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Apresentacgao

A presente Tese é composta por duas partes (Parte | e Parte Il). A primeira
parte € composta pelo projeto original de doutorado e esta relacionada aos temas:
engenharia de tecidos, regeneracao 0ssea e células-tronco; e a segunda parte esta
relacionada aos temas: Covid-19, sindromes gripais e diagndstico molecular.
Originalmente o projeto de doutorado era referente a primeira parte (Capitulos 1 e
2), que deram origem a patente (Capitulo 2) referente a minha qualificagéo.
Passado o periodo da qualificagdo, no ano de 2020 nos deparamos com a
Pandemia de COVID-19 (Corona Virus Disease 2019) que paralisou a maioria das
atividades presenciais e por isso ndo consegui dar sequéncia ao projeto previsto.
Neste contexto uma ONG americana, Dimensions Sciences, langou um edital que
contemplou 7 pesquisadores brasileiros para trabalharem nas pesquisas para
enfrentamento da pandemia no Brasil. Dentre este pequeno grupo, eu fui uma das
selecionadas e tive a oportunidade de me inserir nas pesquisas que estavam em
andamento no Laboratério de Nanobiotecnologia e logo fui designada a ser
responsavel por um projeto que decidimos entao utilizar para a minha defesa de

Tese. Este projeto é referente a segunda parte desta Tese (Capitulos 3 e 4).

Parte I: Atualmente a Engenharia de tecidos vem sofrendo grande evolug¢ao
com a utilizacdo da nanobiotecnologia. Cada vez mais busca-se alternativas para
reparo e substituicao de tecidos do corpo que preservem a fungao e caracteristicas,
além de uma maior biocompatibilidade. Neste ambito, scaffolds nanoestruturados
tem se mostrado boa alternativa para reparo do tecido ésseo por sua capacidade
de sustentacao das células, dos poros que desenvolvem um ambiente propicio para
a comunicacao e proliferacao delas, capacidade de ser bioabsorvido, além de poder
ser associado a farmacos, que podem levar ao aumento da diferenciagao decélulas-
tronco na regido. O capitulo 1 traz uma contextualizagdo do tema justificando a
importancia dos objetivos desta primeira parte, que é a validagao de scaffolds
nanoestrtuturados compostos por PLA/PEG (poli(acido latico)/ poli(etilenoglicol))
associados a Sinvastatina. O capitulo 2 traz a patente ja depositada no Instituto

Nacional de Propriedade Intelectual (INPI), referente ao processo de



producdo dos scaffolds de PLA/PEG associados ou ndo a sinvastatina, que
apresentaram bons resultados preliminares com perspectivas de aplicacdo em

regeneragéo éssea.

Parte Il: Em janeiro de 2020 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
decretou estado de pandemia devido ao grande numero de casos de COVID-19
pelo mundo e a rapida disseminagédo do virus SARS-CoV-2 (sigla do inglés que
significa coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave) causando a morte de
milhares de pessoas. Diante dessa estatistica € fundamental diagnosticar o maior
numero de casos de forma rapida e eficaz para direcionar o tratamento e controle
da doenca. Entretanto, diferenciar outras infec¢des respiratorias agudas (IRAs) na
atual pandemia por SARS-CoV-2 é essencial para conduzir a escolha da terapia
individual mais adequada, medidas coletivas para prevenir a disseminagéo,
prevenir também a disseminacado de infecgbes hospitalares secundarias, evitar
resisténcia bacteriana e diminuir a sobrecarga das unidades de saude. O capitulo
3 contextualiza a situagao da pandemia em que vivemos e outras sindromes gripais
que podem ser confundidas com a COVID-19, bem como seus dados
epidemiologicos de forma a justificar o objetivo desta parte, que consiste no
desenvolvimento de uma nova plataforma diagnéstica diferencial baseada em PCR
multiplex. O Capitulo 4 apresenta a patente que ainda sera depositada,
reivindicando o uso dos oligonucletideos desenhados para essa plataforma e o
método de amplificagdo de todos os alvos em um unico tubo com deteccéo

simultidnea destes alvos.



Parte I:

“COMPOSICAO E PROCESSO
DE PRODUCAO DE SISTEMAS
DE LIBERACAO CONTROLADA
CONTENDO AGENTE PARA
REGENERACAO OSSEA
GUIADA’



Capitulo 1 — Fundamentacado Tedrica

1.1 - Introdugao

O osso é um tecido mineralizado, que tem como fungao dar estrutura de
suporte e protegao para o corpo, armazena minerais para o metabolismo e produz
células sanguineas (1). Atualmente existe uma grande parcela da populagéo
mundial que é acometida por problemas ésseos e nas articulagdes. Defeitos 6sseos
podem se desenvolver de diferentes maneiras, como: infecgdo, tumor, trauma,
cirurgia, etiologia congénita, entre outros (2, 3). Essas condi¢des estdo presentes
em torno de 50% das doengas crbénicas de individuos com mais de 50 anos, e
trazem dor, incapacidade fisica e na maioria das vezes necessitam de cirurgia,
onde sao feitos enxertos 6sseos e implantes (4).

Por muitos séculos foi discutida a ideia de substituir tecido ésseo e existem
registros de civilizagbes antigas e relatos, como do século 17, onde foi realizado
enxerto de um pedaco de osso de cachorro em um defeito da calota craniana de
um soldado. Mais tarde no século 19 surgiram relatos de enxerto autogénico.
Existem também registros de substituigdo por materiais ndo ésseos (3). Apos todo
esse tempo de discussao destas ideias e experimentos rudimentares, a chamada
primeira geracédo de enxertos 0sseos sintéticos foi feita a partir de metais e ligas,
os implantes bioinertes de alumina e ago inoxidavel. Apesar de serem muito
utilizados devido a sua boa reprodutibilidade e alta disponibilidade possuem certas
desvantagens, como: ma integracdo, rigidez incompativel com o 0sso,
encapsulamento em tecido fibroso, liberagcao de detritos e ndo possuem atividade
bioativa (5, 6).

Com o tempo e o surgimento da engenharia de tecidos vem aparecendo
novas opg¢des para regeneragao do tecido 6sseo, onde se possa preservar as
fungdes do osso (5, 7). Outros materiais, como polimeros e ceramicas bioativas,
comecgaram a ser utilizados para fabricacdo de scaffolds, estruturas que trazem
flexibilidade e reabsorgao associadas as propriedades mecanicas, osteoindutoras
e osteocondutoras. Na sequéncia surgiram estudos associando essas estruturas a
fatores de crescimento, proteinas morfogenéticas ésseas e células, aumentando

assim a eficiéncia bioldgica (6, 8, 9). Neste ambito ja ha uma ampla gama de estudo
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da biologia das células-tronco (CTs), especialmente em relagdo as suas fungdes



troficas, regenerativas e imunomoduladoras que tém gerado grande entusiasmo no
desenvolvimento de solugdes terapéuticas inovadoras (10).

Além das células, fatores de crescimento e proteinas Osseas podemos
associar outras substancias aos scaffolds para tentar aumentar a influéncia sobre
a diferenciacado 6ssea. Dentre estas substancias temos as estatinas, que ja foram
amplamente estudadas quanto ao efeito pleiotropico direto na modulagcéo da
diferenciacao e fungéo das células 6sseas e osteossintese (11). Essas descobertas
foram feitas no ano de 1999, sendo demonstrado pelos autores que este grupo de
substancias foram muito eficazes na cultura de tecido de calvaria murina através
da expressao do gene da proteina morfogenética éssea 2 (BMP-2), promovendo a
diferenciacdo das células em osteoblastos (12). Mais tarde outros estudos
confirmaram esses resultados, como no caso da Sinvastatina, que mostrou
influenciar o aumento da fosfatase alcalina (ALP, do inglés alkaline phosphatase) e
aumentou a expressao de mRNA de osteocalcina em uma cultura ex vivo (13).

A capacidade da indugéo osteogénica do scaffold esta também diretamente
relacionada com o tamanho e as interconexdes entre os poros que facilitam a
distribuicao celular, integragcdo com o tecido do hospedeiro e crescimento
capilar. Portanto, estes sao parametros extremamente importante na fabricagao do
biomaterial e € uma questao significativa na engenharia de tecido 6sseo. O objetivo
do presente trabalho consistiu no uso de scaffold nanoestrtuturados de PLA/PEG
(nas respectivas propor¢des 70/30 e 90/10) acrescidos de Sinvastatina (2,5% a
7,5%) em linhagens de pré-osteoblastos (MC3T3) para regeneragao éssea in vitro.

A seguir serdo discutidos em mais detalhes todas essas vertentes

importantes na regeneragao 6ssea e na engenharia de tecidos

1.2- Tecido Osseo

O osso € a estrutura basica que forma o esqueleto e tem varias fungdes, como:
suporte mecanico, protegao dos 6rgaos internos (cérebro, pulmao, coragéao etc.),
armazenamento de minerais, produgao de células sanguineas e ainda é fonte de
células-tronco mesenquimais (MSCs, do inglés Mesenchymal stem cells). Sua
estrutura rigida serve como pontos de fixagdo para os musculos esqueléticos, que

sdo responsaveis pelo movimento. Os ossos tem capacidade de regeneragao de
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sua matriz extracelular organica e inorganica através de suas células que s&o
osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos (14). A osteogénese pode ocorrer por meio
de ossificagdo dentro de uma membrana de tecido conjuntivo (ossificagdo
intramembranosa) ou por ossificagdo de precursores de cartilagem (ossificagao

endocondral) (15).

De acordo com a sua forma os 0ssos do corpo humano podem ser classificados
em: longos, curtos, achatados e irregulares. Como o préprio nome diz, 0s 0ssos
longos tem formato alongado e sdo encontrados nos membros inferiores e
superiores (clavicula, umero, radio, ulna e fémur, tibia e fibula). Os ossos curtos
sdo aqueles que todas as suas dimensdes sdo praticamente iguais dando uma
forma cubica e compacta (carpo e tarso). Ossos achatados sao os planos, finos e
largos, oferecem area para fixagdo de musculo e protegem os érgaos (frontal,
occipital, parietal). Por fim, os irregulares apresentam uma morfologia mais
complexa com diferentes fun¢des (vértebra, sacro, céccix e efendide) (15).

Alguns estudiosos ja mostraram também que além das fungdes ja citadas, o
osso influencia a atividade de outros 6rgaos e é influenciado por outros 6rgaos e
sistemas do corpo, atuando também como 6rgao enddécrino. O esqueleto produz
pelo menos dois hormoénios, fator de crescimento de fibroblastos 23 (FGF23) e
osteocalcina. O primeiro é produzido pelos ostedcitos e atua no rim para inibir a 1-
alfa-hidroxilacdo da vitamina D e promover a excrecao de fésforo. A osteocalcina,
atua nas células beta pancreaticas para aumentar a produg¢ao de insulina e nos
tecidos periféricos para aumentar a sensibilidade a insulina e por consequéncia
aumentar a utilizacao de glicose (16).

O tecido 6sseo é constituido de 70% de material inorganico, a hidroxiapatita
deixa o esqueleto duro e forte e 30% de material organico que sao as fibras
colagenas e as proteinas n&do colagenas que deixam o osso flexivel (15). Este
tecido sofre constante remodelamento, reabsor¢ao (liberagédo de calcio e fosfato do
0sso mineralizado) e deposigao (uso de calcio e fosfato para formagéo de novo
0ss0), por meio das agdes das suas células componentes (Osteoblasto,
Osteoclasto, Ostedcito e revestimento ésseo) (15, 17). A figura 1 esquematiza o

processo de remodelagao éssea.



Ativacéo Reabsorcéo Reversdo Formacéo Terminacéo

Ty Pré- osteobilastos
PTH P
" . L
£lulas do revestimento 1 = - .
CSF1 Ostecblastos /\ Mowvo Osso
- ] - % —
= RANKL MMPs -~ -
! s = Esclerosting
&=
IL-6 .
BMPs
Ostedcito
® o
® ‘o -

Figura 1 — Remodelagao 6ssea. Ativacao: O osso quiescente detecta um sinal de iniciacdo que é
desencadeado por forgas mecanicas, danos ou horménios como o paratorménio (PTH). Acontece
entdo a apoptose dos ostedcitos que liberam fatores de osteoclastogénese, como o fator estimulador
de colbénias 1(CAF-1) e o ativador do receptor do ligante NF-kB (RANKL) recrutam e ativam o
precursor de osteoclastos. Reabsorgao: Os osteoblastos secretam citocinas e metaloprotéinas de
matriz (MMPs) para expor os locais de adesao para facilitar a fixgcdo dos osteoclastos, que dissolvem
a matriz mineralizada e a matriz 6ssea. Reversao: As células de “reversdo” removem a matriz de
coldgeno ndo mineralizada e matriz mineralizada ndo coldgena para aumentar a adesao
osteoblastica. Os osteoclastos sdo entdo substituidos por células de linhagem dos osteoblastos,
promovendo o inicio da formacdo o6ssea. Formacgdo: Os progenitores de osteoblastos se
diferenciam e iniciam a nova formacgao 6ssea até que eles voltem a formar células de revestimento
6sseo, que cobrem a superficie 60ssea. Terminagdo: Os ostedcitos produzem esclerostina,
suprimindo a diferenciagcao dos osteoblastos e aa formagéo 6ssea. Adaptado de Pedrero, Llamas-
Sillero (2021) (18).

As células osteogénicas vém de células-tronco mesenquimais na medula éssea.
Essas células se diferenciam em pré-osteoblastos, que posteriormente dao origem
a osteoblastos maduros (15). Os osteoclastos sao responsaveis pela reabsor¢ao
0ssea, os osteoblastos pela formacao 6ssea, enquanto os ostedcitos atuam como
sensores e regentes do processo de remodelacado 6ssea. Todo esse processo é

controlado por fatores locais (fatores de crescimento e citocinas) e sistémicos
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(calcitonina e estrogénios), que promovem a homeostase 6ssea. Um desequilibrio
entre a reabsor¢cdo e a formacgdo pode resultar em doengas ésseas como
osteoporose e osteopetrose (17).

Além das doencas que podem ser ocasionadas por esse desbalanco, milhdes
de pessoas apresentam anualmente fraturas ou até mesmo cancer, que levam a
perda 6ssea. Estes quadros podem levar a dor intensa e perda de funcao (18).
Como dito anteriormente, o 0sso € capaz de se remodelar, mas em casos mais
graves & necessaria intervengéo cirurgica, sendo cada vez mais interessante a

pesquisa de novos materiais e a evolugao da engenharia de tecidos.

1.3- Engenharia de tecidos

A medicina vem enfrentando grande desafio no reparo e regeneracéo de 6rgéao
e tecidos até hoje, buscando alternativas menos invasivas e mais modernas. Quem
tenta trazer essas novas opgdes € a Engenharia de Tecidos (ET) que precisa lidar
com varios parametros que estao inseridos na natureza e sua complexidade, além
de ter que lidar com mecanismos que ainda nao foram elucidados (19).

Por volta dos anos 90 foi cunhado o termo “Engenharia de Tecidos” com o
significado de “campo interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e das
ciéncias da vida para o desenvolvimento de substitutos biolégicos que restauram,
mantém ou melhoram a fungéo do tecido” (20, 21). Ha um pouco mais de 30 anos
alguns pesquisadores, como Langer e Vago ja publicavam trabalhos, que ja eram
o inicio dessa nova vertente no reparo de tecidos. Estes autores por exemplo
descreveram preparacbes de células cultivadas sobre polimeros artificiais
bioerodiveis em cultura de células do figado, pancreas e intestino e implantaram os
arcabougos em camundongos tendo sucesso nos enxertos (20, 22). A tabela 1

mostra o desenvolvimento dessa area de pesquisa através dos anos.

