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(57) Resumo: METODO PARA DETECGAO, IDENTIFICAGAO E/OU QUANTIFICAGCAO DE UM OU MAIS CARBOIDRATOS,
USO DE UM OLIGOTIOFENO CONJUGADO LUMINESCENTE, E COMPOSTO. A presente invencgédo refere-se a um método
para deteccao, identificagdo e/ou quantificacdo de um ou mais carboidratos. O método compreende as etapas de colocar um
objeto ou uma amostra em contato com um oligotiofeno conjugado luminescente (LCO) e detectar pelo menos um sinal de
deteccao do oligotiofeno conjugado luminescente. A presenca e/ou a identidade e/ou a quantidade de um ou mais carboidratos
que esta ou estao presentes no dito objeto ou na dita amostra é determinada com base no dito sinal de deteccédo detectado do
LCO. A invencgdo engloba métodos para detecgéo de carboidrato através do uso de derivados de oligotiofeno. Os métodos sdo
rapidos, faceis e diretos e podem ser realizados em tempo real bem como in situ.



1/60

METODO PARA DETECCAO, IDENTIFICACAO E/OU
QUANTIFICACAO DE UM OU MAIS CARBOIDRATOS E USO DE UM
OLIGOTIOFENO CONJUGADO LUMINESCENTE

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo refere-se ao uso de
oligotiofenos conjugados luminescentes (LCOs) para a deteccao
de carboidratos e monitoramento da formacdo de carboidrato ou
conversado de carboidrato.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] Os carboidratos sao frequentemente
poliméricos e sdo nomeados, agrupados e classificados de
acordo com a identidade do monossacarideo composto, o numero
de unidades monoméricas e a posigdo de carbono das ligagdes
covalentes que ligam cada monossacarideo.

[003] Atualmente, uma ampla faixa de métodos
para a deteccéo, identificacéo e quantificacéo de
carboidratos sdo conhecidos e aplicados em todas as
indGstrias. Entretanto, poucos desses métodos tém resolucgédo
suficiente para identificar a molécula precisa. Isso é devido
a natureza inerente da estrutura quimica dos polissacarideos,
que sdo macromoléculas grandes compostas por um grupo pequeno
de subunidades idénticas. Como um resultado dessa natureza
repetitiva, os carboidratos ndo apresentam comumente epitopos
Unicos ou superficies de ligacdo para a deteccdo facil com
sondas. A falta de epitopos uUnicos e a dificuldade da
deteccdo estdo em contraste com as proteinas, que tém
diversos niveis de conformacdes estruturais e qualidades
Unicas adicionalmente a sequéncia de aminodcidos primdria. Em
contraste com as proteinas, os sistemas de deteccdo com base

em anticorpo sdo raramente eficazes quando usados ©para
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carboidratos.

[004] A identificacéao de carboidratos é
comumente realizada por meios indiretos e é inclinada para
carboidratos soluveis. Por exemplo, a identidade de
carboidrato pode ser revelada por uma etapa de monomerizacao
inicial, seguida por uma etapa de identificacdo na qual cada
mondmero e a porcentagem de cada mondmero presente sao
identificados. As informagdes de mondmero adquiridas séo,
entdo, retroalimentadas para uma etapa de determinacgdo na
qual a identidade do carboidrato original é determinada.

[005] Outras técnicas comuns para a anadlise de
carboidrato usam uma combinacdo de cromatografia (por
exemplo, cromatografia de camada fina, cromatografia gasosa,
cromatografia liquida de alto desempenho) e andlise qguimica
detalhada por eletroforese ou espectrometria de massa de
polimeros ou mondmeros. Frequentemente, a espectrometria de
massa € usada em combinagdo com uma etapa anterior de
separagdo para purificar wuma mistura antes da andlise.
Adicionalmente, a monomerizacgdo da cadeia de polissacarideo é
frequentemente uma exigéncia para a andlise de carboidratos
maiores. Embora altamente preciso, o uso singular e/ou
sequencial dos métodos acima pode ser lendo e enfadonho e
exige uma quantidade significativa de conhecimento especifico
(zidkovd J e Chmelik J, J. Mass Spectrom. (2001), 36(4):417 a
421) .

[006] Na natureza, os carboidratos sao
abundantes como as proteinas. Os mesmos funcionam tanto como
substratos no metabolismo, como macromoléculas estruturais
quanto como ligantes/alvos para a adesdo, sinalizacdo e em

muitas interacdes bioldgicas. Nas industrias farmacéuticas
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assim como outras instalacgdes industriais, os carboidratos
representam diversos produtos de alta procura no mercado.
Esses produtos variam de fadrmacos a alimentos e suplementos
para novos polimeros para materiais “wverdes”. Um método
sensivel simples para a identificagdo e quantificacgdo de
carboidrato é antecipado para ser de grande utilidade nessas
instalacgodes.

[007] O documento ne W02010/044744 Al revela os
compostos de tiofeno inovadores para o uso no imageamento in
vivo de amiloide ou formas agregadas de proteinas. O
documento revela politiofenos polimerizados aleatoriamente,
assim como tiofenos oligoméricos de comprimento definido, que
se ligam e permitem a detecgdo de tais proteinas. Os
compostos de oligotiofeno revelados sdo, por exemplo, Uteis
para o diagnéstico da doenga de Alzheimer e outras doencas
que envolvem proteinas agregadas ou mal dobradas.

[008] O documento WO02005/045065 Al revela um
método colorimétrico para detectar patdgenos bacterianos ou
fingicos através da detecgdo de peptidoglicano ou (1-3)-p3-D-
glucano em uma amostra.

[009] O documento WO02011/102789 Al descreve
derivados de oligotiofeno que se ligam especificamente a
células estaminais neurais e células estaminais de céancer
neural. Mais especificamente, a invencdo refere-se a métodos
para detectar células-tronco neurais ou células-tronco de
cédncer neural usando os referidos derivados de oligotiofeno
em uma amostra bioldgica, bem como usos e kits relacionados a
eles.

[010] Harvey, D (Mass Spectrometry Reviews

(2012) 31: 183-311) revela a andlise de carboidratos e
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glicoconjugados.

[011] Database medline, US national library of
medicine (NLM) Bethesda MD, EUA; 2012, Nilsson, P et al.,
acesso a base de dados n°. NLM22528107 revela oligotiofeno
conjugado luminescente pentamérico para geracdo de imagens
6pticas de fibrilas amildéides formadas in vitro e agregados
de proteina em secdes de tecido.

