/ou genotipagem do virus da Hepatite C
(HCV). Em especial, a presente invencdo descreve um método
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A presente invencdo se situa no campo da quimica, farmacia e
medicina.
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Relatério Descritivo de Patente de Invengéo
OLicoNUcLEOTIDEOS UTEIS COMO SONDAS E METODO DE DETECCAO

E/ou GENOTIPAGEM DE HCV

Campo da Invencdo
A presente invengdo descreve oligonucleotideos (teis como sondas para

hibridizagdo com genoma do virus da Hepatite C (HCV), um método para
diagnéstico de HCV através da detec¢do efou genotipagem do HCV. Em
especial, a presente invengao descreve um método qualitativo de detecgao e,
simultaneamente, de genotipagem do HCV. A presente invengdo se situa no

campo da quimica, farmacia e medicina.

Antecedentes da Invengéo

O virus da Hepatite C € uma espécie de virus do grupo IV (RNA fita
simples), da familia Flaviviridae, género Hepacivirus. Existem varios genétipos
deste virus, sendo que os gendtipos de 1 a 7 estéo subdivididos em mais de 50
subtipos. E interessante saber que, por sua caracteristica viral, os genétipos do
HCV chegam a apresentar de 30% a 50% de diferenga no seu RNA.

A presente invengdo descreve oligonucleotideos, método e kit para
deteccdo e/ou genotipagem do virus da Hepatite C (HCV) através de noVaS
sondas, com alta sensibilidade e baixo custo. Essas novas sondas, métodos e
kit sdo de grande importancia para o mercado brasileiro, uma vez que as
mesmas foram validadas com pacientes desse pais. Em especial, a presente
invencéo descreve um método qualitativo de detecgao e, simultaneamente, de
genotipagem do HCV.

No ambito patentario, foram localizados alguns documentos relevantes
que serao descritos a seguir.

O documento US 2007/0065815 descreve um método para genotipagem
do HCV compreendendo as etapas de proporcionar um alvo de seqiiéncia
nucleotidica enovelada do HCV com duas regides de fita simples separadas

por uma regido interveniente de dupla fita; pelo menos uma sonda de
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oligonucleotideos complementar ao alvo; misturar o alvo com o
oligonucleotideo para hibridizagdo; e quantificar a quantidade de complexo
alvo/sonda.

O documento US 7,473,773 descreve novas composi¢bes para
determinagéo de gendtipos do HCV compreendendo ensaios de detecgéo de
SNPs na seqiiéncia 5S’'UTR do HCV.

O documento US 7,157,226 descreve seqiiéncias de gendtipos do HCV
e seu uso como agente terapéutico e de diagnéstico, especialmente através de
um vetor recombinante, método e kit contendo partes da seqiiéncia
nucleotidica do HCV.

O documento US 5,550,016 descreve oligonucleotideos recombinantes,
primers, sondas, métodos de determinacdo de gendtipos do HCV e método
para detectar HCV nas amostras com alta sensibilidade.

A presente invengdo difere desses documentos pelas sondas serem
novas, nao descritas no estado da técnica.

Do que se depreende da literatura pesquisada, nao foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invengao,
de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva

frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencao
Em um aspecto, a presente invengao proporciona uma alternativa as

sondas utiliiadas nos testes de identificagdo e genotipagem db HCV.

Elas podem ser utilizadas separadamente ou simultaneamente para
detecgao qualitativa e genotipagem do HCV.

E um objeto da presente invengao oligonucleotideos (iteis como sondas
para hibridizagdo com genoma do HCV compreendendo pelo menos 80% de
homologia com as sequencias SEQ N1, SEQ N2, SEQ N3 e/ou SEQ N4.

E objeto adicional da presente invengdo o método de diagndstico do
HCV que compreende as seguintes etapas:

a) extracdo do RNA do HCV de uma amostra.
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b) transcricéo reversa do RNA do HCV;

c) amplificagdo do material gerado em b) com primers biotinilados;

d) hibridizagdo do material amplificado utilizando um
oligonucleotideo util como sonda para hibridizagdo com genoma de

HCV, onde o oligonucleotideo possui pelo menos 80% de similaridade

com as sequéncias SEQ N1, SEQ N2, SEQ N3 e/ou SEQ N4, e o

oligonucleotideo esta em um suporte sélido; e

e) deteccéo colorimétrica do genoma hibridizado.