Tabela 1 — Linha do tempo referente aos marcos na Engenharia de Tecidos.
Adaptada de Sidhu, Kumar (23).

Ano Marco

1907 | Dr. Harrison Ross observou pela primeira vez fibra nervosa viva em desenvolvimento

1948 Primeiro rim artificial foi desenvolvido




1988 Posicao tridimensional das células

1993 Termo “Engenharia de Tecidos” foi definido

1994 Bio-fabricagdo

1997 Comercializagéo de pele util

2002 Comercializagéo de osso util

2003 Patente da impressora 3D

2008 Descelularizagdo de 6rgao

2015 Desenvolvimento de tecido leve

2019 | Desenvolvimento de um novo processo estereolitografico para redes multi-vasculares

Como mencionado anteriormente, esta € uma area multidisciplinar, entao
biologia celular, biomateriais e bioengenharia, tém contribuido para os avangos da
ET (24). As estratégias que podem ser utilizadas se dividem em duas categorias
principais: as que usam scaffolds e as que ndao usam e em todas pode-se usar
células autodlogas ou alogénicas (24, 25). Dentre estas estratégias podemos citar:
1- scaffolds sintéticos ou biologicamente ativos, que induzem a resposta
regenerativa; 2- abordagens sem scaffold usando células capazes de auto montar,
entrega de fatores de crescimento de tecido e outras moléculas (24).

O uso de células trouxe questdes que os pesquisadores devem se preocupar,
entre elas o valor econdmico e a disponibilidade de células. Surgiu também as
estratégias de utilizacdo de sustancias produzidas por células para recrutar no
proprio organismo maior numero para o local a ser reparado e também de células
geneticamente modificadas (25). As células expandidas mais comumente utilizadas
sdo ceélulas-tronco adultas (originadas de medula 6ssea, tecido adiposo, dente e
sangue periférico), células-tronco embrionarias, células-tronco pluripotentes
induzidas e células geneticamente modificadas (26).

Atualmente temos pesquisas para recriar quase todos os érgéos do corpo
humano estando em estagios variados de avango, alguns ja sendo usados na
clinica e outros no estagio pré-clinico ou ainda em fase de pesquisa (24). Na tabela
2 temos um apanhado de avancgos e os desafios enfrentados.
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Tabela 2 - Visao geral dos esforgos de engenharia de tecidos apresentando os

diferentes tecidos, as abordagens utilizadas e os desafios. Adaptado de

Berthiaume, Maguire (27).

Tecido Abordagem

Desafio

Pele Matriz implantada para
guiar regeneragao;
implantes com células

autdlogas ou alogénicas.

Falta de apéndices para
fixagao, lento
processo de crescimento
de células, lenta

vascularizagao

Coérnea Implantes de matriz
extracelular;
matriz gerada por células

cultivadas ex vivo

Manter a transparéncia e
propriedades de barreira

da matriz

Figado Hepatocitos de
xenogénicos,
alogénico ou derivado de
células-tronco ou
hepatoma imortalizado
semeado em
matrizes implantaveis
extracorporeas e

sistemas biorreatores

Fonte de célula,
manutencao de
fungao hepatica, célula

com alta
densidade,
vascularizacao de

implantes

Pancreas Ilhota livre ou
transplantacao

encapsulada

Escolha do local de
transplante,
vascularizacao, fonte de
células,

rejeicdo imunologica

Cartilagem Matriz implantada para
guiar
regeneragao; implantes

com

Processo lento para o
crescimento das células,
controle da diferenciacao

celular,
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células autdlogas ou

alogénicas

integracédo com o
ambiente receptor, longo

prazo e durabilidade

células-tronco

cultivado ex vivo

Coracao Materiais, inclusive Tumorigenicidade,
orgéaos descelularizados, controle da célula,
semeados com células diferenciagao elétrica e
progenitoras integracéo
e células-tronco
diferenciadas em
cardiomiocitos
Rim Néfrons derivados de Alta

permeabilidade hidraulica

Neuronio e medula

espinhal

Materiais em forma de
tubos para
orientacdo axonal e
regeneracgao, as vezes
usada em
combinagao com
estratégias
antiinflamatorias;

células-tronco neurais

Falta de conexdo com
axoénios adequados,
controle do ambiente pro-
inflamatério, dificil
prevencgao da formacéao
de cicatriz

no tecido

O tecido 6sseo, como dito anteriormente, dependendo da gravidade da lesao
necessitam de suporte adicional. Estruturas ésseas criadas a partir de 0sso
autdélogo ou aloenxerto podem ser usadas, embora produzam problemas como
taxas de degradacéao rapidas, bioatividade reduzida, morbidade do local doador ou
o risco de transmissao de patdgenos (28). E por isso, o desenvolvimento da ET é
tdo importante.

Para que a TE funcione para regeneragao 0ssea se faz necessario entender os
processos de ossificacdo endocondral e intramembranoso. As duas vias comegcam

da mesma forma, com o recrutamento de células-tronco mesenquimais e sua
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diferenciacao. No primeiro, as MSCs se diferenciam em condroécitos que depositam
cartilagem, que a seguir € mineralizada pelos osteoblastos, esta via forma os ossos
que contém medula. A segunda via, se da pela diferenciacdo osteogénica direta
das MSCs, sao eficazes na reparacao e restauracido apos lesdes e quando estas
lesdes sao de grande porte esse processo pode requerer um suporte externo, como

0 uso de biomateriais (29).

1.4- Biomateriais

Uma das primeiras definigdes dadas para o termo “Biomaterial” foi cunhada por
Dr. Jonathan Cohen em 1967 e dizia que estes eram quaisquer materiais utilizados
como implante, excluindo suturas e drogas, mas ele estava focado em um grupo
muito restrito de aplicagdes, considerado somente os que ja haviam sido testados
e 0 mais importante. Além disso, ele ainda ndo considerava como era a interagao
do material com o sistema biolégico (30, 31).

Atualmente os Biomateriais sdo definidos como materiais que interagem com o
sistema bioldgico, e eles podem ser naturais, sintéticos, vivos ou sem vida (32, 33).
A estrutura totalmente interativa, biocompativel, biodegradavel e ndo citotéxica com
o sistema bioldgico, ainda é uma prioridade na medicina regenerativa para auxiliar
no tratamento de feridas e doencas, possibilitando também a criagao de substitutos
para dispositivos médicos (33).

Existem varias formas de classifica-los, por exemplo com base em sua
biocompatibilidade sao classificados como bioativos, biotolerantes, biodegradaveis
e bioinertes. Podem também ser classificados de acordo com sua estrutura quimica
em metal, ceramica, polimero e composito. Estas classificagcdes sao funcionais,
mas se tornam algumas vezes inadequadas ou até confusas se observarmos todas
as descobertas ao longo do tempo até agora. Desta foram surgindo outras formas
para classificar, entre elas pela origem e pela quantidade de energia gasta para
processar ou moldar o material ou até mesmo dividindo os materiais em trés
categorias: Primitivo (materiais de ocorréncia natural, que sdo remodelados usando
ferramentas manuais (0ss0)), Artesanais (sdo refinados usando uma tecnologia
especifica) e Transformado (materiais que requerem uma transformagao fisica ou
quimica adicional) (30).
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Existem registros nas civilizagdes antigas, ha alguns milénios, de substituicdo
de dentes fixados por fios de ouro, reparos de defeitos no cranio e enxertos de pele.
Estes registros mostram a utilizagdo de materiais de cadaveres e até animais (30).
De la para ca muitos outros materiais foram testados e analisados. Podemos citar
o marfim e a queratina de animais, o primeiro € duro, mas tem certa flexibilidade. O
marfim assim como o osso tem hidroxiapatita na sua composi¢do e matriz que
contém colageno (34). Ja a queratina é encontrada nas unhas, chifres, cascos,
cabelos e garras (30, 35). Ela apresenta diversos usos na industria de cosméticos,
aditivo de ceramicas, fertilizante, nos materiais de combate a incéndio e para
tratamento do couro (36). As proteinas da queratina podem se automontar e
polimerizar, atuam como um suporte de fixacdo celular ativo e participam das
fungdes regulatorias celulares (37). Outros materiais que podem ser citados sao:
vidro, porcelana, ouro, prata, ferro, cobre, bronze, calcio, minerais sodicos e varios
tipos de polimeros (30).

Um recente trabalho de meta-analise realizado por nosso grupo de pesquisa,
revisou trabalhos que utilizavam biomateriais associados a células-tronco para
regeneracao tecidual, e concluiu que a maioria dos trabalhos utilizavam polimeros.
Os sintéticos foram 21% dos trabalhos analisados (Policaprolactona (PCL),
hidrogel, Poli(acido latico-co-acido glicdlico (PLGA), Acido Poli-latico (PLA),
Polietilenoglicol (PEG), entre outros), os naturais 15% (alginato, matriz extracelular,
quitosana, colageno, heparina, seda e outros) e aqueles que usaram uma
combinagao de sintéticos e naturais foram 23% (33). A utilizagdo de polimeros
como biomateriais teve um grande impacto no avango da medicina moderna, em
especial na regeneracao 0ssea e dentre eles varios estudos utilizam PLA e PEG
(38-40). Os biomateriais poliméricos que sao biodegradaveis apresentam a
vantagem significativa de poderem ser quebrados e removidos apds terem
cumprido seu papel no implante. A selecao do biomaterial desejado deve atender
a demanda funcional, de acordo com propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas,
biomecanicas e de degradacao (41).

O PLA é um dos polimeros mais usados na ET por sua alta biocompatibilidade,
processabilidade e suas propriedades mecanicas. E um poliéster alifatico

termoplastico biodegradavel que tem sido muito utilizado em scaffolds destinados
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nao s6 a regeneragao 0ssea, bem como regeneracao cartilaginosa, tendinea,
neural ou vascular. Este material € aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) para ter contato direto com fluidos biologicos, seu custo é baixo e pode ser
extraido de recursos renovaveis (42). Uma propriedade importante do PLA é a
razao de cristalinidade, que influencia as caracteristicas finais de muitos polimeros,
incluindo propriedades mecanicas, taxa de degradagao, temperatura de transicéo
vitrea e temperatura de fusdo que sdo importantes para o sucesso do uso em
enxertos (42, 43).

O PEG é um polimero cristalino hidrofilico, que € bem conhecido por sua
biocompatibilidade e por ndo ser téxico e € muito conhecido por modificar o PLA,
sendo muitas vezes associado a ele para producdo de scaffolds (44). Ele pode
facilitar o carregamento de drogas de transportadores hidrofébicos (como o PLA),
pois pode ser dissolvido em ambiente aquoso, a sua incorporagao pode criar canais

para promover a difusdo da droga (40).

1.5- Scaffolds

A traducéo literal de scaffold é “andaime”, o que realmente remete a descricao
real de que é uma estrutura artificial usada para apoiar a formacado de tecido
tridimensional (3D). Eles podem ser utilizados como sistemas acelulares ou como
suporte para células e carreador de drogas. Os materiais acelulares devem permitir
a colonizacado adequada das células hospedeiras para fins de regeneragao no local
da leséo, ja os scaffolds combinados com diferentes tipos de células devem ser
capazes de promover a formagao éssea in vivo, seja por diferenciagdo ou pela
liberagéo de moléculas soluveis especificas. Quando preparados com substancias
ou drogas soluveis como antibiéticos, agentes quimioterapicos ou fatores de
crescimento agem como veiculos, entregando essas substancias no local a ser
reparado para que elas exer¢am seus efeitos terapéuticos e regenerativos (26).

Um scaffold ideal deve permitir ou melhorar a viabilidade celular, fixagéo,
proliferagcao, diferenciacao, vascularizagao, integragcao do hospedeiro e suporte de
carga. Deve também ser der facil manuseio, sem procedimentos preparatérios
extensos na sala de operagao e permitir implantagcdo minimamente invasiva. Deve

ser esterilizavel por técnicas industriais e sua reprodutibilidade deve ser possivel
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de se conseguir em larga escala além de ter valor econdmico acessivel (26, 45).
Atualmente a preocupacdo maior € mimetizar processos naturais do
desenvolvimento dos tecidos e promover a remodelacéo ao invés de simplesmente
apoiar a forma e fungao do tecido final (45). Essas caracteristicas com toda certeza

se aplicam a Engenharia de Tecidos Osseos (ETO) (figura 2).
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Figura 2 — Propriedades que um scaffold ideal deve ter para ser aplicado com éxito na
Engenharia de Tecido Osseo. Estdo esquematizadas os requisitos biolégicos, caracteristicas
estruturais, tecnologias de fabricagdo e composicdo de biomateriais. Requisitos Biolégico:
atoxico, biocompativel, bio absorvivel, biodegradavel, ndo-imunogénico, Bioativo e “inteligente”.
Caracteristicas estruturais: Biomimético, inspirado nos sistemas bioldgicos, feitos sob medida,
adaptados, porosidade elevada e interconectada, propriedades mecanicas e topografia propicias a
adaptacao e favorecendo os processos bioldgicos. Tecnologias de fabricagdo: Espuma de gas,
fundicdo por solvente, Secagem por congelamento, Eletrospinning e Prototipagem rapida.

Composicao: Ceramicas, polimeros e compdésitos. Na parte inferior do esquema temos os
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principais objetivos das aplicagdes de regeneragdo 6ssea por meios de scaffolds: Aderéncia celular,

viabilidade celular, homing celular, proliferagao celular, integragao no local do enxerto, suporte de

carga, diferenciagdo osteogénica e crescimento vascular interno. Figura modificada de Moreno,

Amaral (4)

A tabela 3 mostra algumas das propriedades relacionadas com a remodelagao

ossea.

Tabela 3 - Propriedades dos scaffolds. Adaptada de Pedrero, Llamas-Sillero (18)

Superficie

Crucial para as interagdes célula-estrutura, facilitando a

vascularizagao e infiltragcao de tecido

A macroporosidade pode promover a osteogénese, facilitando o

transporte de células e ions

A microporosidade melhora a area de superficie para adsorg¢ao de
proteinas, aumentando a solubilidade ibnica e os pontos de fixagdo

para osteoblastos

Tamanho de poro

Poros> 300 um facilitam a formagéo de osso novo e vascularizagao

Acredita-se que o tamanho do poro de 75-100 ym promova a

angiogénese

A faixa de tamanho de poro de 200 a 500 pm resulta em

vascularizagéo de penetragao no tecido ideal in vivo

Maior taxa de deposigéo dssea e profundidade de infiltragao
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O didmetro ideal de conexdes entre os poros varia de 700-1200 ym

Interconectividade Pore

Topologia de superficie | Superficies rugosas promovem a osteointegracdo e favorecem a

fixagao epitelial

O mdédulo de Young deve ser proximo a 7-30 GPa e uma resisténcia

Propriedades mecanicas | a tracdo de 50-151 MPa

A forga compressiva deve ser comparavel ao osso cortical (100-

230 MPa)

A taxa de degradacgdo deve corresponder ao crescimento do ECM

nativo para garantir o suporte mecéanico do andaime

Os polimeros apresentam caracteristicas fisico-quimicas reprodutiveis e
ajustaveis, como tamanho dos poros, porosidade, solubilidade, biocompatibilidade
e resposta imune, e como dito acima sdo parametros importantes. Podem ser
usados o0s naturais ou sintéticos. Os naturais incluem proteinas (tais como
colageno, gelatina, fibrinogénio, elastina, queratina e seda), polissacarideos
(quitosana, alginato, acido hialurénico e celulose) e polinucleotideos (DNA, RNA).
Ja os sintéticos sao poliésteres alifaticos como poli (acido latico) (PLA), poli (acido
glicdlico) (PGA), poli (caprolactona) (PCL), fumarato de polipropileno (PPF) e outros
(18).