[012] Aslund, A et al (ACS Chem. Biol. (2009),
4(8):673 a 684) revela oligotiofenos conjugados luminescentes
pentaméricos para a identificacdo seletiva de agregados de
proteina. Os LCOs revelados podem ser utilizados como
ferramentas de pesquisa para estudar doengas de agregacdo de
proteina tal como doengas pridnicas e a doencga de Alzheimer.

[013] Klingstedt, T et al (Org. Biomol. Chem.
(2011), 9:8.356 a 8.370) revela uma biblioteca de
oligotiofenos conjugados luminescentes de diferentes
comprimentos assim como seus métodos de sintese. Os
oligotiofenos conjugados luminescentes revelados sdo uteis
para a identificacgcdo seletiva dos agregados de proteina. Os
mesmos facilitam o estudo de doengas de agregacgdo de proteina
e poderiam também ser utilizados para o desenvolvimento de
ferramentas de diagndéstico inovadoras para tais doencas.

SUMARIO DA INVENCAO

[014] E um objetivo geral da presente invencdo
fornecer sondas moleculares e métodos que utilizam tais
sondas moleculares que podem ser usadas para a andlise e
deteccdo de carboidrato. E outro objetivo da invencéo
fornecer sondas e métodos que discriminem entre diferentes
carboidratos. As A&reas de andlise incluem quantificacéo,

determinacdo de pureza e rastreamento da eficdcia e taxa de
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sintese. Um objetivo abrangente da presente invencdo &
fornecer sondas para a andlise e deteccédo in vitro, in vivo e
in situ de carboidratos Dbiologicamente relevantes. Ainda
outro objetivo da invencdo é fornecer sondas e métodos para
seguir a sintese, verificacdo e andlise de carboidrato de
produtos finais/identidade de substrato e andlise da pureza.

[015] Esses objetivos sao alcancados por uma
sonda molecular e um método de acordo com as reivindicacodes
anexas.

[016] A invencéao refere-se ao uso de um
oligotiofeno conjugado luminescente para a deteccéo,
identificagdo e/ou quantificacdo de um ou mais carboidratos.

[017] Em um aspecto da invencdo é fornecido um
método para a deteccdo, identificacdo e/ou quantificacdo de
um ou mais carboidratos que compreende as etapas de:

- contatar um objeto ou uma amostra com um
oligotiofeno conjugado luminescente;

- detectar pelo menos um sinal de detecgdo do
oligotiofeno conjugado luminescente; e

- com base no dito sinal de deteccdo detectado,
determinar a presencga, identidade e/ou quantidade do
carboidrato ou carboidratos no dito objeto ou na dita
amostra.

[018] O oligotiofeno conjugado luminescente
(LCO) pode ser um oligotiofeno conjugado luminescente
pentamérico a 15-mérico. De preferéncia, o oligotiofeno
conjugado luminescente é um oligotiofeno conjugado
luminescente pentamérico ou heptamérico. Em uma modalidade, o
oligotiofeno conjugado luminescente compreende uma ou mais

cadeias laterais funcionais, tais como aminodcidos, derivados
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de aminodcido, neurotransmissores, monossacarideos,
polissacarideos, &cidos nucleicos e derivados assim como
combinagdes dos mesmos. Sdo revelados no presente documento
0s oligotiofenos conjugados luminescentes heptaméricos
exemplificativos h-FTAA e h-HTAA e os oligotiofenos
conjugados luminescentes pentaméricos exemplificativos p-HTA-
Lys, p-HTEA, p-HTIm, p-HTA-Tyr, p—-HTA-Arg, p—-HTA-Asp e p—-HTA-
Glu.

[019] Em uma modalidade, o sinal de deteccédo é
um sinal déptico, tal como um sinal de fluorescéncia ou um
sinal colorimétrico ou um sinal elétrico tal como
condutividade.

[020] Em uma modalidade vantajosa, o conjugado
luminescente pode discriminar entre pelo menos dois
carboidratos diferentes, permitindo a identificacdo e/ou
quantificacdo de diferentes carboidratos no objeto ou na
amostra.

[021] O oligotiofeno conjugado luminescente
pode alvejar pelo menos um carboidrato insoltvel, tal como
celulose, quitina, pB-glucano, alginato, amilose e glicogénio
ou combinac¢des dos mesmos.

[022] Alternativa ou adicionalmente, o
oligotiofeno conjugado luminescente pode alvejar pelo menos
um carboidrato solutvel, tal como glicose, celulobiose,
heparina, sulfato de condroitina A ou combinag¢cdes dos mesmos.

[023] As etapas de contato e/ou deteccdo podem
ser executadas in vivo ou in situ.

[024] Sado fornecidos compostos de oligotiofeno
conjugado luminescente inovadores selecionados dentre pHTA-

Tyr, pHTA-Arg, pHTA-Asp, pHTA-Glu e pHTA-Lys, todos Uteis nos
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métodos de acordo com a presente revelacdo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[025] A invencdo é agora descrita, a titulo de
exemplo, em referéncia as figuras anexas, nas quais:

[026] A Figura 1 mostra A) modalidades
exemplificativas de oligotiofenos conjugados luminescentes
(LCOs) pentaméricos da presente revelagdo e B) modalidades
exemplificativas de oligotiofenos conjugados luminescentes
(LCOs) heptaméricos da presente revelacgdo.

[027] A Figura 2 mostra A) uma representacgado
esquematica de wuma configuragdo para uma formacgcdo de
biofilme, que ocorre na interface de ar-liquido, com o uso de
uma laminula de vidro inclinada estabelecida na cavidade de
uma placa de 6 cavidades; B) o ensaio de vermelho Congo para
a verificacéo dos perfis de biofilme de Salmonella
enteritidis (S. enteritidis) 3934 wt e mutantes isogénicos
(AbscA, AcsgA e NAcsgD) de fendétipos conhecidos.; C-D) a
morfologia de biofilme de S. enteritidis 3934 wt e mutantes
isogénicos localizados na interface de ar-liquido mostrada
por C) manchamento de h-FTAA e D) manchamento de h-HTAA. A
andlise confocal de fluorescéncia (lado esquerdo) e a andlise
de contraste de fase (lado direito) da mesma lamina sao
mostradas lado a lado.