Em uma etapa inicial, é feita a transcricdo reversa e amplificagdo do
genoma viral, em fase liquida.

Em uma etapa inicial, as sondas séo fixadas em um suporte sélido.

A verificagdo da detecgdo e/ou genotipagem do produto amplificado
biotinilado é feita por determinagdo colorimétrica utilizando enzimas que
possuem afinidade com a biotina e sdo capazes de produzir substancias
capazes de serem detectadas colorimetricamente.

Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e seréo

descritos em detalhes suficientes para sua reprodugdo na descri¢ao a seguir.

Descricdo detalhada da Invengao
Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma

das inumeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

A presente invengdo apresenta uma série de vantagens em relagao
aquelas que estdo no mercado como, por exemplo: contempla no mesmo teste
a detecgdo qualitativa e a genotipagem do HCV, e isso, por si s0, ja reduz os
custos; foi padronizado com amostras da populagdo brasileira; permite que a
leitura dos resultados seja feita em espectrofotdmetro, um aparelho comumente
utilizado em laboratérios de analises clinicas, o que facilita a aplicagdo desta
técnica em laboratdrios de rotina de pequeno porte; ndo necessita de aparelhos

com alto custo, como o seqlienciador de DNA; nédo necessita de aparelhos
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“fechados”, que geralmente s@o consignados a compra de reagentes para
realizagao de um nimero pré-determinado de anlises/més.

Oligonucleotideos uteis como sondas para hibridizacdo com genoma do HCV

Na presente invengéo, a detecgdo e/ou genotipagem do HCV é feita
através da hibridizacdo do genoma amplificado utilizando sondas com pelo
menos 80% de homologia com as SEQ N1, SEQ N2, SEQ N3, SEQ N4. As
ditas sondas estao fixas em um suporte sélido, como por exemplo uma placa
de micropogos.

Em especial, a sonda com pelo menos 80% de homologia com SEQ N1
permite a deteccdo do HCV de forma qualitativa, ou seja, sendo capaz de
reconhecer a presenga do HCV da amostra bioldgica.

As sondas com pelo menos 80% de homologia com SEQ N2, SEQ N3
efou SEQ N4 podem ser utiizadas para a genotipagem do HCV,
especificamente dos gendtipos 1, 2 e 3 do HCV, que s&o aqueles presentes no
Brasil.

Em uma realizagao preferencial, as sondas utilizadas possuem 100% de
homologia com SEQ N1, SEQ N2, SEQ N3, SEQ N4. Essas quatro sondas
foram desenhadas com base na seqiiéncia do HCV disponivel no banco de
dados NCBI, utilizando Software Primer Express v2.0 (Applied Biosystems,

Foster City, E.U.A). Uma amina e um trecho de 10 nucleotideos 'T' foram

~ adicionados & regido final 5 de cada sonda (Invitrogen). A primeira sonda,

designada UP (sonda universal - SEQ N1), foi capai de hibridizar com os sete
gendtipos, foi utilizada paré a deteccdo do genoma do HCV. As outras trés
sondas especificas (SP) restantes, designadas SEQ N2, SEQ N3 e SEQ N4,
foram especificos para genétipos 1, 2 e 3, respectivamente.

Método Diagnéstico do HCV

A presente invengdo apresenta um método de identificagdo e

genotipagem do HCV compreendendo as etapas de:
a) extragdo do RNA do HCV de uma amostra.
b) transcrigdo reversa do RNA do HCV

c) amplificagdo do material gerado em b) com primers biotinilados;
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d) hibridizagdo do material amplificado utiizando um
oligonucleotideo util como sonda para hibridizagdo com genoma de

HCV, onde o oligonucleotideo possui pelo menos 80% de similaridade

com as sequéncias SEQ N1, SEQ N2, SEQ N3 e/ou SEQ N4, e o

oligonucleotideo estad em um suporte sélido; e

e) detecgéo colorimétrica do genoma hibridizado.