Dentre os sintéticos as nanofibras de PLA tem sido amplamente utilizadas como
scaffolds, mas apresentam fraca resisténcia mecéanica, o que restringe sua

aplicagao na regeneragcdo 6ssea. Essa limitagdo também pode influenciar as
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células que serao utilizadas como suporte para diferenciacdo. Desta forma, essas
nanofibras devem ser reforgadas para permitir sua aplicagdo em tecidos rigidos
(40). O PEG é muito utilizado para associagdo com PLA para driblar essa
caracteristica indesejavel, além de ser muito utilizados por sua n&o toxicidade e
natureza hidrofilica. Outro pardmetro que a associagdo melhora é a hidrofobicidade
trazida pelo PLA, com a incorporagdo do PEG pode-se construir um sistema
polimérico anfifilico que é adequado para aplicacbes de ETO. A hidrofobicidade
conferem estabilidade e biodegradagcdo ao polimero, enquanto a hidrofilicidade
aumentam a resisténcia mecanica e ajudam a ajustar a taxa de degradacao e
viabilizam a associagcdo de drogas a serem dissolvidas em ambiente aquoso
difundindo-as na nanofibra (40, 46).

1.6 - Sinvastatina

As statinas foram descobertas no ano de 1970, produzidas pelo fungo
Penicillium citrinum. As primeiras foram a citrinina e a compactina (mesvastatinas).
Séo inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, que
reduz a biossintese do colesterol, sendo até hoje base para este tipo de tratamento
(47, 48). As primeiras statinas ndo foram comercializadas, pois apresentaram
muitos efeitos colaterais em testes com animais. Depois de um tempo, em 1979,
pesquisadores da Merck identificaram a lovastatina, também de origem natural
(Aspergillus terreusem) com menos efeitos colaterais. Logo depois surgiram outros
seis tipos que foram inseridas no mercado, a sinvastatina e a pravastatina, que sao
semi-sintétiticas e a fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pivastatina, que sédo
sintéticas (48, 49).

O interesse inicial na prospeccao e estudos das statinas sdo o potencial para
tratamento de hipercolesterolemia por acarretar riscos de doenga cardiaca. Mas
com a sua influéncia da via bioquimica do mevalonato, que é responsavel pela
producdo de uma uma variedade de produtos, desconfiou-se dos efeitos
pleiotrépicos destes compostos (48). Entre esses efeitos, um que chamou atengao
foi a capacidade pro-osteogénica, pois observou-se que a lovastatina pode
estimular a produgdo de importantes fatores de crescimento osteogénico e

melhoras em pacientes com osteoporose. Além destes efeitos foram observadas
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atividades  antiinflamatérias, imunomodulatorias,  anti-fungico, anti-viral,
antibacteriano e no tratamento de pacientes com sepse (42).

Na ETO existem muitos estudos que focam na entrega de proteinas
morfogenéticas dsseas (BMPs) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).
Entretanto, estas proteinas tem valor elevado, apresentam meia-vida curtae sao de
dificil associagdo em veiculos biomateriais devido a conformagéo necessaria para
a bioatividade (30). Ja foi registrado que a sinvastatina, atorvastatina e
cerivastatina, aumentam a expressdo do mRNA de VEGF em pré- osteoblastos in
vitro (50). Estudos com camundongos também mostraram o mesmo efeito, mas
também descobriu-se que o efeito depende nao sé do tipo de statina, mas também
do tipo celular (48). Outros estudos também descobriram que nem todas as
estatinas estimulam a produgdo de BMP-2, apenas compactina e sinvastatina
foram capazes de estimular seu promotor (51).

Mais recentemente, Zhang e colaboradores (2020) mostraram que a
sinvastatina pode promover a diferenciagdo de células-tronco mesenquimais de
ratos em osteoblastos, influenciando a via Wnt / 3-catenina. Eles isolaram CTM de
ratos e cultivaram em meio osteogénico acrescido de sinvastatina. Avaliaram a
atividade de ALP, a coloragao com vermelho de alizarina, coloracdo com fosfatase
alcalina e expressdo génica especifica para osteoblastos. Depois adicionaram
antagonistas da via Wnt/ B-catenina e repetiram os testes (52). Outro estudo
mostrou a influéncia da sinvastatina na via BMP2/Smad, utilizando modelo de rato
ovariectomizados, como modelo para osteoporose. Foram analisados genes
relacionados a diferenciacao 6ssea (RUNX2 e Osterix), a atividade de fosfatase
alcalina e Western Blot para deteccao de proteinas relacionadas a via, e concluiu-
se o impacto positivo na diferenciagao de MSCs (53).

Existem também estudos associando a sinvastatina a biomateriais, como por
exemplo a pesquisa feita para desenvolvimento de uma nanofibra de celulose
oxidada, que foi acoplada a uma ceramica de fosfato de calcio bifasico onde a
sinvastatina foi aprisionada, dando origem a um scaffold com propriedades
osteocondutoras e osteoindutoras. Células MC3T3 foram cultivadas sobre o
scaffold para avaliagao da viabilidade, morfologia e diferenciagdo 6ssea. O ensaio

mostrou boa proliferagdo e integracdo das células, a expressdo de proteinas
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responsaveis pela diferenciagdo osteogénica, bem como a fosfatase alcalina e a
osteopontina tiveram nivel de expressao elevados (54).

Entdo apds todas essas observagdes, e muitos outros estudos cada vez
mais tem-se investigado a influéncia da sinvastatina associada a biomateriais para
diferenciacao osteogénica, prospectando assim varias alternativas para uso clinico

no reparo de lesdes Osseas.
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“COMPOSICAO E PROCESSO DE PRODUCAO DE SISTEMAS DE
LIBERACAO CONTROLADA CONTENDO AGENTE PARA
REGENERACAO OSSEA GUIADA”

[01] A presente invengdo trata de um implante artificial regenerativo
manométrico por meio de uma composicao e processo de produgao de sistemas de
liberacdo controlada contendo sinvastatina com aplica¢do na area de engenharia de
biomateriais ou biotecidos medicinais, contendo ingredientes ativos organicos e
polimeros sintéticos biocompativeis e biorreabsorviveis, caracterizados por formas
fisicas especiais visando comportar agentes osteoindutores e/ou osteocondutores
utilizados como sinalizadores celulares para a formacao, crescimento e regeneragao
tecidual em fraturas Osseas.

[02] Biomateriais sdo materiais que podem ser implantados para substituir
ou reparar tecidos em falta. Durante anos, os biomateriais foram criados de modo
que permanecessem inertes no organismo, com a finalidade de evitar e prevenir as
respostas  teciduais indesejaveis. Entretanto, na atualidade estdo sendo
desenvolvidos de forma que possuam interagdo efetiva, estimulando respostas
fisioldgicas como crescimento e/ou diferenciacao celular no sitio de implantagao.

[03] Problemas degenerativos, inflamatorios ¢ defeitos Osseos afetam
milhares de pessoas em todo o mundo. Relacionados muitas vezes com a incidéncia
de sucessivas perdas dsseas, como por exemplo, a osteoporose. Estes problemas
ocorrem devido as alteragdes no processo de remodelacdo Ossea, nas quais hd um
aumento da reabsorc¢ao e diminui¢ao da formacao do tecido ¢sseo. Tais disfungoes
levam a reducdo da qualidade de vida do individuo, tornando assim, a criagdo de
dispositivos para a regeneracao de regides danificadas um objetivo.

[04] O uso de agentes osteoindutores e/ou osteocondutores

correlacionados a um biomaterial polimérico

nanométrico/micrométrico propicia a restituicdo do tecido Osseo,
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podendo aumentar efetivamente os processos basicos que regulam a sua
reparacdo, garantindo uma estrutura fisica, caracteristicas mecanicas e

hidrofilicas apropriadas para a interagao fluidica biologica.

[05] As estatinas sdo agentes hipolipemiantes, atuantes como inibidores
competitivos da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coezima A (HMG-CoA)
redutase. A partir do bloqueio da transformacdo de HMG-CoA em 4cido
mevaldnico ocorre o aumento da sintese dos receptores da lipoproteina de baixa
densidade (Low Density Lipoproteins) LDL, ocasionando a redugdo da
concentracao do colesterol em niveis plasmaticos. Estudos mostram que as estatinas
ndo s6 promovem a diminui¢do de LDL-colesterol, como possuem efeito
pleiotropico na estimulagdo de formacdo tecidual e consequente aumento da
densidade dssea, através da indugdo da expressao da proteina morfogenética dssea
(BMP)-2.

[06] Os efeitos pleiotropicos benéficos no metabolismo 6sseo, incluindo,
consolidagdo de fraturas ao lado da sua capacidade de reduzir doengas
cardiovasculares vem sendo estudado desde 1999, comprovando a eficacia das
estatinas para a promog¢ao 6ssea. Mundy e colaboradores iniciaram os estudos
através da comprovagao da estimulagdo do aumento da densidade dssea a partir do
uso das estatinas, in vitro € em roedores, refor¢cando a diferenciacao osteoblastica.

[07] O desenvolvimento de biomateriais como as mantas nao tecidas vem
ganhando atencdo e grande interesse em aspectos relacionados a liberagcdo de
farmacos e como suporte para a regeneragdo tecidual, por formarem arcabougos
celulares com porosidades. Com essas particularidades, as células encontram um
ambiente tridimensional repleto de conjuntos de informacgdes analogas ao tecido

original. Em especial, as mantas produzidas pela técnica de Solution Blow Spinning
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(SBS) ou fiagdo por sopro em solugdo, sdo constituidas por fibras de
didametros pequenos, vantajosas por possuirem uma grande darea
superficial por unidade de volume, flexiveis, porosas e capazes de

misturar e dispersar outros materiais em sua estrutura.

[08] Moduladores ¢ direcionadores poliméricos de farmacos em sitios
especificos no organismo tendem a ser influenciados pelo carater
hidrofilico/hidrofébico do sistema. A interacdo polimero-célula é aperfeicoada
através da proporcao adequada entre a hidrofilicidade/hidrofobicidade, facilitando
inicialmente a resposta fisioldgica tecidual por liberar rapidamente o principio
ativo, dando inicio assim, ao processo regenerativo.

[09] Atualmente, técnicas foram patenteadas ou referenciadas na literatura
utilizando os seguintes sistemas, métodos de preparo e compostos, como descritos
a seguir:

[10] A patente CN104587470 (A) reivindica uma composicao
farmacéutica que compreende o uso de estatinas e cetorolaco de trometamina para
promover apenas a promog¢do da cicatrizagdo Ossea apoOs a cirurgia de fratura
osteoporotica. A reivindicacdo se limita a preparagao oral, incluindo comprimidos,
capsulas, granulos, suspensao seca e solugdo oral.

[11] A patente CN105726532 (A) reivindica em particular uma
composi¢do de sinvastatina e 5-bromo-4-trifluorometilindazol e a sua utilizagdo na
preparacdo de um medicamento para promover a formacdo e transformacao Ossea,
de modo a atingir o objetivo no tratamento de fraturas osteoporoticas. A composi¢ao
farmaceéutica restringe ao uso oral através da produgao de comprimidos, capsula ou
granulo.

[12] A patente CN103768653 (A) reivindica um implante artificial
regenerativo € um método de preparacao a base de titanio ou liga de titdnio, com
superficie revestida através do método de tratamento biomimético, modificado com

sinvastatina e nanograos cobertos com
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calcio e hidroxiapatita. A patente limita o uso da estatina apenas como
revestimento para promover a formacao 6ssea com efeitos terapéuticos
para a osteoporose, porém, ndo menciona a cinética de liberacdo do

farmaco.

[13] A patente US2005112349 reivindica nanofibras formadas por
polimeros ndo degradaveis ou degradaveis com polimeros organicos,
inorganicos/organometalicos, bem como nanofibras compostas com
hidroxiapatitas, uteis para aplicacdes médicas, andaimes para engenharia de tecidos,
sistemas de administragdo de farmacos controlados, entre outros. A patente detém
desvantagens, pois 0 SBS produz fibras em forma 3d mais facilmente, facilitando
assim a formacdo de arcabougos tridimensionais, enquanto que a que a técnica
electrospinning usada na patente, possui a capacidade de produzir poucas fibras, a
utilizacdo de altas voltagens que limita o uso de varios solventes, dificultando assim,
a produgdo em escala industrial.

[14] A patente US2012310366 (A1) reivindica métodos e composicdes
para estimular o crescimento 6sseo com o uso de estatinas. Diante as reivindicagdes
do pedido, se limita por ndo mencionar a produgdo de nanofibras através do método
SBS, que ¢ excelente para a producao em escala industrial comparada com os
demais métodos.

[15] Sabe-se que o funcionamento destas formulagdes ¢ métodos para
liberacdo de farmacos exige uma concentracao farmacoldgica considerada alta,
quando se trata de dosagens sistémicas, assim como métodos demorados de
producdo quando se trata da produgcdo das nanofibras por técnica de
electrospinning, inconvenientes sanados pelo método aqui proposto.

[16] Com o intuito de solucionar tais problemas, a composi¢do e método
de produgao de sistemas de liberacao controlada micro e nanofibrosos com estatinas
para regeneracdo Ossea guiada foi desenvolvida a presente invengdo, com o

beneficio de trazer melhorias e
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vantagens na biodisponibilidade da droga, na sua absor¢cdo, na
manutencao da concentracdo do farmaco dentro da janela terapéutica e
na reducdo dos efeitos colaterais do tratamento em compara¢ao com os
métodos administrativos comerciais, como também na auséncia da
necessidade de remocao do dispositivo no organismo, pois 0s materiais

constituintes sdo biorreabsorviveis.

[17] O produto do presente invento foi obtido por Solution Blow Spinning
(SBS), empregando sinvastatina e a associagdo de polimeros hidrofobicos e
polimeros hidrofilicos, poli(acido latico), PLA, e poli(etileno glicol), PEG, em
concentragdes capazes de influenciar na taxa de degradacdo da fibra, na cinética de
liberagdo de drogas e em seus efeitos associados. Na invencao, o implante com
atividade regenerativa contendo sinvastatina ¢ utilizado para promover a formacao
do tecido 6sseo, indicadas assim para o tratamento de fraturas.

[18] Corroborando com as particularidades dessa invengdo, um dos
objetivos da composicao e método do sistema de administragao desenvolvido ¢
melhorar a biodisponibilidade do fairmaco no local da fratura 6ssea (por exemplo,
fratura, vazios por perda dssea, etc.), sustentando sua concentragdo e a neoformagao
do tecido no local do implante, reduzindo o tempo da reconstitui¢do, possuindo
baixa sensibilidade a interferéncias, assim como, resolver os problemas atrelados as
dosagens sistémicas.