[028] A Figura 3 mostra A-B) o estudo espectral
das culturas de biofilme nao processadas (nenhuma etapa de
lavagem realizada) de S. enteritidis 3934 wt e mutantes
isogénicos. Os espectros de excitacdo de A) h-HTAA e B) h-
FTAA em 24 horas de culturas nao processadas de wt ( __ ),
AbscA ( _ _ ), AcsgA ( ... ) e AcsgD ( _ . ) com a leitura de

emissdao a 545 nm; C-D) o estudo espectral de S. enteritidis
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3934 wt e mutantes isogénicos ndo processados (nenhuma etapa

de lavagem realizada). O espectro de emissdo das culturas de
h-FTAA em 24 h de wt ( __ ), AbscA ( _ _ ), AcsgA ( ... ) e
AcsgD ( _ . ) quando excitado a C) 405 nm e D) 500 nm.

[029] A Figura 4 mostra um estudo espectral do
espectro de excitacao de suspensoes de celulose
microcristalina insoltuvel pura de 6,25 mg/ml ( __ ), 3,125
mg/ml ( _ _ ), 1,56 mg/ml ( ... ) e 0,78 mg/ml (_.), gquando

misturadas com 3 pg/ml de h-FTAA.

[030] A Figura 5 mostra o rastreamento em tempo
real da proliferacdo bacteriana e a formacdo de biofilme de
S. enteritidis 3934 wt e mutantes isogénicos AbscA, AcsgA e
AcsgD em uma placa de 96 cavidades. A) comparacdo de ODsoo (
...... ) ao sinal de GFP ( __ ) de uma cultura de biofilme de wt
ao longo de 48 horas; B) correlacgdo de ODsoo ao sinal de GFP;
C-F) rastreamento em tempo real de formacdo de biofilme de C)
S. enteritidis 3934 wt, D) AcsgD, E) AcsgA e F) AbscA pelo
uso de h-FTAA em comparagdo a GFP. Os sinais de GFP ( __ )
curli ( _ _ ) e celulose ( ... ) sdo mostrados. Curli é

detectado com um comprimento de onda de excitacgdo de 405 nm e

0N

comprimento de onda de emissdo de 556 e a celulose
detectada com um comprimento de onda de excitacdo de 500 nm e
comprimento de onda de emissdo de 600 nm.

[031] A Figura 6 mostra uma tela
espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra suspensdes
de carboidrato em pdé insoltvel puro de p-1,3,-glucano. 3 uM
de cada sonda foram aplicados as diluigcdes de duas vezes em
série do carboidrato insoltvel do qual as concentracgdes
mostradas aqui sdo 10 mg/ml (_ .), 5 mg/ml ( ... ), 2,5 mg/ml

(_ _ ) e 0mg/ml ( __ ). O espectro de excitacdo da sonda
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foi analisado para comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com
leitura de emissdo de 545 nm. As combinacgcdes sao conforme
segue; (-1,3,—-glucano contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C)
pPHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H)
pHTA-Lys.

[032] A Figura 7 mostra uma andlise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo das suspensdes de carboidrato
em pd insoltvel puro de B-1,3,-glucano presentes no ensaio. 3
BM de cada sonda foram aplicados a diluig¢des de duas vezes em
série do carboidrato insoltivel. As respectivas sondas foram
excitadas a comprimentos de onda Unicos para cada sonda
(especificada na figura) e a emissdo foi lida a 545 nm. As
combinagdes sdo mostradas conforme segue; p-1,3,-glucano
contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E)
PHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. O aumento médio
no sinal ( __ ) com [B-1,3-Glucano] e a linha de regressdo de
ajuste ( _ _ ) € mostrada.

[033] A Figura 8 mostra uma tela
espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra suspensdes
de carboidrato microcristalino insoltvel puro de celulose. 3
uM de cada sonda foram aplicados as diluig¢des de duas vezes
em série do carboidrato insoltvel do qual as concentracgdes
mostradas aqui sdo 10 mg/ml (_ .), 5 mg/ml ( ... ), 2,5 mg/ml
( _ _ ) e 0mg/ml ( __ ). O espectro de excitacdo da sonda
foi analisado para comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com
leitura de emissdo de 545 nm. As combinacgcdes sao conforme
segue; celulose contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg;
D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[034] A Figura 9 mostra uma andlise de
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correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo das suspensdes de carboidrato
microcristalino insoluvel puro de celulose presentes no
ensaio. 3 pM de cada sonda foram aplicados a diluig¢des de
duas vezes em série do carboidrato insoltvel. As respectivas
sondas foram excitadas a comprimentos de onda Unicos para
cada sonda (especificada na figura) e a emissdo foi lida a
545 nm. As combinag¢des sdo mostradas conforme segue; celulose
contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E)
pPHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. - -0 aumento

médio no sinal ( __ ) com [celulose] e a linha de regressao
de ajuste ( _ _ ) é mostrada.
[035] A Figura 10 mostra uma tela

espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra suspensdes
de carboidrato em pd insoltivel puro de Quitina. 3 uM de cada
sonda foram aplicados as diluig¢des de duas vezes em série do
carboidrato insoltvel do qual as concentragdes mostradas aqui
sdo 10 mg/ml (_ .), 5 mg/ml ( ... ), 2,5 mg/ml ( _ _ ) e O
mg/ml ( __ ). O espectro de excitacdo da sonda foi analisado
para comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com leitura de
emissao de 545 nm. As combinacdes sdo conforme segue; Quitina
contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E)
PHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[036] A Figura 11 mostra uma andlise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentragdo das suspensdes de carboidrato
em pd insoltvel puro de Quitina presentes no ensaio. 3 pM de
cada sonda foram aplicados a diluicg¢des de duas vezes em série
do carboidrato insoluvel. As respectivas sondas foram

excitadas a comprimentos de onda Unicos para cada sonda
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(especificada na figura) e a emissao foi lida a 545 nm. As
combinagdes sao mostradas conforme segue; Quitina contra A)
PHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA; F)
PHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. - -0 aumento médio no
sinal ( __ ) com [Quitina] e a linha de regressdo de ajuste (
_ _ ) é mostrada.

[037] A Figura 12 mostra uma tela
espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra suspensdes
de carboidrato em pd insoltvel puro de alginato de sdédio. 3
uM de cada sonda foram aplicados as diluig¢des de duas vezes
em série do carboidrato insoltvel do qual as concentragdes
mostradas aqui sd&o 5 mg/ml (_ .), 2,5 mg/ml ( ... )y, 1,25
mg/ml ( _ _ ) e 0 mg/ml ( __ ). O espectro de excitacdo da
sonda foi analisado para comprimentos de ondas de 300 a 500
nm com leitura de emissdo de 545 nm. As combinacdes séao
conforme segue; alginato de sédio contra A) pHTA-Tyr; B)
pPHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G)
pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[038] A Figura 13 mostra uma analise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo das suspensdes de carboidrato
em pd insollvel puro de alginato de sédio presentes no
ensaio. 3 pM de cada sonda foram aplicados a diluig¢des de
duas vezes em série do carboidrato insoltvel. As respectivas
sondas foram excitadas a comprimentos de onda Unicos para
cada sonda (especificada na figura) e a emissdo foi lida a
545 nm. As combinacdes sao mostradas conforme segue; alginato
de sdédio contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D)
pPHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. O

aumento médio no sinal ( __ ) com [alginato de sdédio] e a
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linha de regressdo de ajuste ( _ _ ) é mostrada.