A extragdo do RNA do HCV na presente invengéo utilizou como base a
técnica descrita por Boom et al. (1990), com algumas modificagdes a fim de
aumentar a sensibilidade do referido método, tais como:. a) diferentes
quantidades de plasma (100 pL e 200 pL); b) duas concentragdes diferentes do
tampao isotiocianato de guanidina, sendo 16 M do tampao original (120 g de
GuSCN, 0.1 M de Tris HCI [pH 6.4], 0.2 M de EDTA [pH 8.0] e Triton X-100);
8M tampao modificado (60 g de GuSCN, 0.1 M de Tris HCI [pH 6.4], 0.2 M de
EDTA [pH 8.0] e Triton X-100); c) diferentes quantidades da solug¢éo de silica
(SiO2) (40 pL, 20 pL, 10 pL, 5L, 2,5 uL e 1,25 L).

Em seguida utiliza-se a técnica de RT-PCR (do inglés, reverse-
transcription) para transformar o RNA em DNA e amplifca-lo, utilizando dois
oligonucleotideos/primers biotinilados. Preferencialmente os primers utilizados
sdo primers degenerados capazes de amplificar um segmento de 260 bp,
correspondente a regiao 5NCR do HCV. Exemplos preferenciais séo
HCV2SBio (5'-Biotina-GGAACTWCTGTCTTCACGCRGA-3) e HCV2Abio (5'-
Biotina-TCGCAAGCRCCCTATCAGGCAG-é’). |

As sondas foram dispensadas e aderidas no suporte sc')lido,/ como por
exemplo, nos pogos de microplacas. Os produtos amplificados foram
detectados e genotipados simultaneamente nessas microplacas. Cada produto
amplificado foi hibridizado separadamente com cada sonda.

Para desenvolvimento de coloragdo e posterior detecgdo colorimétrica,
foi adicionada aos pogos, uma solugdo compreendendo estreptavidina-
peroxidase, seguida da adicdo de seu substrato que, quando clivado,

desenvolve coloragdo. Quando ha hibridizagdo do produto amplificado com a
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sonda, ha adesdo da proteina a biotina e clivagem do substrato pela

peroxidase, observando-se assim desenvolvimento da coloragao.

Exemplo 1. Realizacdo Preferencial

Apbs a realizagao dos testes de extracdo de RNA, o melhor resultado foi
verificado com as seguintes condigdes: 200 UL de plasma, uso de 900 pL de
tampéao de lise modificado (8M) em associagdo com 2,5 L de solugdo de SiO,
e 900 pL do tampéo de lavagem original.

O protocolo foi 0 seguinte: 200 UL de plasma foram adicionados a um
tubo eppendorf com 900 pL de tampao de lise contendo 8M de isotiocianato de
guanidina e 2,5 UL de uma suspensao de silica. A mistura foi centrifugada por
15 segundos e incubada por 10 min em temperatura ambiente. Apés
centrifugacéo por 1 minuto em 14.000 rpm, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e o pellet de silica foi lavado duas vezes com tampao contendo 8M
de isotiocianato de guanidina, duas vezes com etanol 70% e uma vez com
acetona. Os tubos foram colocados em um bloco de aquecimento a 56 °C por 2
minutos, para secar o pellet de silica. Agua tratada com DEPC (50 yL) e
RNaseOUT Ribonuclease Inibidor (40 unidades; Invitrogen, Carlsbad, E.U.A.)
foram adicionados e pellets foram ressuspendidos por agitagdo em vortex
durante 15 segundos. Ap6s a incubagdo por 10 minutos a 56 °C e
centrifugagcdo por 3 minutos a 13.000 rpm, 47 pL do sobrenadante foi
transferido para um tubo novo e armazenadas a -70 < C :