[19] A obtengdo dos dispositivos micro e nanofibrosos basearam- se em
uma solucao contendo blendas poliméricas de um polimero hidrofobico, o PLA, e
um polimero hidrofilico, o PEG, com a sinvastatina nas concentragdes de 2,5% a
7,5%. Produzidos através do SBS com bicos concéntricos, mas nao limitados a essa
configuragdo, ao qual as solugdes foram injetadas através do bico interno a uma taxa
fixa entre 50 e 200 uL/mim. Ao mesmo tempo, um sistema de gas comprimido

(armazenado em cilindro ou produzido num compressor) injeta por esta
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mesma matriz o gas (com pressao de 20 a 80 psi) por meio do bico
externo, que se encarrega de arrastar as solucdes das blendas
poliméricas (100/0 — 0/100% m/v ou v/v) e a solugdo de sinvastatina
e/ou associagoes (2,5-7,5% m/m) e transforma-las em fibras que sdo

¢jetadas em direg¢do ao coletor.

[20] A formagdo das estruturas fibrosas pelo SBS ocorre quando a tensao
superficial gerada pela solugdo polimérica ¢ superada pelas forcas aerodindmicas
provenientes do gas pressurizado, em seguida a solu¢do polimérica ¢ langada ao
coletor com velocidade de rotagdo controlavel. Durante o processo o solvente
evapora ¢ mantas nao tecidas sdo formadas em escalas micro ou nanométrica,
dependendo das condig¢des experimentais estabelecidas.

[21]  Os dispositivos desta solicitagdao asseguram o controle temporal e
espacial da concentracdo do agente osteoindutivo, osteocontudor, de forma a
aperfeicoar a administragdo e a acdo terapéutica enquanto estimula a expressao da
proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2), melhorando a densidade Ossea.

[22] A medida que a proporcio dos polimeros hidrofilicos ¢ modificada,
pois, dependendo da massa molar, podendo ser encontrado no estado liquido ou
solido em temperatura ambiente, ocorre alteracdo das dimensdes nanoestruturais,
melhorando a adesao das células 6sseas, assim como as condigdes do processo do
SBS, resultando com as alteracdes dimensionais a reducao do angulo de contato
dispositivo- fluido corporal, promovendo o controle da cinética de liberagdo, dessa
forma, otimizando a promog¢ao da regeneragdo dssea guiada.

[23] O processo de preparagao dos implantes manométricos regenerativos
e indutivos 0sseos compreende os seguintes passos: a) propor¢des de 90/10, 80/20
e 70/30 de PLA e PEG foram solubilizadas em cloroformio:acetona (3:1) até a
completa solubilizacdo polimérica; b) em seguida, 2,5% a 7,5% de sinvastatina foi

adicionado na solugao
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polimérica até a sua completa solubilizagdao; c¢) as solugdes foram
colocadas em seringas e ejetadas através de bicos concéntricos do SBS

e estiradas por intermédio de forcas aerodinamicas do gas pressurizado.

[24] A invengdo podera ser melhor compreendida através da seguinte
descrigdo detalhada, em consonancia com as figuras em anexo, onde:

[25] A FIGURA 1 exibe a micrografia eletronica da estrutura micro e
nanofibrilar do material médico para implantes locais indutivos e regenerativos com
sinvastatina, constatando as dimensdes do dispositivo.

[26] A FIGURA 2 apresenta a micrografia eletronica e o difratograma de
raios-X da inven¢ao em questdo, apos 7 dias com mantas imersas em fluido corporal
simulado (SBF), indicando o surgimento de elementos referentes a deposicao de
hidroxiapatita a estrutura micro e nanofibrilar.

[27] A FIGURA 3 evidéncia os graficos da Espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), permitindo identificar as
frequéncias de absor¢des dos grupos funcionais caracteristicos dos materiais
constituintes e dos dispositivos.

[28] A FIGURA 4 apresenta as curvas térmicas obtidas por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), com o objetivo de avaliar o processamento dos
materiais produzidos para a reivindicagdo em questao.

[29] A FIGURA 5 sumarizam as analises de termogravimetria (TGA)
através dos graficos de perda de massa e derivadas das perdas de massas dos
materiais constituintes e dos dispositivos promotores e indutivos da regeneracao
Ossea, evidenciando seus comportamentos térmicos até a degradacao.

[30] A FIGURA 6 cxibe os graficos referentes as propriedades
cristalograficas dos materiais constituintes, através dos difratogramas de raios-X

(DRX).
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[31] A FIGURA 7 apresenta a relagdo entre o angulo de contato ¢ o
acréscimo da concentragdo do polimero hidrofilico, com as imagens das gotas
depositadas durante a analise.

[32] A FIGURA 8 evidéncia os perfis de liberagdo da sinvastatina em
funcdo do tempo, proporcionado pelas blendas poliméricas com diferentes
concentragdes para fins comparativos das cinéticas de liberagdo. Os materiais
sinvastatina foram colocados em 15 mL de uma solu¢do de Tampao fosfato-salino
(PBS), a 37°C e as absorbancias foram lidas em comprimento de onda (L) de 238
nm. A concentragao do fArmaco foi calculada nas diversas propor¢des de materiais,
como demonstrado, a sinvastatina foi liberada até 21 dias de forma gradual, estavel
e eficaz.

[33] As FIGURAS 9 ¢ 10 apresentam as micrografias eletronicas de
varreduras das mantas poliméricas com regides mineralizadas apos o tratamento
com células osteoblasticas, 7 e 14 dias respectivamente. Demostrando assim, que
os implantes carregados com sinvastatina caracterizam como um novo dispositivo
médico apto para a formacao 0ssea com atividade regenerativa em fraturas.

[34] Estruturas micro e nanofibrilares exibem alta flexibilidade e
elasticidade, garantindo uma grande facilidade de manipulagao, podendo ser usadas
em diversas finalidades sem se limitar a formas de uso convencionais e restritivas.

[35] Embora a versdo preferida tenha sido descrita, ndo ha intenc¢ao de
limitar a presente invencdo as formas de realizacdo e exemplares particulares. A
area de aplicacdo da inven¢do engloba todas as modificagdes, equivalentes ou

alteragoes feitas dentro do ambito de utilidade da regeneracao do tecido 6sseo.
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REIVINDICACOES

1. “Composicao e processo de producio de sistemas de liberaciao
controlada contendo agente para regeneracao oOssea guiada” caracterizado
pelas seguintes etapas: a) as propor¢des de 90/10, 80/20 e 70/30 de PLA ¢ PEG
serem solubilizadas em cloroférmio:acetona (3:1) até a completa solubiliza¢ao
polimérica; b) em seguida, uma propor¢cdo do(s) agente(s) osteoindutivo(s) e
osteocontudor(es) ser adicionada na solugdo polimérica até a sua completa
solubilizacdo; e c¢) as solugdes serem colocadas em seringas e ejetadas através de
bicos do Solution Blow Spinning (SBS) e estiradas por intermédio de forgas
aerodinamicas do gas pressurizado.

2, “Composicao e processo de producio de sistemas de liberacao
controlada contendo agente para regeneracio 0ssea guiada”, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pela obtencdo dos dispositivos micro e
nanofibrosos basearem-se em uma solucdo contendo blendas poliméricas de um
polimero hidrofébico, o PLA, e um polimero hidrofilico, o PEG, com o(s) agente(s)
osteoindutivo(s) e osteocontudor(es) nas concentragdes de 2,5% a 7,5% a ser(em)
adicionado(s), conforme a etapa b.

3. “Composicao e processo de producio de sistemas de liberagao
controlada contendo agente para regeneracio 6ssea guiada”, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pela producio, tratada na etapa c, adotar o método
de SBS, preferencialmente com bicos concéntricos, a qual as solu¢des sdo injetadas
através do bico interno a uma taxa entre 50 ¢ 200 uL/mim e, simultaneamente, por
meio de bico externo, ocorrer o arrasto, por sistema de gas comprimido, com
pressdo entre 20 a 80 psi, das blendas poliméricas, entre 100/0 e 0/100% m/v ou
v/v, e da solucdo de agente(s) osteoindutivo(s) e osteocontudor(es) e/ou das

associagoes, entre 2,5 e 7,5% m/m, para transformé-las em fibras.
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4, “Composicao e processo de producido de sistemas de liberaciao
controlada contendo agente para regeneracdo Ossea guiada” caracterizado
pela composicdo ser constituida por manta micro e nanofibrilar contendo material
biorreabsorvivel, biocompativel, hidrofilico, hidrofébico e contendo agente(s)
osteoindutivo(s) e osteocondutor(es).

5. “Composicao e processo de producio de sistemas de liberacao
controlada contendo agente para regeneracio 6ssea guiada”, de acordo com a
reivindicacdo 4, caracterizado pela composi¢ao ser preferivelmente de origem
sintética e ser capaz de sofrer degradacdo por meio de processos hidroliticos e/ou
enzimaticos.

6. “Composicao e processo de producio de sistemas de liberagao
controlada contendo agente para regeneracio 0ssea guiada”, de acordo com a
reivindicacdo 4, caracterizado pelo(s) agente(s) osteoindutivo(s) e
osteocondutor(es) ser escolhido do grupo que consiste em hipolipemiante e anti-
inflamatérios da classe das estatinas e ser, preferivelmente, a sinvastatina.

7. “Composicao e processo de producio de sistemas de liberacao
controlada contendo agente para regeneracio 6ssea guiada”, de acordo com as
reivindicagdes 4 e 6, caracterizado pelo(s) agente(s) osteoindutivo(s) e
osteocondutor(es) permitirem o tratamento local do tecido dsseo lesionado com a
liberagdo ser modelada de acordo com a massa molecular polimérica utilizada e pela
necessidade por meio do controle da concentracdo e composi¢do das fibras

constituintes do implante.
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RESUMO

“COMPOSICAO E PROCESSO DE PRODUCAO DE SISTEMAS DE LIBERACAO
CONTROLADA CONTENDO AGENTE PARA REGENERACAO OSSEA
GUIADA”

A presente inven¢do trata de uma composicdo e processo de um
dispositivo  polimérico  contendo  agente(s)  osteoindutivo(s) e
osteocondutor(es) para o tratamento de fraturas dsseas para a engenharia de
tecidos. Tal dispositivo ¢ constituido por blendas poliméricas ao qual se
atribuem caracteristicas mecanicas, estruturais e hidrofobicas/hidrofilicas
apropriadas para a interagdo fluidica biologica. A inveng¢do tem o objetivo de
promover a cicatrizacdo de fraturas através da formacdo Ossea,
potencializando a atividade osteoblastica, por conter sinalizadores celulares

para estimulacao, formacao e regeneragdo tecidual Ossea.
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PARTE II:

Kit, Método de PCR Multiplex one-tube e Oligonucleotideos
com e sem marcacao fluorescente: uso individual e/ou
combinado para o diagndstico diferencial de 22 sindromes
respiratorias humanas
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Capitulo 3 —Fundamentacado Teorica
3.1 — Introducgao

Em 30 de janeiro de 2020 a Organizagdo Mundial da saude declarou
emergéncia de saude mundial devido ao crescente numero de casos pelo novo
coronavirus (SARS-CoV-2) (1, 2). O novo coronavirus pertence ao grupo beta, junto
com Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (do Inglés, MERS-CoV) e Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (do Inglés, SARS-CoV) (3, 4). A COVID-19 jalevou mais
de 4.814.651 pessoas no mundo a Obito até outubro de 2021, por isso é
fundamental o diagndstico rapido e eficaz para direcionar o tratamento e o controle
da doencga. Além disso, uma metodologia diagnéstica capaz de diferenciarSARS-
CoV-2 de outras infecgdes respiratorias agudas (IRAs), pode conduzir a escolha da
terapia individual mais adequada e prevenir a disseminagao de infeccbes
hospitalares secundarias (5-7).

A transmissao de SARS-CoV-2 e de IRAs acontece por meio da exposicéo
a fluidos corporais infecciosos, através do contato direto ou indireto com mucosas
(8, 9). A principal porta de entrada pode ocorrer através dos olhos, nariz € boca ou
através de goticulas respiratérias da tosse ou espirro (10). Os sintomas também
sdo parecidos: tosse, febre, congestao, nasal, fadiga e outros sinais de infec¢céo do
trato respiratério superior (11, 12) e para SARS-CoV-2, 75% dos pacientes
sintomaticos, podem ainda evoluir para doenga grave culminando em dispnéia e
pneumonia (13, 14). Os pacientes podem desenvolver IRAs, sendo necessario o
uso de suporte respiratério, incluindo terapias com o uso de oxigénio, como
ventilagdo n&o invasiva e ventilagdo mecénica invasiva(3, 4).

Foi demonstrado que desde que a COVID-19 chegou ao Brasil houve um
aumento da frequéncia de notificacdo de outros tipos de infeccbes respiratorias
agudas, e principalmente aumento dos virus respiratérios Influenza A e B,
Parainfluenza (tipos 1, 2, 3 e 4), virus sincicial respiratério (VSR) e Adenovirus. Isso
reforca a necessidade de identificacdo dos diferentes virus respiratorios no Brasil e
no mundo e ainda temos outros virus causadores de doencas respiratorias, como:
Bocavirushumano (HBoV), Enterovirus (EV), Metapneumovirus humano (HMPV-A
e B), Mycoplasma pneumoniae (Mpneu), Parechovirus humano (HPeV), Rinovirus

Humano (RV) e Influenza A H1N1. Esse mesmo perfil foi relacionado para o aumento
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do numero de casos das doencas respiratorias que se enquadram na de sindrome
respiratéria aguda grave (SRAG)(15). O diagndstico das principais sindromes
respiratorias virais tem como padrao a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (16)
e suas variagdes, como PCR em tempo real (QPCR) (5, 17-19). Os coronavirus
(CoVs) sao virus envelopados, com RNA de fita simples e de polaridade positiva
(1, 20). Para virus de RNA ¢ feita a RT-gPCR, onde o RNA é convertido em cDNA
antes da amplificagdo dos fragmentos, utilizando sondas fluorescentes. No teste de
PCR em RT multiplex é possivel detectar de forma simultédnea, especifica esensivel
varios tipos virais envolvidos nas doencas infecciosas pré-determinadas no Kkit.
Diferenciar doencas respiratérias pode contribuir de forma significativa pararedugao
do uso desnecessario de antibioticos (6) e € essencial para o atual enfrentamento
tanto de COVID-19, quanto de outras doencas que culminam em sindrome

respiratoria aguda grave.

3.2 — Virus e Bactérias que acometem o sistema respiratorio

O trato respiratoério humano pode ser acometido por virus e bactérias que
causam varios tipos de manifestagdes clinicas. Esses sintomas vao desde a
desconfortos leves até infecgdes agudas graves, inclusive com risco de morte (21).
As infecgdes agudas do trato respiratorio sdo um grande problema da saude publica
mundial, principalmente em criancas e idosos, que apresentam alta taxa de
mortalidade por infecgcbes virais do trato respiratério (21-23). A existéncia de
comorbidades pré-existentes € um fator que influéncia no progndstico destas
infecgdes, estando associados com prolongamento de infec¢des, progressdo da
gravidade e aumento da mortalidade (24). Embora a infec¢ao bacteriana tenha uma
influéncia substancial no desenvolvimento de pneumonias graves, os virus tem
maior incidéncia nos casos de doencas do sistema respiratério e juntas causam um
significativo impacto social, politico e econémico nos sistemas de saude dos paises
(25, 26).