[039] A Figura 14 mostra uma tela
espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra solucgdes de
carboidrato puro de Glicose. 3 upM de cada sonda foram
aplicados as diluig¢des de duas vezes em série do carboidrato
do qual as concentracgdes mostradas aqui sdo 5 mg/ml (_ .),
2,5 mg/ml ( ... ), 1,25 mg/ml ( _ _ ) e 0 mg/ml ( __ ). O
espectro de excitacéao da sonda foi analisado para
comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com leitura de emisséao
de 545 nm. As combinacgdes sdo conforme segue; Glicose contra
A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA;
F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[040] A Figura 15 mostra uma analise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo de solugdes de carboidrato puro
de Glicose presentes no ensaio. 3 pM de cada sonda foram
aplicados a diluigdes de duas vezes em série do carboidrato.
As respectivas sondas foram excitadas a comprimentos de onda
Ginicos para cada sonda (especificada na figura) e a emisséo
foi lida a 545 nm. As combinacgdes sado mostradas conforme
segue; Glicose contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg;
D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

— -0 aumento médio no sinal ( __ ) com [Glicose] e a linha de
regressido de ajuste ( _ _ ) é mostrada.
[041] A Figura 16 mostra uma tela

espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra suspensdes
de carboidrato puro de amilose. 3 puM de cada sonda foram
aplicados as diluig¢des de duas vezes em série do carboidrato
do qual as concentracgdes mostradas aqui sdo 5 mg/ml (_ .),

2,5 mg/ml ( ... ), 1,25 mg/ml ( _ _ ) e 0 mg/ml ( __ ). O
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espectro de excitacgao da sonda foi analisado para
comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com leitura de emissao
de 545 nm. As combinacgdes sdo conforme segue; amilose contra
A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA;
F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[042] A Figura 17 mostra uma andlise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo das suspensdes de carboidrato
puro de amilose presentes no ensaio. 3 pM de cada sonda foram
aplicados a diluigdes de duas vezes em série do carboidrato.
As respectivas sondas foram excitadas a comprimentos de onda
Gtnicos para cada sonda (especificada na figura) e a emisséo
foi lida a 545 nm. As combinacgdes sado mostradas conforme
segue; amilose contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg;
D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

O aumento médio no sinal ( __ ) com [Amilose] e a linha de
regressado de ajuste ( _ _ ) é mostrada.
[043] A Figura 18 mostra uma tela

espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra suspensdes
de carboidrato puro de glicogénio. 3 uM de cada sonda foram
aplicados as diluig¢des de duas vezes em série do carboidrato
do qual as concentracgdes mostradas aqui sdo 5 mg/ml (_ .),
2,5 mg/ml ( ... ), 1,25 mg/ml ( _ _ ) e 0 mg/ml ( __ ). O
espectro de excitacgao da sonda foi analisado para
comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com leitura de emissao
de 545 nm. As combinag¢gdes sdo conforme segue; glicogénio
contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E)
PHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[044] A Figura 19 mostra wuma andlise de

correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
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pentaméricos e a concentragdo das suspensdes de carboidrato
puro de glicogénio presentes no ensaio. 3 uM de cada sonda
foram aplicados a diluig¢des de duas vezes em série do
carboidrato. As respectivas sondas foram excitadas a
comprimentos de onda uUnicos para cada sonda (especificada na
figura) e a emissdo foi lida a 545 nm. As combinag¢des séao
mostradas conforme segue; glicogénio contra A) pHTA-Tyr; B)

PHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G)

PHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. O aumento médio no sinal ( __ ) com
[glicogénio] e a linha de regressdao de ajuste ( ) é
mostrada.

[045] A Figura 20 mostra uma tela

espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra solugdes de
carboidrato puro de celulobiose. 3 uM de cada sonda foram
aplicados as diluig¢des de duas vezes em série do carboidrato
do qual as concentracgdes mostradas aqui sdo 5 mg/ml (_ .),
2,5 mg/ml ( ... ), 1,25 mg/ml ( _ _ ) e 0 mg/ml ( __ ). O
espectro de excitacéao da sonda foi analisado para
comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com leitura de emisséao
de 545 nm. As combinagdes sdo conforme segue; celulobiose
contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E)
PHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[046] A Figura 21 mostra uma andlise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo das solucgdes de carboidrato
puro de celulobiose presentes no ensaio. 3 pM de cada sonda
foram aplicados a diluig¢des de duas vezes em série do
carboidrato. As respectivas sondas foram excitadas a
comprimentos de onda uUnicos para cada sonda (especificada na

figura) e a emissdo foi lida a 545 nm. As combinag¢des séao
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mostradas conforme segue; celulobiose contra A) pHTA-Tyr; B)

pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G)

PHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. O aumento médio no sinal ( __ ) com
[celulobiose] e a linha de regressdo de ajuste ( _ ) é
mostrada.

[047] A Figura 22 mostra uma tela

espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra solucgdes de
carboidrato puro de heparina. 3 uM de cada sonda foram
aplicados as diluig¢des de duas vezes em série do carboidrato
do qual as concentracgdes mostradas aqui sdo 5 mg/ml (_ .),
2,5 mg/ml ( ... ), 1,25 mg/ml ( _ _ ) e 0 mg/ml ( __ ). O
espectro de excitacéao da sonda foi analisado para
comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com leitura de emisséao
de 545 nm. As combinacgdes sdao conforme segue; heparina contra
A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA;
F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[048] A Figura 23 mostra uma analise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo das solugdes de carboidrato
puro de heparina presentes no ensaio. 3 pM de cada sonda
foram aplicados a diluig¢des de duas vezes em série do
carboidrato. As respectivas sondas foram excitadas a
comprimentos de onda uUnicos para cada sonda (especificada na
figura) e a emissdo foi lida a 545 nm. As combinag¢gdes séao
mostradas conforme segue; heparina contra A) pHTA-Tyr; B)

pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D) pHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G)

PHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. O aumento médio no sinal ( __ ) com
[heparina]l] e a linha de regressdo de ajuste ( _ _ ) é
mostrada.