HCV RNA foi reverso transcrito (RT) e amplificado utilizando reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em um dnico tubo usando o kit One-Step RT-PCR
Platinum kit Tag polimerase (Invitrogen). RT-PCR foi realizada com 10 pL de
RNA isolado e 15 pmol de cada um dos primers biotinilado, HCV2SBio (5-
Biotina-GGAACTWCTGTCTTCACGCRGA-3) e HCV2Abio  (5-Biotina-
TCGCAAGCRCCCTATCAGGCAG-3'), em um volume final de 50 uL. As
condi¢des da RT-PCR foram as seguintes: um ciclo a 45°C por 30 minutos para

formagao do cDNA; 55 ciclos para a amplificagdo: 94 °C por 30 segundos; 64°C
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por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos; extensao final a 72 °C por 5
minutos e estabilizagéo e parada da reagéo a 4°C.

Para detecgdo colorimétrica, foram feitos varios testes: a) diferentes
quantidades de cada uma das quatro sondas (100 ng e 200 ng), temperaturas
de hibridizagao 50 e 55°C, tempo de incubagdo com o substrato TMB (10 e 15
minutos). As melhores condigdes estdo descritas a baixo.

Cem nanogramas das sondas SEQ N1, SEQ N3, SEQ N4 e 200 ng para
SEQ N2 foram dissolvidas em 100 pL de tamp&o de imobilizagéo (100 mM
Na,COs, pH 9,6) e dispensados nos pogos das microplacas. A microplaca foi
selada com um adesivo (HotSeal, Diversified Biotech, Boston, EU.A.) e
incubada overnight 2-8° C. As sondas foram removidas e os pogos foram
lavados trés vezes com PBS contendo 0,05 % Tween-20.

Os produtos amplificados foram detectados e genotipados
simultaneamente em microplacas (Immobilizer Amino Surface, Nunc, Roskilde,
Dinamarca). Cada produto amplificado foi hibridizado separadamente com cada
sonda: SEQ N1, SEQ N2 SEQ N3 e SEQ N4. Em cada pogo foram adicionados
100 pL de Solugéo de Hibridizagao (SSC 5x, 0,5% BSA, 0,1% Tween 20) e 9,5
ML do produto amplificado, previamente desnaturado a 100° C durante 5
minutos e refrigeradas em gelo. As amostras foram incubadas por 45 minutos a
50° C para que a hibridizagao fosse realizada. Os pogos foram lavados 3 vezes
com uma Soluggo de SSC5x/0,1% Tween-20, incubados a 50 °C por 15
minutos com a mesma solu§éo previamente aquecidg e, novamente lavados 3
vezés. Para desenvolvimento de coloragdo, foi adicionada aos pogos, a
Solugéo de Estreptavidina-peroxidase 0,4 pg/mL (tampao MOPS 0,1M pH 7 4,
30mg/mL de BSA fragéo V, 20mg/mL de manitol, 60mg/mL de sacarose, CaCl,
1mM, 0,2 mg/mL de timerosal e 0,4 pg/mL de Polimero de Estreptavidina-
Peroxidase — Sigma, Saint Louis, USA) e incubado por 30 minutos a 37°C.

Os pogos foram lavados trés vezes com uma Solugdo Salina Tampéo de
Tris (100mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 0,1% Tween-20), incubados por 5 minutos
a temperatura ambiente com esta solugéo e lavados por mais 3 vezes com a
mesma solu¢do. Foi adicionado o substrato da enzima, o TMB (3,3',5,5-



10

20

8/8

tetrametilbenzidina) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Nessa
etapa, quando houve hibridizagcdo do produto amplificado com a sonda, foi
observado o desenvolvimento da coloragédo. Entdo foi adicionada a solugéo de
parada (0,1M H,SO,) e a absorbancia foi avaliada em 450nm com refiltro de
620nm em leitora de ELISA.