Os virus sao parasitas obrigatorios, que que ndo conseguem se replicar se
nao estiverem no interior de uma célula, considerados complexos supramoleculares
muito ordenados. Embora os virus sejam muito diversos, espalhando-se por células

de todos os reinos da vida, eles compartilham func¢des e propriedades comuns (27,
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28). De forma geral o ciclo de vida dos virus comega com a entrada no hospedeiro,
passando pelas etapas de fixagédo, penetragdo e remogao. Apos a entrada ocorre
a expressdo dos genes virais, depois a replicagdo do seu genoma e pér fim a
montagem de novos virus e a saida destes. A figura 1 esquematiza o ciclo de vida
viral (29, 30).

Liberacdo

;h ’;‘\;.\@h'

PE2EO0OZmM

&
O

Fixacdo

\

Figura 1 - Ciclo de vida viral - Adaptado de Ryu (30). O ciclo de vida do virus apresenta seis
etapas: fixacdo, penetracdo, desencapsulamento (remocado), expressdo e replicagdo génica,
montagem e liberagdo. O capsideo em azul e o genoma em marrom estdo esquematizados, e o

nucleo da célula foi omitido no desenho.

Os mecanismos moleculares por tras do ciclo de vida viral requerem poucos
componentes virais essenciais para serem funcionais. A informacao genética é
armazenada em todas as configuragdes possiveis conhecidas na biologia: RNA de
fita simples (ss) de sentido positivo ou negativo, RNA de fita dupla (ds) ou genomas
de DNA. Os virus sao encontrados em diversas morfologias, mas helicoidal e
esférica (geralmente simetria icosaédrica) sdo as morfologias mais comuns (27,
31). Uma caracteristica que muitos virus ttm em comum é a capacidade de formar

conchas proteicas ocas (capsideos), protegendo seu genoma do ambiente
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externo. Os capsideos sao formados sem um genoma e apos a concluséo, este é
encapsulado com a ajuda de um motor de empacotamento acionado por ATP ou
os capsideos s&o formados diretamente em torno do genoma (27, 32).

Os virus também apresentam propriedades mecanicas especificas, entre
elas observamos nos diferentes estagios da infec¢do o capsideo viral passa por
mudancgas, atravessando estados fortemente estaveis que protegem o genoma,
para estados instaveis que facilitam a liberagdo do genoma. Desta forma, o
capsideo exerce um papel importante no ciclo de vida viral, podendo ser alvo para
estudar os mecanismos que regem as etapas sucessivas da infecgao viral. Além
disso, os estudos sobre a montagem de virus e a sua mecanica forneceram
importantes informagdes para apoiar o desenvolvimento de novas abordagens em
nanobiotecnologia e nanomedicina, como por exemplo sendo veiculo de
administracao direcionada de drogas e na producao de vacinas (27, 33).

As bactérias desempenham um papel importante na manutencdo do
ambiente em que vivemos e apenas uma pequena porcentagem causa infecgdes e
doencas. As infecgdes bacterianas podem ser transmitidas por uma variedade de
mecanismos, sendo necessario que um numero suficiente de organismos sobreviva
no ambiente e chegue a um hospedeiro suscetivel. As bactérias sao organismos
procariontes que carregam sua informagao genética no DNA circular de fita dupla.
Algumas espécies também contém pequenos plasmideos de DNA adicionale/ou
parede celular. Externamente a parede celular, algumas bactérias tém capsulas,
flagelos ou pili. Normalmente se reproduzem por fissdo binaria e por isso,sob as
condicbes adequadas, algumas espécies podem se dividir e se multiplicar
rapidamente, causando infecgdes em seres humanos (34).

Algumas infecgbes requerem apenas um pequeno numero de organismos
para gerar uma doenga potencialmente agressiva. Uma infeccdo pode destruir as
células do corpo ou pode haver dano ao hospedeiro através de uma resposta
imunoldgica exacerbada (34). A capacidade das bactérias de infectar o trato
respiratorio depende das propriedades do epitélio, das caracteristicas das espécies
bacterianas especificas e de tempo suficiente para ligacdo bacteriana-mucosa. A
aderéncia bacteriana a superficie da célula epitelial pode levar a colonizagao, que,

por sua vez, leva a uma maior aderéncia e ao aumento da colonizagéo (35).
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Analisando estudos epidemiolégicos podemos citar um realizado em uma
favela brasileira por Goes, Zerbinati (36) 2019. Dentre 282 amostras de criangas
com 5 anos ou menos, 15 virus que causam doencgas respiratorias foram
detectados, sendo predominantemente infecgbes por virus sincicial respiratério
humano (VSR, 12,1%) e Rinovirus Humano (RV 33,0%), mas também
sazonalmente coronavirus endémicos, e em menor quantidade os Influenzavirus.
Além dos subtipos destes ja citados foram detectados Parainfluenza (tipo 1, 2, 3 e
4), Enterovirus, Adenovirus e Parechovirus. Estes resultados se mostraram em
conformidade com outros relatérios no mundo todo.

Outro estudo feito com 6.266 criangas de paises do hemisfério sul também
detectou a presenca destes mesmos patdgenos e alguns outros. Os resultados
foram: Rinovirus / enterovirus tiveram a maior prevaléncia (41,5%), seguido por
influenza (15,8%), adenovirus (9,8%), parainfluenza e virus sincicial respiratorio
(VSR) (ambos 9,7%), coronavirus (5,6%), metapneumovirus humano (5,5 %) e
bocavirus humano (HBov) (2,0%) (37).

Bellei e colaboradores (2008) também fizeram um levantamento, mas agora
em adultos. Realizaram a deteccao fixando e utilizando um kit de deteccao
comercial por fluorescéncia, RT-PCR e Nested PCR. Dentre as amostras coletadas,
61,8% foram positivas para um unico virus: 95 para rinovirus, 49 para influenza A,
35 para influenza B, 23 para metapneumovirus, 10 para coronavirus OC43, 10 para
virus sincicial respiratorio, 8 para enterovirus, 7 para adenovirus, 5 para
coronavirus 229E, 2 para parainfluenzavirus tipo 3, 1 para parainfluenza tipo 2 e 1
para parainfluenzavirus tipo 1. Quatorze amostras (3,3%) foram diagnosticas com
co-infeccgdes, incluindo 5 rinovirus mais adenovirus, 2 influenza A mais adenovirus,
1 adenovirus influenza B, mais 1 adenovirus coronavirus OC43, mais 1 coronavirus
OC 1 metapneumovirus mais adenovirus, 1 rinovirus mais influenza A, 1 rinovirus
mais coronavirus OC43,1 rinovirus mais coronavirus 229E e 1 enterovirus influenza
B (38).

De acordo com o ultimo Boletim Epidemiolégico da Vigilancia da Influenza
publicado pelo Ministério da Saude, que data de dezembro de 2019, das amostras
coletadas pelas unidades de saude 25,8% apresentaram positividade para
influenza e outros virus respiratérios. Deste percentual 17,8% foram confirmados

para influenza, com maioria de H1N1, estas somando 44% dentro das amostras
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confirmadas para influenza. Foram 32,1% de influenza B, 4,3% de influenza A néo
subtipado e 19,7% de influenza A (H3N2). Entre os outros virus respiratorios que
apareceram, a maioria foi de VSR, 51,6%. As regides Sudeste e Sul apresentam os
maiores indices de amostras positivas, com destaque para a maior circulagdo de
VSR, Influenza A (H1N1) e Influenza B. Nas regides Norte, Nordeste e Centro-
Oeste a maior circulagao foi de VSR. E analisando a ocorréncia por faixa etaria
entre os individuos menores de 10 anos, a prevaléncia também é de VSR e
Influenza B. Entre os individuos a partir de 10 anos predominam os virus Influenza
A (H1N1), Influenza B e Influenza A (H3N2) (39). A figura 2 mostra a distribuicao

dos virus encontrados no Brasil até a semana 49, de publicacédo deste boletim.

ViRUS RESRIRATéRIO PREVALENTES NO

BRASIL ATE A SEMANA 49 DO BOLETIM .
EPIDEMIOLOGICO INCIDENCIA DE INFLUENZA NO BRASIL ATE A

SEMANA 49 DO BOLETIM EPIDEMIOLOGICO
60,00%

51,60% WHINT  WinfluenzaB  Minfluenza A (H3N2) Influenza A ndo subtipado

50,00%
40,00%

30,00% an

20.00% 17,80%
10,00% -

0,00%
Influenza VSR

Figura 2 - Incidéncia dos virus respiratérios no Brasil até semana 49 do boletim
epidemiolégico. A esquerda, grafico da distribuicao de virus respiratérios no Brasil até o Boletim
49 do Ministério da saude. A direita, especificagdo dos tipos de virus influenza prevalentes. Dados
retirados do ultimo Boletim Epidemioldgico da Vigilancia da Influenza publicado pelo Ministério da
Saude, que data de dezembro de 2019.

Em janeiro de 2020 a Organizagao Mundial da saude (OMS) declarou estado
de pandemia devido ao crescente numero de casos de infecgdo por um novovirus, o
SARS-CoV-2 (novo coronavirus causador da sindrome respiratoria aguda severa)
(1, 2), somando-se a ja existente diversidade de patdgenos que acometemo sistema
respiratorio. De acordo com o Boletim Epidemiologico Especial do Ministério da
saude numero 79, até dia 04 de setembro de 2021 foram confirmados220.282.354
casos no mundo. Os Estados Unidos foram o pais com o maior nimero de casos
(39.906.426), seguido pela india (32.988.673), Brasil
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(20.877.864), Reino Unido (6.973.995) e Franga (6.910.865). Foram confirmados
4.561.159 dbitos no mundo até a mesma data. Os Estados Unidos continuou sendo
0 pais com maior nimero (648.106), seguido do Brasil (583.362), india (440.533),
México (262.868) e Peru (198.447) (40).

De acordo com esses dados é possivel constatar que o virus ainda se
encontra em taxa alta de circulagdo e disseminacdo, que sao influenciadas por
fatores, como: o tamanho da populacdo hospedeira, densidade, estado
imunoldgico, estrutura etaria e taxas de contato sdo elementos criticos da
epidemiologia das doencas respiratorias, além disso existem alguns sindromes
gripais apresentam padrao de sazonalidade em alguns estados brasileiros (36, 41),
desta forma é importante diferenciar as infeccdes respiratérias para conduzir a
escolha da terapia individual de forma mais adequada e prevenir a disseminagao

de infecgdes hospitalares secundarias (5, 6).

3.3 — Doencgas respiratorias

As doencas respiratorias mais frequentes no Brasil € no mundo sao
causadas pelo Virus Sincicial Respiratorio (VSR), Metapmeumovirus humano
(hMPV), Virus da Parainfluenza (HPIV), Virus Influenza (FLU), Rinovirus (RV),
Bocavirus Humano, Parecovirus Humano, Enterovirus Humano (EV), Adenovirus
Humano (HAdV), Coronavirus (CoV) e Mycoplasma pneumoniae (Mpneu). Sequem
abaixo informagbes, como classificacdo, genoma, sintomas e incidéncia das

doencgas respiratérias causadas por cada um desses agentes infecciosos:

e Virus Sincicial Respiratorio (VSR): classificado como um pneumovirus da
familia Paramyxoviridae. Possui RNA linear de fita unica e sentido negativo,
que esta contido em um nucleo capsideo helicoidal. Seu genoma possui 10
genes que codificam para duas proteinas nao estruturais (NS1 e NS2) e 9
proteinas estruturais (25). HRSV é relatado como principal causa de
pneumonia e bronquiolite em bebés e criangas, mas pode acometer todas
as faixas etérias (42). Os sintomas mais comuns s&o febre, coriza, tosse,
rouquidao, otalgia, rinite, conjuntivite, faringite, membranas timpanica
anormal e otite aguda média (43-45). Existe um tipo antigénico subdivido em
grupos, A e B (25).
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Metapmeumovirus humano (HMPV): Classificado também como da familia
Paramyxoviridae. Este virus possui RNA de fita simples e sentido negativo
com envelope. A organizagdo do genoma é parecida com HRSV, mas nao
apresenta os genes NS1 e NS2, as particulas deste virus sao pleomorficas
de formas esféricas e flamentosas. O hMPV causa 7 a 19% dos casos de
infecgbes agudas do trato respiratorio em criangas hospitalizadas, e a taxa
de deteccédo em adultos é de aproximadamente 3% (46). Os sintomas séo
parecidos com os do HRSV, sendo os mais comuns febre, coriza, tosse,
rouquiddo, otalgia, rinite, conjuntivite, faringite, membranas timpéanica
anormal e otite aguda média (43-45). Existem dois subtipos principais (A e

B) compostos pelos subgrupos A1/ A2 e B1/B2 (25).

Virus da Parainfluenza (HPIV): Estes virus pertencem a familia
Paramyxoviridae, e também sdo semelhantes ao HRSV por possuirem um
genoma de RNA de fita simples e sentido negativo, que fica alojado em um
nucleocapsideo helicoidal envolto por envelope lipidico (25, 47, 48). Seu
genoma codifica 6 proteinas virais comuns (NP, P, L, M, HN e F) e
apresentam 4 sorotipos principais. HPIV1 e HPIV3 sdo do género
Respirovirus e HPIV2 e HPIV4 sao do género Rubalovirus (25). Estes virus
tém sido associados a varios tipos de doencas do trato respiratério superior
e inferior, mas estudos mostram que ha grande relagao entre HPIV-1, HPIV-
2 e HPIV-3 e sindromes clinicas especificas, idade da crianca e época do
ano. Entre as manifestacbes comuns temos: Crupe, Bronquiolite,
Pneumonia, Traqueobronquite, além de sintomas neuroldgicos, apneia e

braquicardia (48).

Virus Influenza (FLU): Este grupo pertence a familia Orthomyxoviridae
apresentam trés géneros A, B e C. Estes virus possuem um genoma de RNA
de fita simples e sentido negativo, exclusivamente segmentado. De acordo
com o tipo de influenza, existem sete (C) ou oito (A e B) segmentos, e cada
um contém um ou dois genes que codificam varias proteinas. O genoma viral

€ contido em um nucleocapsideo, que é circundado por um envelope lipidico
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(25, 49). O Flu A acomete humanos e animais, pode frequentemente sofrer
mutagdes levando a grandes surtos anuais ou até mesmo pandemias. Flu
B e Flu C infectam principalmente humanos e tem menos diversidade
genética (25). Pode causar muitos tipos de doengas que vao desde infecgdes
assintomaticas a varias sindromes respiratérias, disturbios que afetam o
pulmédo, coragao, cérebro, figado, rins € musculos, até pneumonia viral

primaria fulminante e bacteriana secundaria (49).

Rinovirus (RV): S&o virus que pertencem ao género Enterovirus, estao
inseridos dentro da familia Pirconaviridae e apresentam trés grupos
diferentes (A, B e C)(25, 50, 51). Sao virus pequenos, com RNA de fita
simples e sentido positivo e apresentam capsideo sem envelope. Seu
genoma tem um gene que codifica um polipeptidio que é clivado em 4
proteinas estruturais e 7 nao estruturais. Infecgdes por RVs sdo maiscomuns
em criangas em idade escolar, que acabam introduzindo as infecgcoes em
casa. As taxas destes ataques secundario variam de 25 a 70%(52). Ele
apresenta em torno de 100 sorotipos (25). Este grupo séo a causados
resfriados comuns, sendo 0 que mais acomete as vias respiratorias
superiores. Apesar de na maiorias das vezes causar doengas benignas,
pode trazer formas graves exacerbando doengas pulmonares cronicas,asma

e bronquiolite (50).