[049] A Figura 24 mostra uma tela
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espectrofluorométrica de LCOs pentaméricos contra solucgdes de
carboidrato puro de Sulfato de Condroitina A (CS(A)) 3 pM de
cada sonda foram aplicados as diluicgdes de duas vezes em
série do carboidrato do qual as concentrag¢des mostradas aqui
sdo 0,5 mg/ml (_ .), 0,25 mg/ml ( ... ), 0,125 mg/ml ( _ _ ) e
0 mg/ml ( __ ). O espectro de excitacdo da sonda foi
analisado para comprimentos de ondas de 300 a 500 nm com
leitura de emissdo de 545 nm. As combinacdes sado conforme
segue; CS(A) contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D)
PHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys.

[050] A Figura 25 mostra uma analise de
correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia dos LCOs
pentaméricos e a concentracdo das solugdes de carboidrato
puro de CS(A) presentes no ensaio. 3 M de cada sonda foram
aplicados a diluigdes de duas vezes em série do carboidrato.
As respectivas sondas foram excitadas a comprimentos de onda
Ginicos para cada sonda (especificada na figura) e a emisséo
foi lida a 545 nm. As combinacdes sado mostradas conforme
segue; CS(A) contra A) pHTA-Tyr; B) pHTA-Asp; C) pHTA-Arg; D)
PHTA-His; E) pHTEA; F) pHTIm; G) pHTA-Glu; e H) pHTA-Lys. — -
O aumento médio no sinal ( __ ) com [Sulfato de Condroitina
Al e a linha de regressdo de ajuste ( _ _ ) é mostrada.

DESCRICAO DETALHADA

[051] A presente invengado refere-se a sondas
moleculares, 0os assim chamados oligotiofenos conjugados
luminescentes (LCOs) para o uso na deteccdo, identificacao e
andlise de carboidrato.

[052] Uma sonda de LCO particular alveja e se
liga a um ou diversos carboidratos diferentes, conforme

exemplificado pelas sondas de protdétipo nesta revelacgdo.
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Quando o LCO é exposto a e interage com um carboidrato alvo,
a molécula de LCO passa por uma alteracdo geométrica unica,
que é refletida por um sinal de saida especifico ao alvo dque
pode ser detectado como um sinal de deteccgdo. O sinal de
saida pode, por exemplo, ser detectado <como um sinal
espectrofluorométrico, um sinal colorimétrico, uma alteracéo
na condutividade elétrica ou uma combinacdo de diferentes
sinais. A alteracdo geométrica pode, por exemplo, resultar em
um sinal de fluorescéncia emitido aumentado ou diminuido e/ou
em um desvio no comprimento de onda de excitagdo para a
emissdo de pico (Amadx). Em uma alternativa, a alteracéo
geométrica pode resultar em uma alteracdo mensurdvel na
condutividade do LCO ou um polimero condutor acoplado ao
mesmo.

[053] A perfilagem de sinais de deteccéo
especificos ao alvo individuais de um LCO, gque sao produzidos
com cada alvo de ligagdo, permite a identificacdo e a
quantificacdo de carboidratos especificos. Muitos dos LCOs de
protétipo nesta revelagdo tém sensibilidade dupla ou multipla
para diferentes carboidratos e podem discriminar entre os
mesmos produzindo-se sinais de deteccdo que sdo especificos
para cada carboidrato alvo.

[054] A andlise de sinais de detecgcdo de LCO
nesta revelacdo é compreendida significativamente de leituras
espectrofluorométricas, as dgquais o comprimento de onda de
excitacdo para a emissdo de pico (Amax) assim como a
intensidade da fluorescéncia emitida sdo de 1interesse
particular. S&do incluidos os espectros de excitagdo e emissdo
de LCOs 1ligados alvo. O espectro de excitacdo confere a

detecgcdo da intensidade da fluorescéncia emitida a um
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comprimento de onda especifico quando o LCO em uma amostra é
excitado por lasers dentro de uma faixa de comprimentos de
onda. O espectro de emissdao confere a deteccdo da intensidade
de emissbes a diferentes comprimentos de onda dentro de uma
faixa especificada, quando os LCOs dentro de uma amostra séao
excitados a um comprimento de onda definido.

[055] Os LCOs de protdétipo nesta revelacéo
mostram sensibilidade a carboidratos em uma faixa de deteccéo
biologicamente relevante. Isso inclui carboidratos
estruturais (por exemplo, p-1,3-glucano, celulose, quitina e
alginato de sédio), substratos metabdlicos e intermedidrios
(x—D—glicose e celulobiose), carboidratos de armazenamento
(amilose e glicogénio) e glicoaminoglicanos (heparina e
sulfato de condroitina A).

Oligotiofenos conjugados luminescentes

[056] Os oligotiofenos conjugados resultam da
oligomerizacdo de tiofenos, um heterociclo de enxofre. Os
elétrons s&o deslocalizados ao longo de suas estruturas
principais conjugadas, dando a esses oligdmeros propriedades
condutoras e/ou dépticas. Os oligotiofenos conjugados podem se
tornar condutores quando elétrons sao adicionados ou
removidos das orbitais n conjugados por meio de dopagem. A
ligacdo da sonda de LCO a alvos é ativada por interacgdes
eletrostdticas. Também, a interacdo desses oligbmeros com
moléculas alvo pode causar a torcdo de sua estrutura
principal, resultando na distorgcdo de elétron e desvios
drasticos em suas propriedades O6pticas. Como tal, 0s
oligotiofenos tém uma ampla faixa de alvos de ligacdo que
podem ser individualmente identificados através de um sinal

relacionado a estrutura principal de oligémero Unico
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correspondente.

[057] Os LCOs da presente invencéao sao
compostos de um oligotiofeno de nucleo ao qual grupos
laterais ©podem ser adicionados ©para melhorar a funcgéao
intrinseca do componente de nucleo. O componente de nucleo
consiste em um oligotiofeno pentamérico, hexamérico,
heptamérico, octamérico, nonamérico, decamérico ou 11, 12,
13, 14 ou 15-mérico, isto ¢é, de tiofenos poliméricos que
consistem em cinco a quinze mondmeros de tiofeno. De
preferéncia, o componente consiste em um numero Iimpar de
mondmeros conforme os mesmos podem reter um grande numero de
grupos laterais. Os LCOs de nUmeros pares também alvejam
carboidratos e produzem um sinal de detecgdo, mas sao
restritos nos numeros de grupos laterais gque podem ser
adicionados.