A sensibilidade analitica, ou melhor, o limite minimo de détecgéo do
método proposto foi 50 Ul/mL de RNA do HCV. Entre as 85 amostras de plasma
analisadas, a sensibilidade e especificidade do método proposto para detecgao
do RNA viral, quando comparado com Cobas Amplicor HCV Assay v2.0, foram
de 100% (95% IC; 92,75% - 100%) e de 97,2% (95% IC; 85,48% -100%),
respectivamente. Os valores preditivo positivo e preditivo negativo foram de 98%
(95% IC; 89,36% - 99,95%) e de 100% (95% IC; 90,01% - 100%),
respectivamente. O Kappa encontrado foi de 0,976 (p < 0,001), mostrando alto
grau de concordancia entre os dois métodos de detecgdo qualitativa. Para
genotipagem do HCV, péde-se observar 97,22% (35/36) de concordancia entre
o método proposto e o seqienciamento de DNA. O Kappa encontrado foi de
0,976 (p < 0,001), mostrando alto grau de concordancia entre os dois métodos
de genotipagem. Sendo assim, o método proposto apresentou bons resultados
de sensibilidade e especificidade, com alto grau de concordancia com os
métodos de referéncia, tanto para detecg¢éo qualitativa, como para genotipagem
do HCV.

Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderédo rebroduzir a invengdo nas modalidades apresentédés e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.
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Reivindicacdes
OLIGONUCLEOTIDEOS UTEIS COMO SONDAS E METODO DE DETECCAO

E/OU GENOTIPAGEM DE HCV

1. Oligonucleotideos uteis como sondas caracterizados por
compreenderem pelo menos 80% de similaridade com uma sequéncia
escolhida do grupo que compreende SEQ N1, SEQ N2, SEQ N3 e/ou SEQ N4.

2. Oligonucleotideos, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizados
por adicionalmente compreenderem uma amina.

3. Método de deteccdo e genotipagem de HCV caracterizado por
compreender as etapas de:

a) extragdo do RNA do HCV de uma amostra.

b) transcricéo reversa do RNA do HCV

c) amplificagéo do material gerado em b) com primers biotinilados;

d) hibridizagdo do material amplificado utilizando um
oligonucleotideo Util como™ sonda para hibridizagdo com genoma de

HCV, onde o oligonucleotideo possui pelo menos 80% de similaridade

com as sequéncias SEQ N1, SEQ N2, SEQ N3 e/ou SEQ N4, e o

oligonucleotideo esta em um suporte sélido; e

e) detecgdo colorimétrica do genoma hibridizado.

4. Método, de acordo com a reivindicagéo 3, caracterizado pelo primer
biotinilado ser um primers degenerado capaz de amplificar um segmento de
260 bp, correspondente aregido 5’NCR do HCV.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo primer
ser  5-Biotina-GGAACTWCTGTCTTCACGCRGA-3*  elou  5-Biotina-
TCGCAAGCRCCCTATCAGGCAG-3'.

6. Método, de acordo com a reivindicagéo 3, caracterizado pela deteccéo
de todos os gendtipos do HCV ser detectado pelo oligonucleotideo com pelo
menos 80% de similaridade com SEQ N1.
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7. Método, de acordo com a reivindicagéo 3, caracterizado pela deteccéo
de todos os genétipos 1, 2 e 3 do HCV serem detectados respectivamente
pelos oligonucleotideos com pelo menos 80% de homologia com SEQ N2, SEQ
N3 e SEQ N4.

8. Método, de acordo com a reivindicagéo 3, caracterizado pelas etapas
b) e c) ocorrerem em fase liquida.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pela
determinacéo colorimétrica compreender as etapas de:

a) adicéo de estreptavidina-peroxidase aos pogos da microplaca;

b) adicdo de substrato que, quando clivado, gera produto detectavel
colorimetricamente; e

c) determinag&o do produto detectavel colorimetricamente.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo

substrato ser 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina.
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Resumo

OLIGONUCLEOTIDEOS UTEIS COMO SONDAS E METODO DE DETECCAO
E/OU GENOTIPAGEM DE HCV

A presente invengao descreve oligonucleotideos (teis como sondas para
hibridizacdo com genoma de HCV, um método para diagnéstico de HCV
através da detecg@o e/ou genotipagem do virus da Hepatite C (HCV). Em
especial, a presente invengdo descreve um método qualitativo de detecgao e,
simultaneamente, de genotipagem de HCV. A presente invengéo se situa no

campo da quimica, farmacia e medicina.
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