Bocavirus Humano: Estes virus sdo membros da familia Parvoviridae e do
género Bocaparvovirus (53, 54). Sao virus pequenos (20 nm), sem envelope,
com um genoma de DNA de fita simples de aproximadamente 5 kb de
nucleotideos (nt) de comprimento. Seu genoma é organizado em trés
estruturas open reading frame (ORFs) e é dividido em quatro gendtipos
(HBoV-1 a 4) (54-56). E encontrado em individuos de todas as idades, mas
comumente em criangas de 6 a 24 meses causando infecgao aguda grave e

gastroenterites (56).

Parecovirus Humano: Estes virus pertencem ao género Parechovirus da
familia Pircornaviridae. Nao se conhece muito a respeito da patogénese e
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epidemiologia deste virus (57). Seu genoma é composto por RNA de fita
simples de polaridade positiva, e os 700 nt 5UTR formam estruturas
primarias e secundarias, que esta envolto por um capsideo sem envelope
lipidico (57-59). Embora 16 tipos ja tenham sido descritos a maioria dos
estudos publicados esta relacionada aos tipos de HPeV 1-8. Na pediatria,
HPeV1, HPeV2 e HPeV4-8 causam doengas gastrointestinais ou
respiratorias leves, e podem ocasionar com menos frequéncia doengas mais
graves, incluindo miocardite, encefalite, pneumonia, meningite, paralisia
flacida, sindrome de Reye e infecgao neonatal fatal. Ja o HPeV3 causa
doengas graves em criangas, como sepse e doengas que envolvem o

sistema nervoso central (60).

Enterovirus Humano (EV): Os EVs pertencem a familia Picornaviridae, néo
sdo envelopados, tem formato icosaédrico com genomas de RNA de fita
Unica positiva, que possui quatro regides: uma regiao 5' ndo traduzida (NTR),
um unico ORF, uma 3' NTR e uma cauda poliadenilada. De acordo com a
diversidade da sequéncia, eles foram divididos em 15 espécies (61, 62).
Estes virus podem infectar pessoas de todas as faixas etarias, mas afetam
gravemente criangas mais novas e podem causar paralisia permanente e
complicagbes neuroldgicas (63). A maioria das infec¢gdes ndo apresentam
sintomas, mas eles podem causar grande variedade de manifestagdes.
Podem causar febre, dor de cabeca, doenga respiratoria, dor de garganta,
vOomito e diarreia. Alguns acometem o sistema nervoso também, causando

meningite asséptica e até encefalite mais grave (64).

Adenovirus Humano (HAdV): Os HAdV séo classificados na familia
Adenovirida e no género Mastadenovirus, que contém sete espécies
conhecidas - HAdV-A a HAdV-G e existe uma estimativa de 51 sorotipos
conhecidos (65, 66). Sao virus de DNA de fita dupla sem envelope e variam
em tamanho de 65 a 80 nm de didmetro. O virion € composto de um capsideo
proteico e o genoma viral do DNA tem de 26 a 46 kb de comprimento,
contendo de 23 a 46 genes codificadores de proteinas, além das proteinas

internas. O capsideo apresenta uma forma icosoédrica (65,
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67). Sdo endémicos na populagao em geral e muitas vezes causam doengas
graves em pacientes imunocomprometidos, especialmente pediatricos. O
contagio se da através de contato e o virus € extremamente resistente a
diversos agentes fisicos e quimicos (65). A manifestacdo da doenga pode
variar de doenca respiratoria aguda de gravidade variavel, conjuntivite a

gastroenterite (66).

Coronavirus (CoV): Estes virus sdo envelopados, de RNA fita simples e
positiva e pertencem a familia Coronoviridae. Sete espécies acometem
humanos que pertencem aos géneros Alphacoronavirus (229E e NL63) e
Betacoronavirus (OC43, HKU, SARS-CoV, SARS-CoV-2 e MERS-CoV) (25,
68). O genoma coronaviral possui quatro proteinas estruturais: Spike (S),
Membrana (M), Envelope (E) e Nucleocapsideo (N). Este grupo pode causar
grande variedade de doengas em animais domeésticos e selvagens, podendo
ser doencas entéricas, respiratorias e sistémicas e em humanos causam
resfriado comum, peneumonia e sindromes respiratorias agudas graves
(IRAs)(53). HCoV-229E e HCoV-0OC43 sao endémicos e responsaveis pelo
resfriado comum. SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 provacam as
IRAS (68).

Mycoplasma pneumoniae (Mpneu): Esta bactéria se apresenta como uma
célula de pequeno volume e tamanho, seu genoma consisti em apenas
816.394 pb e 687 genes. Devido a este pequeno genoma, ele é incapaz de
sintetizar paredes celulares rigidas de peptidoglicanos (69). o Mpneu tem
sido considerado uma importante etiologia das doencgas respiratérias e é
mais frequentemente isolado entre criangas e adultos jovens (26). E uma das
principais causas de pneumonia adquirida e pode causar uma série de
manifestagbes quando ndo manifesta pneumonia, como faringite e
traqueobronquite (70). E transmitido por goticulas respiratérias por contato
proximo e o periodo de incubagao pode ser de até 1-3 semanas. A falta de
uma parede celular torna essa bactéria resistente aos antibidticos B-
lactdmicos. Os antibidticos eficazes contra Mpneu sdo macrolideos,

tetraciclinas e fluoroquinolonas (71).
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3.4 — Diagnéstico diferencial

Como mencionado nas se¢des anteriores, desde janeiro de 2020 vivemos
uma pandemia mundial da COVID-19 e a nova doenga possui sintomas muito
parecidos com outras sindromes respiratorias. O teste diagndstico de pessoas
infectadas com SARS- CoV-2 tem sido fundamental para controlar o avanco da
disseminagao, sendo importante em diversos paises para nortear agdes no sentido
de controlar a pandemia (72). Outros microrganismos, que causam infeccoes
respiratorias agudas graves (IRAs) sdo causas principais de doengas e mortes pelo
mundo, principalmente de criangas. As IRAs podem ser causadas por virus de RNA
e DNA, como: Virus Sincicial Respiratério (RSV), Virus da Parainfluenza Humana
(HPIV), Virus da Influenza (FLU), Adenovirus Humano (HAdV), Rinovirus Humano
(HRV), Metapneumovirus Humano (HMPYV), Bocavirus Humano (HBoV), entre
outros (73).

Na década de 1990 surgiram diagnodsticos para essas doengas virais
baseadas nas técnicas de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (73). De acordo
com a revisao feita por Greene e Sanbrooke em 2019 (74), a PCR ¢é a base da
maioria das técnicas amplificacdo molecular na modernidade. E uma técnica
relativamente barata, simples, rapida, flexivel e robusta, sobretudo atualmente
quando diversos laboratorios tiveram que investir em equipamentos e méo-de-obra
especializada em diagndstico de SARS-CoV-2. De forma mais simplificada essa
técnica permite que uma sequéncia alvo de DNA seja copiada varias vezes de
maneira exponencial. Ela foi desenvolvida nos anos 1980 por Kary Mullis e a partir
dai foi adaptada para diversos usos, como clonagem molecular, sequenciamento
de DNA, alelotipagem e outros (74, 75).

De forma mais detalhada a PCR utiliza ciclos de temperatura para sintese
de moléculas de DNA a partir de um molde. As reacdes séo catalisadas pela enzima
polimerase e tem basicamente trés etapas: Desnaturagao, anelamento e extensao.
O processo conta com varias repeticdes dessas etapas, chamadas de ciclos, que
podem ser de 20 até mais de 40 e é realizado no equipamento chamado
termociclador, que controla as variagdes de temperatura. As cépias da sequéncia
alvo no primeiro ciclo servem de molde para o préximo e assim até o ciclo final. As

reacoes de PCR precisam da enzima DNA polimerase para catalisar a reacao, ao
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menos um par de oligonucleotideos para iniciar a sintese (primers),
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) para ir formando as novas cépias, cations
divalentes e monovalentes, tampao para manter o pH e o DNA molde (74). A figura

3 esquematiza as sequéncias de eventos em uma reacao de PCR.

l Desnaturagio

Anelamento dos
primers

Extensdo

Figura 3 — Esquematizagao da PCR. A figura mostra as etapas no primeiro ciclo de uma PCR. Em
cima temos o DNA dupla fita. Depois da desnaturagdo acontece a extensado iniciada pelos
oligonucleotideos (primers), a nova fita dupla serve como molde e é desnaturada novamente, suas

fitas separadas se anelam aos primers e 0 processo segue se repetindo.

Atualmente os procedimentos diagndsticos atuais para diagndstico de virus
respiratérios seguem duas linhas. Primeiro, ha a detecgao direta de (partes do)
virus. Isso pode ser feito por cultura do virus, deteccao de uma ou mais de suas
proteinas. Os ensaios para detecgédo de anticorpos antivirais ou antigenos virais,
sdo amplamente usados em muitos laboratérios clinicos (76, 77).

Por exemplo para detecgdo dos virus Influenza, o padrdo ouro que vem

sendo utilizado desde 1990, é a cultura de virus em células especificas. Exige uma
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propagacéo em cultura por pelo menos 10 dias, analise de efeito citotoxico e para
confirmar sao feitos ensaios de hemoadosrcdo com eritrocitos, coloracdo de
anticorpos especificos e imunofluorescéncia. Existem também testes baseados em
ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Mas estes testes tem a limitagdo do tempo e
no caso do ELISA apresentam em alguns casos baixa sensibilidade (77).

Podemos citar também os kits comerciais para detecgao indireta de SARS-
CoV-2 que identificam os anticorpos produzidos em resposta a infecgao, como: o
sorolégico, o teste de Imunoglobulina M (IgM) e Imunoglobulina G (IgG). A
aplicagao desses testes tem a capacidade de fornecer informagdes sobre infeccdes
ativas e em fase terminal e pode ser ferramenta importante para analisar grandes
quantidades de amostras em laboratorios com configuragdes de recursos limitados.
Essas mesmas caracteristicas podem ser usadas por programas de vigilancia de
doencgas para entender a epidemiologia (78). Existem os testes de deteccao de
antigeno por fluxo lateral. Estes tipos de testes esbarram na questdo que os
individuos podem né&o produzir anticorpos suficientes nos primeiros diasdificultando
a deteccgao, ou apresentarem baixa carga viral. Além disso a eficacia ea vida util dos
anticorpos ainda nao foram completamente elucidadas (79).

E a na segunda linha temos os testes moleculares, que tem sido usados com
mais frequéncia durante a presente pandemia. O segundo utiliza detecgéo direta
de acidos nucléicos ou detecgédo via amplificagado de acidos nucléicos (76). E com
o desenvolvimento de tecnologias modernas, novas estratégias de diagnostico,
incluindo amplificacdo de acido nucleico multiplex e ensaios baseados em
microarray, estdo surgindo (76). A PCR, técnica de amplificacdo de acidos
nucleicos, pode driblar limitagées como a baixa da carga viral (77).

Atualmente, a técnica molecular de transcrigdo reversa seguida de PCR em
tempo real (RT-gPCR), é o padrdo ouro para diagnéstico de COVID-19 por
conseguir detectar diretamente as partes genémicas virais ao invés de marcadores
secundarios como anticorpos, sendo mais sensivel e mais especifica (79). Estudos
compararam a RT-PCR com os métodos de cultivo e sorologia em pacientes
adultos para VSR. A sensibilidade geral do RT-PCR foi de 73% e a especificidade
de 99%, indicam que o RT-PCR é um excelente método para o diagnéstico de
infeccdo aguda por VSR em adultos (80). Neste ambito a PCR se mostra mais

sensivel e rapida do que os métodos convencionais, e dribla a dificuldade
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encontrada na diferenciacdo de virus com sintomas semelhantes,
sintomaticamente ou clinicamente (81).

Com a versatilidade da técnica e a quantidade de microrganismos que
produzem sintomas semelhantes, pode-se utilizar uma variagdo: a PCR Multiplex.
Esta consiste na amplificacdo de varios alvos simultaneamente em uma unica
reacao, podendo agilizar o inicio da terapia mais adequada, além de que, se for
realizada a amplificagao individual de cada virus em estudo, a metodologia se torna
mais cara e morosa (74, 81). PCR Multiplex também auxilia na detecgao muito mais
rapida em comparagdo com cultura viral e teste de fluorescéncia direta para
anticorpos (82).

Alguns pesquisadores implementaram e avaliaram um novo kit de
diagnostico PCR multiplex comercial para varios tipos de coronavirus, incluindo
SARS-Cov-2, que s6 estava disponivel para fins de pesquisa. Um total de 2673
amostras foram avaliadas por este kit, destas 54 positivaram para COVID-19. Estas
foram enviadas para outro laboratério para confirmagao juntamente com um
conjunto de 621 amostras que foram negativas. Em comparagdo com o padréo de
referéncia, a sensibilidade do ensaio foi de 100% [intervalo de confianca de 95%
(IC) 93,2-100%], especificidade 99,8% (IC 95% 99,1-100%), preditivo positivo
valor 98,1% (IC 95% 90,2-99,7%) e valor preditivo negativo 100% (IC 95% 99,4—
100%). Estes resultados positivos corroboram com a necessidade de validagéo de
testes abrangentes para apoiar o diagndstico que uma ferramenta importante para
direcionar agdes de saude publica (83).

Para mostrar que nao s é importante diferenciar os tipos de coronavirus,
Marriot e colaboradores (2020) utilizaram um kit comercial de PCR multiplex para
monitorar a prevaléncia de sindrome respiratéria aguda grave por COVID-19 e
outros virus respiratorios na Australia. Este tipo de teste era incomum na regiao e
possibilitou que os pesquisadores avaliassem a eficiéncia das medidas tomadas
pela saude publica para enfrentamento da pandemia e para outras doencas
respiratorias. Observaram grande declinio da incidéncia de todos os patdégenos
respiratorios com as medidas de distanciamento para a pandemia (84).

Outros pesquisadores desenvolveram ensaio multiplex de coronavirus junto
com influenza, pela preocupacdo em relacdo aos sintomas parecidos e

disseminacao difusa durante a disseminagao sazonal do Influenza. Eles acreditam
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que um diagndéstico diferencial pode dar grande suporte a saude publica. O ensaio
desenvolvido detectou e diferenciou cada alvo e coinfec¢des. Apenas duas
coinfec¢des por influenza foram detectadas nas amostras positivas para SARS-
CoV-2 (85). Todos estes estudos reforcam o potencial da PCR Multiplex para uso
em testes diagndsticos e como o diagnéstico diferencial € importante para ajudar
as politicas publicas.

No entanto, o processo de otimizagdo da PCR Multiplex pode ser demorado
e trabalhoso, principalmente se a sequéncia molde é grande ou complexa. Os
primers utilizados devem ter a temperatura de melting proxima um dos outros, ser
especificas para as suas sequéncias alvo, ndo ter homologia significativa entre si e
gerar produtos amplificados que sejam distinguiveis por eletroforese em gel de
agarose (74). Existem algumas limitagbes como a queda de rendimento da reagao
quando se tem muitos alvos, no caso de mais de 8 pares de primers € muito comum
ocorrer amplificagcdo de estruturas secundarias e € comum ocorrer amplificagao
preferencial de alguns alvos, o que pode deixa-los invisiveis na eletroforese em gel.
Muitas variaveis podem interferir no processo, entdo a otimizacdo deve ser
sistematica para cada componente e para cada etapa (74).