[058] Uma ampla variedade de grupos laterais
que tém diferentes propriedades pode ser ligada ao componente
de nucleo. Por exemplo, o0s grupos laterais podem ter
funcionalidades anidnicas, catidnicas ou zwitteridnicas. Os
grupos laterais podem ser derivados de, por exemplo,
aminodcidos, derivados de aminodcido, neurotransmissores,
monossacarideos, polissacarideos, 4dcidos nucleicos ou
combinagcdes e derivados dos mesmos. Os grupos laterais
fornecem os LCOs com propriedades moleculares que aumentam
sua afinidade a seus compostos alvo e que permitem que os
LCOs se liguem a e formem complexos com seus compostos alvos.
Por exemplo, grupos laterais carregados negativa ou
positivamente permitem uma ligacdo idnica entre o LCO e o
alvo. A funcionalidade idénica e outras funcionalidades de

grupo lateral podem também ou alternativamente permitir a
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ligacdo ou outras formas de ligacdo ndo covalente entre o LCO
e seus componentes alvo.

[059] Os LCOs de protdétipo para o uso com a
presente invencdo sdo formas pentamérica (isto €, que tém um
componente de nucleo de oligotiofeno pentamérico) e
heptamérico (isto ¢é, que tém um componente de nucleo de
oligotiofeno heptamérico) mostradas nas Figuras 1A e 1B,
respectivamente. Os exemplos de formas pentaméricas incluem,
PHTEA (penta Hidrogénio Tiofeno Etanol Amina), pHTIm (penta
Hidrogénio Tiofeno 1Imidazol), pHTA Lys (penta Hidrogénio
Tiofeno Acido Acético Lisina), pHTA Tyr (penta Hidrogénio
Tiofeno Acido Acético Tirosina) pHTA Arg (penta Hidrogénio
Tiofeno Acido Acético Arginina), pHTA Asp (penta Hidrogénio
Tiofeno Acido Acético Acido Aspartico), pHTA His (penta
Hidrogénio Tiofeno Acido Acético Histidina) e pHTA Glu (penta
Hidrogénio Tiofeno Acido Acético Acido Glutémico). Os
exemplos de formas heptaméricas incluem h HTAA (hepta
Hidrogénio Tiofeno Acido Acético) e hFTAA (hepta Tiofeno
Férmico Acido Acético).

[060] Em um aspecto, a invengcdo compreende um
composto inovador selecionado dentre pHTA-Tyr, pHTA-Arg,
pHTA-Asp, pHTA-Glu e pHTA-Lys.

[061] Os LCOs da presente revelacéao sao
designados para alvejar —carboidratos enquanto sdo néao
citotdéxicos. Cada uma das sondas de LCO de protdétipo possui
uma ampla afinidade de macromoléculas que estdo relacionadas
sob a categoria de carboidratos. Os mesmos podem ser
relacionados por carga, hidrofobicidade, geometria, estrutura
e/ou propriedades doadoras e aceitantes de hidrogénio. Os

pares de sonda-carboidrato diferentes possuem uma assinatura
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espectrofluorométrica uUnica, através da qual os pares ou, se
o LCO for conhecido, o carboidrato pode ser identificado.

[062] Alguns dos LCOs da presente invencéao
alvejam e produzem um sinal de detecg¢do com um carboidrato
especifico, mas ndo para outros carboidratos. Tais LCOs
permitem a deteccdo e a identificacdo de um uUnico carboidrato
especifico. Outros LCOs da presente invencdo alvejam diversos
carboidratos diferentes e produzem um sinal de deteccgédo
especifico, por exemplo, um espectro de excitacdo/emisséo
especifico para cada alvo. No ultimo caso, as assinaturas
espectrais Unicas do LCO para os respectivos alvos de
carboidrato permitem a identificagdo do componente 1ligado.
Tais LCOs permitem, assim, a detecgcdo e discriminacdo dupla
ou miltipla de diversos carboidratos diferentes, com o uso de
um unico LCO. Ainda outros LCOs alvejam multiplos
carboidratos e produzem um sinal de detecgdo idéntico ou
similar para todos os carboidratos alvos. Tais LCOs permitem
a deteccdo e a determinacdo da presenca de carboidrato, mas
ndo permitem a discriminacdo entre ou a identificacdo de
diferentes carboidratos.

[063] Os grupos laterais selecionados podem ser
adicionados a um LCO de nlicleo para aprimorar sua
sensibilidade para um determinado alvo ou aprimorar sua
capacidade de discriminar entre os diferentes alvos. Os
grupos laterais assim como outras modificag¢des do componente
de nucleo podem também ser usados para adicionar outras
funcionalidades.

[064] Em uma modalidade, o LCO é designado de
modo que um sinal eletrdnico ¢€é direta ou indiretamente

incitado quando a sonda se liga a seu carboidrato alvo. O
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sinal eletrdnico pode originar do préprio polimero de LCO ou
um material orgdnico ou inorgdnico condutor acoplado due
traduz a alteracdo geométrica a do LCO em um sinal elétrico.
Na dita modalidade, a ligacdo de sonda a um carboidrato é
traduzida a wuma leitura eletrdnica, por exemplo, por um
detector elétrico ou dispositivo portadtil. Tal detector ou
dispositivo pode, adicionalmente, ser disposto para alertar
um usudrio da presenga do carboidrato, por exemplo, conforme
a quantidade de carboidrato alcangca um limite definido. Como
um exemplo especifico, tal sistema de alerta pode, por
exemplo, ser usado para alertar a presencga de biofilme, pela
deteccdo dos componentes de carboidrato no biofilme. Assim
como detectores de glicose no sangue, tails dispositivos
detectores podem também ser usados para indicar a auséncia, a
presenga ou uma presengca excessiva de um carboidrato. As
aplicagdes incluem o monitoramento de sangue, alimentos,
satde do paciente ou tubulacgdes de fabricagdo, para boas
pradticas de fabricagcdo (GMP) ou para garantia de qualidade.

[065] Os LCOs conforme revelados no presente
documento podem ser fornecidos para o uso em uma variedade de
meios, sensores, dispositivos ou produtos. Por exemplo, os
LCOs da presente revelacgdo podem ser compreendidos como um
aditivo liquido. A sonda pode também ser impressa em
superficies ou pode ser constituida em aspersdes ligquidas ou
de aerossol.