A atual pandemia de COVID-19 tem mostrado a grande importancia dos
testes diagndsticos no controle da doencga. Para alcangarmos o fim da pandemia, o
desenvolvimento e aplicagdo de testes diagndsticos em grandes quantidades e o
uso rapido dos resultados para ajudar a implementar a terapia apropriada
continuarao tendo papel primordial (76). Estima-se que antes das restricbes de
viagens na China, o SARS-CoV-2 ndo diagnosticado representava a fonte de
infeccdo para 79% dos casos (72). E devido a similaridade dos sintomas, faz-se
necessario diferenciar a COVID-19 das outras doengas respiratérias existentes.

Semelhante aos painéis testados por Malhotra e colaboradores (2016), o
presente trabalho visou o desenvolvimento e otimizacdo de uma Plataforma de PCR
multiplex para diagnéstico diferencial de 22 sindromes gripais, agora incluindo
COVID-19 e em apenas uma reagao (one-tube). Diferentemente dos autorescitados
0s virus ndo sao agrupados em reacgdes distintas e a detecgdo ocorre por
eletroforese capilar, utilizando a fluorescéncia associada e o tamanho do alvo por

peso molecular variavel (73).
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Resumo

A presente invencdo descreve oligonucleotideos e seu uso em sistema de
diagnostico simultdneo de 22 sindromes gripais, com uso da tecnologia de
amplificagdo de acidos nucleicos pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
antecedida pela reagao de transcriptase reversa e seus componentes (reagentes
e condigdes de reagdo), bem como kit compreendendo o referido sistema e
método de diagndstico em amostras de swab da nasofaringe e saliva humana.
As sequéncias de oligonucleotideos especificos (primers) para os
microrganismos foram desenhadas utilizando o Primer Expres®, marcadas com
os fluoréforos FAM, VIC e NED, o que permite realizar as 22 reacées de PCR
simultaneamente em um unico tubo em sistema capilar de deteccdo no
sequenciador Applied Bioscience 3500®. Desta forma, esta invengao possibilita
o desenvolvimento de um kit, método de diagndstico diferencial entre 22
sindromes respiratérias, permitindo um tratamento mais adequado e um melhor

progndstico para o paciente.

Amostras

Extracdao do material
genético

Deteccédo

Eletroforese capilar
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Relatério Descritivo da patente de invengao para: PCR Multiplex one tube,
Oligonucleotideos, Sistema de Diagnédstico, Kit, Método e Uso no

diagnéstico de 22 sindromes gripais

Campo de invengao

[01] Refere-se a presente invengao a uma ferramenta clinica que auxilia
no diagnaostico diferencial de 22 sindromes respiratorias em um sistema baseado
na técnica de biologia molecular de PCR Multiplex (Reagdo em Cadeia da
Polimerase com multiplos marcadores), utilizando multiplos oligonucleotideos
especificos e componentes (reagentes e condi¢cdes de reagdo) para detecgao
simultanea de 22 microrganismos que causam infec¢des respiratérias presentes
em amostras de swab da nasofaringe e de saliva. As sequéncias dos primers
sao descritas e fazem parte da invencao que utiliza a PCR Multiplex one tube
para a tipagem simultdnea com deteccdo em sistema de capilar. Em particular,
a ferramenta serve também para estudo epidemioldgico da populagado e melhor
direcionamento das agdes politicas e sanitarias, pois ela diferencia a COVID-19

de outras 21 sindromes respiratorias.

Fundamento da invengao

[02] As infecgbes por virus respiratérios humanos trazem grande
variedade de sintomas respiratérios e amplo espectro de gravidade da doenga,
contribuindo para morbidade, mortalidade e perdas econdbmicas em todo o
mundo (1). A sindrome clinica mais frequente € o resfriado comum, porém em
pacientes com doengas respiratorias crénicas e imunocomprometidos, a
infeccao pode levar a graves complicagdes clinicas. Em geral, a maior parte das
infecgdes respiratérias € causada por virus, mas também podem ser causadas
por bactérias (2, 3). Assim, o uso indevido de antibi6ticos prescritos para as
infecgdes virais € muito grande e contribui para o aumento da resisténcia
bacteriana. As doencgas causadas pelos patdégenos respiratdrios podem cursar
um conjunto de sintomas comuns e nao especificos, por essa razao € tao
importante a utilizagdo de um teste diagndstico capaz de identificar o agente
etiologico. A identificagdo precisa permitir a intervengao clinica precoce e o
melhor manejo terapéutico do paciente (4).
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[03] Os coronavirus (CoVs) sao virus envelopados, com RNA de fita
simples, de polaridade positiva (5, 6). SARS-CoV-2 pertence ao grupo beta,
juntamente com MERS-CoV e SARS-CoV (7, 8).

[04] A rapida disseminacao do SARS-CoV-2 tornou-se uma pandemia
declarada pela Organizagdo Mundial de Saude em 30 de janeiro de 2020 e a
nova doenga denominada COVID-19 ja causou a morte de mais de 4.814.651
pessoas no mundo até a data de 06/10/2021 (9, 10). Diante dessa estatistica &
fundamental diagnosticar o maior numero de casos de forma rapida e eficaz para
direcionar o tratamento e controle da doenca. Entretanto, diferenciar outras
infeccbes respiratorias agudas (IRAs) na atual pandemia por SARS-CoV-2 é
essencial para conduzir a escolha da terapia individual mais adequada e prevenir
a disseminacao de infecgdes hospitalares secundarias (4, 11). Desde que a
COVID-19 chegou ao Brasil houve um aumento da frequéncia de notificacao de
outros tipos de infecgdes respiratérias agudas e principalmente o aumento dos
virus respiratorios Influenza A (H1N1) e B, Parainfluenza (tipos 1, 2, 3 e 4), virus
sincicial respiratorio (VSR) e Adenovirus. Isso reforgca a importancia de identificar
os diferentes virus respiratérios. Outras doengas respiratérias também
importantes no contexto epidemiolégico atual, incluem os Bocavirushumano
(HBoV), Enterovirus (EV), Metapneumovirus humano (HMPV-A e B),
Mycoplasma pneumoniae (MP), Parechovirus humano (HPeV) e Rinovirus
Humano (RVHSs). A transmissdo de SARS-CoV-2 e de infecgdes IRAs, acontece
por meio da exposic¢ao a fluidos corporais infecciosos, através do contato direto
ou indireto com mucosas (12, 13) e os sintomas tanto para IRAs, quanto para
COVID-19 sao tosse, febre, congestao nasal, fadiga e outros sinais de infecgéo

do trato respiratério superior (14, 15).

[05] Em geral, o diagndstico das principais sindromes respiratorias tem
como padrdo ouro a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (16) e suas
variagbes, como PCR em tempo real (qPCR) (11, 17-19). Com uma alta
sensibilidade e especificidade, os ensaios moleculares fluorescentes que
utilizam a técnica da PCR associada a um sequenciador automatico, tém sido a
solugdo utilizada para a deteccdo simultdnea dos multiplos patégenos mais

comumente envolvidos em diversas infeccbes. Tal método, além de ser
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essencial para o atual enfrentamento da COVID-19, também pode contribuir de
forma significativa para a reducdo do uso desnecessario de antibidticos em

outras infecgbes, que também culminam em sindrome respiratoria aguda grave

(4).

[06] Atualmente, técnicas para diagnodstico destes patdégenos foram
patenteadas utilizando os diferentes sistemas, como por exemplo a patente PI
0114468-5 A, que reivindica um kit de detecgao para o virus H5 (Influenza A) em
um dia, que utiliza dois primers especialmente designados iniciadores A e B, para
replicacado do virus H5 e uma sonda de captacao especifica para imobilizacao
do RNA viral ampliado. Um primer adicional C é também designadopara detecc¢ao
do virus patogénico H5. Este kit, diferentemente do proposto, é restrito ao virus
influenza A (H5), apesar de utilizar a metodologia multiplex. Ele consegue
detectar de forma eficaz o patdogeno, mas caso haja resultado negativo sao
necessarios outros testes para detectar o patégeno causador da doenga no

paciente.

[07] A patente MX2013009755 A reivindica um sistema de deteccao de
amplo espectro baseado em diferenciacao alélica para multipla do virus influenza
tipo A (subtipos H1N1, H3N2, H5N1, H7N3), tipo B ou tipo C. Compreende
oligonucleotideos sense que permitem a discriminagcdo alélica, e
oligonucleotideos anti-sense que sao especificos para regides ndo conservadas,
todos fazem parte de uma unica reagédo de PCR (multiplex). Em comparagao
com a anterior, detecta mais tipos do virus Influenza, possibilitando uma
abrangéncia maior no diagnéstico. Mas ainda é falho quanto aos outros

patdbgenos com mesmos sintomas.

[08] A patente BR 112016025052-4 A2 reivindica um kit que consiste no
método das sequéncias de primers e das sondas para deteccdo da presenca
e/ou auséncia de Enterovirus e Parechovirus em amostras biologicas, sem
extracao direta do acido nucleico. Este também utiliza a metodologia multiplex
otimizando o tempo da deteccdo, mas se restringe a dois virus dentre varios que

apresentam sintomas similares.

76



[09] A patente P1 9913893-0 B1 reivindica método, kit, primers e sondas
para detectar infec¢gdes agudas do trato respiratério, utilizando-se de RT-PCR-
multiplex que permita a deteccédo simultdnea de patdogenos respiratérios em um
dia de trabalho incluindo RNA-virus (enterovirus, virus influenza A e B,
parainfluenzavirus tipo 1 e 3, virus sincicial respiratorio), um DNA-virus
(adenovirus) e bactéria (C. pneumoniae, M. pneumoniae). Esta invengao
também ¢é mais abrangente no diagnéstico, diversifica os tipos de virus,
detectando n&o so6 os tipos de influenza, como outras espécies. A proposta
reivindicada neste pedido ainda € mais abrangente, detectando 22 patégenos

em uma unica reagao.

[10] A patente Pl 0413825-2 A reivindica a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real de RT com varios alelos (Multiplex) para
coronavirus incluindo o virus SARS. Varias sequéncias alvo dentro dos genes S,
E, M e N de SARS-CoV séao identificadas para aumentar a probabilidade de que
a tendéncia genética fundamental do virus ndo levara a um resultado falso
negativo. Esta patente utiliza a metodologia multiplex para fazer um diagnéstico
mais confidvel do virus por detectar varias regides do genoma. Mas em
contrapartida existem outros virus do mesmo grupo e de outros que séo de

importancia epidemioldgica nas sindromes respiratorias e ndo detectaveis.

[11] Desta forma, atendendo as deficiéncias das tecnologias atuais, a
presente invencgao utiliza primers de 22 patégenos para diagnéstico diferencial
das infecgbes por patégenos que causam sindromes respiratorias, inclusive o
SARS-CoV-2 em uma reag¢ao de PCR multiplex em um unico tubo, podendo ser
realizada no periodo de 7h, sendo portanto um kit com o uso de uma metodologia
rapida e eficaz. Varios patdgenos de importancia epidemiolégica foram
contemplados nesse painel, inclusive alguns com seus subtipos e ainda outros
tipos de coronavirus endémicos. Outro aspecto que pode ser beneficiado sao os
estudos epidemioldgicos da incidéncia destes patdégenos e assim possibilitar

melhor planejamento de a¢des preventivas.
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Breve descricao dos desenhos

[12] A Figura 1 ilustra o diagrama de fluxo do processamento daamostra
até a etapa de leitura da fluorescéncia e peso molecular em eletroforesecapilar no
sequenciador.

[13] A Figura 2 é uma foto da tipagem de amostras de COVID-19 em
gel de agarose 1,7% corado com Gel Red®. Na parte superior temos a analise
de uma amostra pela eletroforese capilar, mostrando os dois picos das regides
identificadas para COVID-19 (VIC: 5 -UTR e N2). Na parte inferior temos a
eletroforese de algumas amostras em gel de agarose (m: marcador de peso
molecular 50pb, amostras 1 a 12), onde as amostras 4, 10 e 11 apresentaram
duas bandas de peso molecular 228pb e 310pb, como esperado para a
amplificagdo dos genes para COVID-19, as demais foram negativas para os

virus/bactérias do presente painel.

Descrigao da invengao

[14] A presente invengao propde oligonucleotideos para um novo
método diagndstico simultdneo diferencial para 22 patologias respiratérias em
um sistema “one tube” por PCR multiplex realizado em apenas 7h. Para melhor
compreensao do método proposto, segue abaixo uma descricdo detalhada da

invengao.

[15] O presente pedido de patente descreve 22 pares de oligonucleotideos
especificos para a deteccédo de 22 patdégenos alvo com tamanho de amplicon

(pb) determinado. Para serem usados associados ou nao.

[16] Os oligonucleotideos sao combinados em 3 grupos, sendo cada grupo
com um fluoréforo diferente, e com diferenca significativa de pelo menos 20 pb,
onde o tamanho por pb e a fluorescéncia se combinam para detecgdo em
sistema de eletroforese capilar simultdnea dos 22 patégenos.

[17] O RNA ou DNA (dependente do microrganismo) é extraido de
amostras a partir do swab da nasofaringe ou saliva de origem humana. Como a
maioria dos patdgenos do ensaio possuem RNA como material genético &

realizada uma reagao de Transcriptase Reversa, utilizando primers randémicos.
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[18] Apos a conversdao do RNA em cDNA é realizada a PCR (reagcdo em
cadeia da polimerase) que contém 22 pares de primers, divididos em 3 grupos
onde cada grupo foi marcado com um fluoréforo (VIC, FAM, NED), que
amplificam regides especificas dos 22 microrganismos (21 virus e 1 bactéria)
baseando-se nas sequéncias depositadas no GenBank

(http:/www.ncbi.nIm.nih.gov/GenBank).

[19] Os oligonucleotideos desenvolvidos possuem sequéncias unicas
do genoma de cada espécie como alvo de produto para amplificagao (Tabela 1).
A tabela 1 abaixo apresenta os patdgenos alvos com seus respectivos
oligonucleotideos especificos (Foward e Reverse). Como descrito na tabela, os
produtos gerados a partir da reacdo de PCR sao de tamanho especificos para
cada um, o que permite a sua identificagdo juntamente com a intensidade de

fluorescéncia quando analisado por eletroforese capilar.