[066] Os ©procedimentos para sintetizar LCOs
foram descritos em Klingstedt, T. et al. (Org. Biomol, Chem
(2011), 9:8.356 a 8.370); Aslund, A et al. (ACS Chem. Biol.
(2009), 4:673 a 684; Aslund, A et al. (Bioconjugate Chem.
(2007), 18:1.860 a 1.868) e W02010/044744. Uma variedade de
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LCOs que podem ser usados em concordadncia com a presente
invencdo pode ser preparada pelo versado na técnica, em luz
dos ensinamentos no presente documento.

Método para detectar, identificar e/ou quantificar
um ou mais carboidratos

[067] A presente invencdo fornece um método
para a deteccgdo, identificacdo e/ou quantificacdo de um ou
mais carboidratos que compreende as etapas de:

- contatar um objeto ou uma amostra com um
oligotiofeno conjugado luminescente;

- detectar pelo menos um sinal de detecgdo do
oligotiofeno conjugado luminescente; e

- com base no dito sinal de deteccdo detectado,
determinar a presencga, identidade e/ou quantidade do
carboidrato ou carboidratos no dito objeto ou na dita
amostra.

[068] No presente documento, a expressao
“detectar, identificar e/ou quantificar carboidratos” inclui
qualquer tipo de atividade pelo qual a presenca, identidade
e/ou quantidade de um ou mais carboidratos é analisada. Tais
atividades incluem, porém sem limitacdo, a identificacdo de
carboidratos desconhecidos dentro de uma amostra,
determinacdo da presenca ou auséncia de um carboidrato ou
carboidratos em uma amostra, quantificacdo de carboidratos
conhecidos em uma preparacgcao, rastreamento da conversdo de
carboidrato do substrato em produto durante a fabricacao de
um carboidrato, determinacdo da localizacdo e identidade de
um carboidrato em uma amostra bioldgica ou em superficies
bioldédgicas ou ndo bioldgicas com o uso de estudos de tempo

final ou estudos em tempo real. Por exemplo, a presenca de
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glicoproteinas ou carboidratos na superficie celular pode ser
identificada e quantificada. Na fabricagdo de novos materiais
a base de carboidrato “verdes”, a identidade e a pureza de
carboidratos presentes em tais materiais podem ser avaliadas
ou verificadas. A meia wvida ou o tempo de degradacao de um
material a base de carboidrato pode também ser avaliado.
Similarmente, na fabricacao de fadrmacos ou produtos
farmacéuticos moleculares ou bioldgicos, a identidade e a
pureza dos carboidratos presentes em tais preparacgdes
farmacéuticas ou de fdrmaco podem ser avaliadas ou
verificadas.

[069] O objeto ou a amostra a ser contatada
pode ser qualquer tipo de objeto ou amostra sobre ou dentro
do qual é desejadvel avaliar a presenca, identidade ou
quantidade de carboidratos. Uma amostra pode, por exemplo,
ser uma amostra quimica ou bioldégica, tal como uma amostra de
um processo de fabricagdo de carboidrato ou um processo de
extracdo de carboidrato. Uma amostra pode ser uma amostra de
sangue ou tecido em ou a partir de um paciente humano ou
animal ou uma amostra de 4&gua da natureza ou de uma
indtstria, al como uma estacdo de tratamento de &gua de
refugo. O monitoramento ou detecgdo de carboidrato em/sobre
uma amostra de tecido de um paciente inclui monitorar ou
detectar o carboidrato em/sobre uma amostra isolada adquirida
a partir do paciente assim como monitorar ou detectar uma
amostra de tecido in vivo ou in situ. Um objeto pode, por
exemplo, ser uma superficie ambiental, tal como a superficie
de um banco, mesa, pia, parede, piso, tubo, mével ou
quaisquer outros artefatos interiores de um hospital, um

ambiente doméstico ou uma fabrica. O mesmo pode também ser um
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dispositivo tal como um dispositivo médico, um aparelho, uma
peca de equipamento, uma ferramenta, equipamentos esportivos
ou outros tipos de equipamento ou qualquer outro dispositivo.
A ligagdo do LCO a seu alvo pode, assim, ser detectada na
solucdo ou em uma superficie, isto é, o método é utilizdvel
tanto em ensaios sdélidos quanto liquidos. Uma vantagem
particular da presente invencdo ¢é que nenhuma etapa de
lavagem ¢é exigida; o carboidrato pode ser detectado
diretamente em culturas ou amostras bioldgicas nao
processadas in vitro, 1in vivo ou 1in situ. Isso permite
estudos de, por exemplo, comportamento e/ou formagdo de
carboidrato em objetos ou em amostras in vitro, in vivo ou in
situ em tempo real. Estendendo-se a aplicacdo acima aos
estudos de desenvolvimento temporais, seguindo wum sinal
especifico UGnico para um carboidrato, a diné&mica temporal de
sua producgdo pode ser determinada.

[070] O carboidrato pode ser analisado em uma
forma pura a relativamente pura, isto €, uma amostra dque
compreende principalmente o carboidrato ou pode ser detectado
em uma forma mais complexa, isto é, em que o carboidrato esté
presente em uma mistura mais complexa tal como em um tecido
ou amostra bioldgica.

[071] 0 método da presente invencéao é
igualmente aplicdvel ©para detecgéo, identificagdo e/ou
quantificacdo de carboidratos soltveis e insoltveis. E
particularmente atil para a andlise de carboidratos
insoltveis, para a qual nenhum outro método de uso facil esté
disponivel até o momento. Carboidratos que ©podem ser
analisados incluem carboidratos de qualquer tamanho, isto &,

monossacarideos bem como oligossacarideos e polissacarideos
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maiores. O carboidrato pode ser isolados dos outros compostos
ou pode estar em uma mistura com outros compostos ou pode ser
ligado de modo intermolecular ou covalente a outras moléculas
ou estruturas. Exemplos de carboidratos gque podem ser
analisados incluem, porém sem limitacdo, os carboidratos
demonstrados no presente documento; p-1,3-glucano, celulose,
quitina, alginato de sédio, o-D-glicose, celulobiose,
amilose, glicogénio, heparina e sulfato de condroitina A.

[072] O oligotiofeno conjugado luminescente
(LCO) do método da presente invencdo é qualquer LCO conforme
definido no presente documento, que compreende homooligdmeros
de tiofeno. O oligotiofeno conjugado pode ser um oligotiofeno
conjugado de 5 a 15 mondmeros, preferencialmente um
oligotiofeno conjugado pentamérico ou heptamérico. O LCO pode
compreender, também, um ou mais grupos laterais funcionais
tais como grupos laterais derivados de aminodcidos, derivados
de aminoacido, neurotransmissores, monossacarideos,
polissacarideos, &cidos nucleicos ou outros grupos laterais
anidénicos, catidnicos ou zwitteridnicos. Exemplos de
oligotiofeno conjugado heptamérico que pode ser utilizado no
método da invencdo incluem h-FTAA ou h-HTAA. Exemplos de
oligotiofeno conjugado pentamérico que podem ser utilizados
no método da invencdo include pHTA-His, pHTA-Lys, pHTEA,
pHTIm, pHTA-Tyr, pHTA-Arg, pHTA-Asp e pHTA-Glu.