Tabela 1 — Patdégenos e seus respectivos oligonucleotideos

Enterovirus 166 DO 00 0000000000000 004 HQ456309.1 FAM

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Influenza A 127 PO 0000000000000 0000004 MK902667.1 FAM
XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
Parainfluenza 4 156 PO 0000000000000 0000000001 MN369047.1 FAM
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
HCoV-NL63 191 PO 000 0000000000000004 AY567487.2 FAM

), 9,0.9.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.000000009004

Parainfluenza 2 218 PO G0 0000000000000 00000004 AF533012.1 FAM
XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
Influenza B 249 P00 0000 00000000000000004 CY173994.1 FAM
XXXXXXXXXXXXXXXXXX
HCoV-229E 283 PO 000000000000 00004 KU291448.1 FAM

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
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HCoV-HKU1 334 XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX NC_006577.2 FAM
XXX XXXXXKXXXXXX
Parechovirus 116 PO 0000000000000 00000000¢1 JX575746.1 VIC
humano
XXXXXXXKXXXXXXXXXXXXX
Virus sincicial 148 P00 000000000000000000000000% MT422273.1 VIC
respiratorio A
XXXXKXXKXXKXXXXXX XXX XXXXX
Parainfluenza 200 PO 00000000000000000% NC _001796.2 VIC
humano 3
XXXXXXX XXX XXX X XXX XXXX
Metapneumovirus 264 D000 00000000000000000004 KU320966.1 VIC
humano B
XXXXXXXX XXX XXX XXX XXXXX
Mycoplasma 292 P00 0000000000006 00606 4 NC_0009121 VIC
pneumoniae
XXXXXXXX XXX XXX XXX XXXXX
Parainfluenza 387 DO 0000 0000000000000004 U70948.1 VIC
humano 1
XXXXXXXX XXX XXX XXXXXX
Metapneumovirus 107 D00 0000000000000000000004 MK357775.1 NED
humano A
XXXXX XXX XXX XXX XXXXXXX
HCoV-0OC43 137 D000 000000000000000004 KU131570.1 NED
),0.0.0,0.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.0.9.0.0.9.0.0.
Adenovirus 166 PO 0000 00000000000000% KC857700.1 NED
XXXXX XXX XXX XXX XXXXXXX
Influenza A 199 PO 0000000000000 0000004 MT505272.1 NED
(H1N1)
XXXXXXX XXX X XXX XXX XXXX
Rinovirus humano 239 PO 00000 000000000000000001 KY093627.1 NED
),9.9.9,0.90.9.0.0.9.0.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.0.90 04
Bocavirus 286 PO 0000000000000000004 MG195156.1 NED
Humano
XXXXXXXX XXX XXX XXX XXX
SARS-CoV-2N2 310 P00 000000000000000000 MT396241.1 NED
XXXXXXX XXX XXX XXX X XXXXXX
Virus sincicial 317 PO 00000000000000000000%4 MH327947 .1 NED

respiratorio B

1 9.9.0.0.0.0.0.0.0.00000909090909090004
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[20] A presente invengcdo descreve, adicionalmente, o uso deste
sistema de diagnostico, baseado na detecgao de 22 patdgenos respiratorios em

amostras bioldgicas a partir de intensidade de fluorescéncia e peso molecular.

[21] A invengao proporciona ainda um kit para deteccédo de patégenos
respiratorios, compreendendo os elementos e instrucbes necessarias para

deteccgéao dos referidos patégenos em swab da nasofaringe e/ou saliva.

[22] Os elementos do kit incluem os oligonucleotideos aqui
reivindicados e plasmideos contendo os insertos de interesse para controle

positivo.

[23] A presente invengdo também descreve o método diagnostico,
prevendo todas as etapas de processamento das amostras, reacdo de

transcriptase reversa e reagcao de PCR multiplex.

[24] A primeira etapa consiste em uma reacédo de conversdao do RNA
em DNA utilizando ciclos de temperaturas com variagées de 37°C a 70°C. Os
componentes da reacédo sdo: Tampéao da Enzima (1x), de 30 a 40u de enzima
M-MLV Transcriptase reversa, 106 a 156 pmol de primers randémicos, 100 mM
de cada dNTPs, completando-se o volume com agua tratada com Dietil

Pirocarbonato (DEPC) para 25ul até 35 ul finais de reacéao.

[25] A segunda etapa consiste na PCR (multiplex), que utiliza de 5uL a
10 puL de cDNA oriundo da primeira reacao, sendo amplificada simultaneamente
pelos 23 pares de oligonucleotideos em um unico tubo, com diversos ciclos de
temperaturas variando de 59°C a 94°C. Os estagios se repetem de 25 vezes a
45 vezes. Os componentes de reacao sao: tampéao da Taq (1x), 1,5a 3 U de Taq
DNA polimerase, 100 a 400 uM de cada dNTPs, 6 a 10 pmol de cada primer
especifico, 0,05 a 1,5 mM de MgClz, completando-se o volume da reagdo com
agua ultrapura de 25 yl a 35 pl finais. Utilizamos como controle negativo agua e
como controle positivo plasmideos que contém os insertos de interesse de cada

alvo.
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[26] A terceira etapa consiste na eletroforese capilar desnaturante
realizada no sequenciador Applied Biosciences 3500 ®. Os produtos
amplificados séo diluidos em agua de 1:10 até 1:30. Depois, 1 uL do produto
diluido de cada amostra a ser testada passa por processo de desnaturagao com
formamida a temperatura de 94°C por 3 minutos, e € adicionada do padrao de
tamanho de alta densidade marcado com corante para dimensionamento
reproduzivel para dados de analises de fragmentos (GeneScan™ 600 LIZ®).
ApOs esse processo, a amostra passa por um choque térmico, sendo exposta a
temperatura de 4°C e é injetada no sequenciador Applied Bioscience 3500® para

realizacao de eletroforese capilar.

[27] A quarta etapa corresponde a leitura da fluorescéncia e peso
molecular para identificagao dos picos dos alvos presentes nas amostras. Sendo
positivos os resultados que apresentam picos na(s) regido(des) esperadas do
eletroferograma. Dado que a presente invengao é apresentada com certo grau
de detalhamento, esta é suscetivel de quaisquer modificagbes, adaptacdes e
aplicagdes adicionais por um técnico no assunto de acordo com os principios dos
métodos, materiais e usos expostos neste documento. Assim, as reivindicagcoes
anexas e o proprio relatério cobrem quaisquer modificacbes, adaptacdes e

aplicagdes adicionais abrangidas no escopo da presente invengao.
[28] Daqui em diante, sao ressaltados, apenas a titulo de exemplo, os
resultados com os procedimentos que permitem uma melhor compreensao dos

materiais, métodos e usos apresentados. Contudo, a presente invencao néo é

limitada aos seguintes exemplos de concretizagoes.

Exemplo de concretizagao da invencgao
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Exemplo 1: Uso de plasmideos engenheirados para validagdao dos
primers.

[29] Trés tipos de plasmideos foram engenheirados contendo os

insertos de interesse para todos os alvos. Cada um contém os insertos dos alvos

que sdo marcados com o mesmo fluoréforo.

[30] Foram realizadas reagdes de PCR “singleplex” e multiplex

utilizando os plasmideos como fonte de DNA molde.

[31] As reacbes de PCR utilizando os plasmideos mostraram a

amplificagdo dos insertos de interesse.

Exemplo 2: Uso de amostras de pacientes para diagnéstico
diferencial da COVID-19 e ou outras 21 sindromes respiratoérias.

[32] O protocolo de pesquisa com certificado de apresentacdo para
apreciagao ética (CAAE) 30848620.1.0000.5704 foi aprovado pelo comité de
ética em Pesquisas com Seres Humanos do Centro Universitario UNA
Uberlandia. Todos os pacientes que participaram assinaram o correspondente
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) ao coletarem amostras de
swab nasofaringe ou saliva para exame qualitativo para detec¢do de COVID-19
(RT-PCR) no Laboratério Biogenetics Diagnodsticos, sendo as amostras
processadas e analisadas no mesmo ou no Laboratério de Nanobiotecnologia
da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

[33] Os critérios de inclusdo das amostras foram pacientes que
apresentavam sintomas gripais e procuraram o Laboratério Biogenetics para
deteccao da COVID-19.

[34] Amostras de swab da nasofaringe de 340 individuos foram
coletadas no Laboratorio Biogenetics Diagnodsticos. Dessas 114 eram positivas
para COVID-19 e 226 eram negativas com sintomas gripais associados, no teste

de diagndstico por gPCR.
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[35] As amostras de sangue foram homogeneizadas e submetidas a
extragcdo de material genético com kit MagMax™ Viral/Pathogen Nucleic Acid
Isolation Applied Biosystem, contendo beads magnéticas. Esta etapa durou em

torno de 40 minutos.

[36] Do material genético extraido foram utilizados de 10 a 15 L para
conversao de RNA em cDNA na reagao catalisada pela enzima transcriptase
reversa (Reacao de RT). A reacéo foi realizada em termociclador Proflex Thermo

com ciclos de temperaturas que vao de 37°C a 70°C por aproximadamente 2h.

[37] ApoOs a reagao de RT, 5 a 10 pyL de produto foram utilizados para
Reacdo de PCR one tube, para haver deteccédo simultanea de todos os alvos
presentes em cada amostra. A reagao de amplificagao das amostras e controles
foi realizada em termociclador Thermo Proflex com o primeiro estagio que passa
por etapas que aquecem e se iniciam por volta de 90°C passando por 3 etapas
que decrescem até por volta de 70°C, depois um estagio de 4 etapas que se
inicia por volta de 90°C e decresce até entorno de 70°C. Os dois estagios juntos
apresentam de 40 a 45 ciclos. A figura 1 apresenta os estagios de

processamento da amostra até chegar a analise final dos resultados.

Exemplo 3: Andlise dos dados de eletroforese capilar
[38] Para deteccédo e analise da amplificagao dos possiveis alvos na

amostra foi utilizado o sequenciador Applied Bioscience 3500®.

[39] Apos término da amplificagdo por PCR one tube, o produto
amplificado foi diluido de 1:10, 1:20 ou 1:30. Da diluigao, 1uL foi desnaturado
com formamida e para controle da fluorescéncia foi adicionado de padrao de
tamanho de alta densidade marcado com corante para dimensionamento
reproduzivel para dados de analises de fragmentos (GeneScan™ 600 LIZ®).
Essa solucao foi desnaturada a 93°C por 3 minutos e depois submetida a 4°C.
Depois do choque térmico, as amostras foram levadas ao sequenciador Applied
Bioscience 3500® para o processo de eletroforese capilar por volta de 50

minutos.
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[40] As analises foram feitas utilizando o software GeneMaper® apods
eletroforese capilar. Os fluor6foros foram lidos em seus respectivos
comprimentos de onda: VIC (538nm), NED (546nm) e FAM (494nm), e os alvos
foram detectados por esta fluorescéncia e por peso molecular. A figura 2 mostra
como sao exibidos os resultados apds analise no GeneMaper, junto com

eletroforese em gel de agarose 1,7%.

[41] As analises forneceram resultados qualitativos, ou seja, positivos
ou negativos. Os positivos sdo os que detectam um ou mais alvos, e os negativos

sao 0s que nao detectam nenhum dos alvos.

Exemplo 3: Resultados apresentados pelas amostras testadas utilizando
o kit de PCR multiplex

[42] As 340 amostras submetidas a PCR multiplex para diagndstico
diferencial de 22 sindromes gripais apresentaram os seguintes resultados:57.1%
negativos, 29% positivos para SARS-COV-2, 6,5% para Enterovirus, 3,5% para
HCoV-229E, 0,6% para Virus sincicial respiratério A, 1,5% para HCoV-OC43 e
1,8% inconclusivos (Foram detectados s6 um dos genes para COVID-19

previstos no painel) (tabela 2).

Tabela 2 — Resultados do kit proposto em 340 amostras de pacientes

Quantidade de Amostras %
Negativos 195 57,1%
SARS-COV-2 98 29%
Enterovirus 22 6,5%
Influenza A - -
Parainfluenza 4 - -
HCoV-NL63 - -
Parainfluenza 2 - -
Influenza B - -
HCoV-229E 12 3,5%
HCoV-HKU1 - -
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Parechovirus -
humano

Virus sincicial 2
respiratério A

0,6%

Parainfluenza -
humano 3

Metapneumovirus -
humano B

Mycoplasma -
pneumoniae

Parainfluenza -
humano 1

Metapneumovirus -
humano A

HCoV-0C43 5

1,5%

Adenovirus -

Influenza A (H1N1) -

Rinovirus humano -

Bocavirus Humano -

Virus sincicial -
respiratério B

Inconclusivos 6

1,8%

[43] Os resultados obtidos em conjunto com a validacdo dos primers

utilizando os plasmideos engenheirados mostraram que os oligonucleotideos

aqui apresentados sao especificos para detecgao dos alvos.
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Figura 2
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1.

REIVINDICAGOES

Oligonucleotideos para tipagem especifica de 22 microrganismos que

causam sindromes respiratérias (21 virus e 1 bactéria, com os fluoréforos

listados na tabela 3 ou quaisquer outros compativeis com esse sistema:

Tabela 3: Microrganismos e sequéncias de oligonucleotideos com seus

respectivos fluoréforos que constituem o kit de PCR multiplex proposto

Enterovirus

XXX XXX XXX

Fam-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Influenza A

Fam-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Parainfluenza 4

Fam-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

) 0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.000000004

HCoV-NL63

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Fam-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Parainfluenza 2

Fam-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXX XXX XXX

Fam-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Influenza B
XXXXXXXXXXXXXXXXXXK
XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
HCoV-229E
F am-Xxx)aaadascdiacaoaEaaiaiaanan
HCoV-HKU1 Fam-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
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XXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Parechovirus

humano

XXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX

AVi(eD00000.000.00000000000.04

Virus sincicial

respiratorio A

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

ViC-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Parainfluenza

humano 3

AVi[eD00000000.0.0.00.0.0.0.0.0.0.04

XXX XXX XX XXX

Metapneumovirus

humano B

AVi[eD000.0.0000000.0.0.0.0.0.0.0.0.0.04

) 9,0.0.0.0.0.0.0.0.0009000909000004

Mycoplasma

pneumoniae

AVITED 00000000 000000000000 064

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Parainfluenza

humano 1

Vi =X XXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Metapneumovirus

XXX XXX XXXX

humano A
N e d-XXOOXXXXXXXXXXXK
(N1 0000000000000 00000004
HCoV-0C43
XOOOKXXXXXXX
_ POOEOC000000000000004
Adenovirus
(NET0 0000 000000000000 00004
Influenza A (H1N1) Ned-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
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XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

. ] N e d-XXOOXXXXXXXXKXXXXXXXXXK
Rinovirus humano

XXXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX XXX

) N e d-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
Bocavirus Humano

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX
SARS-CoV-2N2

(NEI D0 0000000000000 000000004

Virus sincicial XOOOKKKIXXXHKKKKKXXXXXX
respiratério B

(NEI D0 0000000000000 000000004

2. Utilizagéo dos oligonucleotideos de acordo com a reivindicagéo 1, combinados
ou nao, marcados com os fluoréforos citados ou quaisquer outros compativeis

com este sistema de detecgaio;

3. Método para diagndstico diferencial de 22 microrganismos que causam
sindromes respiratérias em humanos, caracterizado pelo fato de que
compreende uma etapa de conversdao do RNA em cDNA através da utilizagao
de enzima de transcriptase reversa e primers randémicos e uma segunda etapa
de PCR (multiplex) definidos pelos IDs No. 01 a 24, em que compreende 0s

oligonucleotideos, como definidos na reivindicagao 1;
4. Método, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado pelo fato de a etapa
de amplificagéo por técnica de PCR (multiplex) ocorrer em um unico tubo em um

periodo de 7h.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2 ou 3,
caracterizado pela tipagem simultanea dos virus e da bactéria;
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6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2 a 4, caracterizado
pela analise qualitativa relativa entre os tipos de microrganismos encontrados
em infecgdes multiplas ou n&o. A analise é feita por meio de identificagdo dos
picos no eletroferograma, de acordo com a intensidade de fluorescéncia e peso
molecular. A amostra apresenta detecgao positiva para um ou mais de uns alvos
quando apresenta pico na regido esperada do eletroferograma. Quando nao ha

detecgdo de nenhum alvo nao é possivel visualizar picos no eletroferograma.
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