[073] A ligacdo de LCO a carboidratos resulta
em mudancas conformacionais da estrutura principal de LCO,
que, por sua vez, altera processos intracadeia e intercadeia
do LCO. Essa mudanca conformacional pode ser detectada como
um sinal de deteccdo do LCO, por exemplo, um sinal déptico tal

como um sinal fluorométrico, ou um sinal elétrico tal como
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condutividade. Sinais fluorométricos podem ser detectados
através de imageamento fluorescente, por exemplo, com uso de
microscopia confocal de fluorescéncia. Alternativamente,
sinais fluorométricos podem ser detectados por espectroscopia
de fluorescéncia, através de excitacdo e emissdo de espectros
e/ou subsequentemente conjuntos uUnicos previamente definidos
de excitacdo e emissdo dependentes do LCO utilizado e/ou do
carboidrato a ser determinado.

[074] Esta revelagdo apresenta, como prova de
conceito, sinais espectrofluorométricos detectados por
espectroscopia de fluorescéncia. Espectros de excitacdo e
emissdo e/ou subsequentemente conjuntos Unicos previamente
definidos de excitagcdo e emissdo sdo wutilizados ©para
demonstrar sensibilidade de LCOs a carboidratos. Tipicamente,
os comprimentos de onda de excitagdo se encontram na faixa de
300 a 500 nm e os comprimentos de onda de emissdo se
encontram na faixa de 500 a 700 nm. A andlise de espectros de
excitacdo e emissdo alimentam, entdo, a selecdo de um uUnico
conjunto de excitagdo e emissdo relevante. Cada carboidrato
ligado induz torgcdo diferente da estrutura principal de LCO,
resultando em assinaturas espectrais Unicas para cada
carboidrato 1ligado. Essas assinaturas espectrais unicas e
intensidades de sinal podem ser utilizadas para distinguir os
compostos e, portanto, determinar sua identidade e gquantidade
em uma dada amostra, liquida ou em uma superficie.

[075] A propriedade de fluorescéncia de uma
sonda tem o efeito direto na cor visual que a mesma
apresenta. Isso pode, por sua vez, Ser um pardmetro para
detecgdo. Métodos colorimétricos indiretos em gque um sinal

detectado (de qualgquer natureza) ¢é representado por uma
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pseudo-cor podem servir, também, como meios de representacao
de ligacdo a alvo de LCO.

[076] Em modalidades alternativas, a mudanca
conformacional do LCO, e, portanto, a ligacdo do LCO ao seu
alvo, pode ser detectada por métodos que sdo direcionados a
monitorar desvios em parémetros fisicos. Isso pode incluir de

modo ndo exclusivo optica (FRET, resfriamento Dbrusco com

fluorescéncia, colorimétrica de absorcéo, indice de
refracdo), propriedades de material (massa, propriedades
visco-eléasticas, espessura ou outras propriedades) e

propriedades eletrdnicas (condutividade de material, absorcéo
ou liberacdo de ion, absorcdo ou liberacdo de eléctron,
resisténcia).

[077] Em um ambiente de laboratdério, a ligacéo
do LCO ao seu alvo de carboidrato é adequadamente detectada
através de sinalizacdo fluorométrica. Métodos e dispositivos
para deteccdo fluorométrica sdo bem conhecidos na técnica e
incluem microscopia com base em fluorescéncia, por exemplo,
microscopia confocal fluorescente e leitores de placa
fluorométricos. Tais métodos e dispositivos sdo adequados
para a deteccdo de carboidratos em solucdao, cultura ou
amostras de tecido.

[078] Em outros ambientes, dispositivos de méao,
conhecidos na técnica, para deteccdo de fluorescéncia podem
ser mails adequados, por exemplo, em um ambiente industrial ou
de hospital. Tais dispositivos compactos podem ser uteis,
também, em ambientes em que peso minimo é preferencial, tal
como na indastria de transporte aéreo ou em veiculos
benéficos ao meio ambiente.

[079] Em outras modalidades, o LCO, ou uma
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combinacdo de LCOs, ¢ adequadamente implantado como uma parte
ativa de um dispositivo biossensor e/ou sensor baseado em
chip, por exemplo, imobilizando-se o(s) LCO (s) em um
substrato em uma célula Dbiossensora. Grupos laterais
modificdveis para o componente principal do LCO permite a
adaptacdao funcional da sonda de LCO para uso em biossensores
bem como para imobilizagdo da sonda para o substrato. Um
complexo entre o LCO e o carboidrato-alvo é formado na
superficie do substrato, a formacdo de complexo que induz uma
mudanga fisica que pode ser transformada em um sinal de
deteccdo. Adequadamente o dispositivo biossensor compreende
um receptdculo para o dito substrato bem como meio de
deteccdo. Descrevendo um dispositivo biossensor genérico, um
biossensor de detecgdo de fluorescéncia pode, por exemplo,
compreender uma fonte de luz interna ou externa para gerar
energia de excitagdo para excitar o LCO ligado ao alvo, e um
detector interno ou externo para detectar energia
fluorescente gerada pelo LCO mediante detecgdo excitacéo.

[080] Com base no sinal de deteccdo detectado,
vdrios tipos de informagdes relacionadas ao carboidrato podem
ser determinados.

[081] Em uma modalidade do método, é
determinado se o carboidrato estd presente ou ausente no
objeto ou na amostra. Conclusdes de auséncia ou presenca de
carboidrato podem, por exemplo, ser tiradas comparando-se o
sinal fluorescente do LCO, conforme determinado, por exemplo,
por imageamento de fluorescéncia confocal ou por
espectroscopia de fluorescéncia, adquirido do objeto ou
amostra analisada, com uma amostra de controle negativo que

sabe-se ndo ter carboidratos. O controle negativo define a
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qualidade de sinal de sonda de LCO nao 1ligada. 1Isso
estabelece os comprimentos de onda de excitacdo/emissdo de
pico de linha de base e magnitude de sinal da dita sonda néao
ligada. Conclui-se que a amostra analisada compreende
carboidrato quando um desvio para o vermelho no comprimento
de onda de excitacdo/emissdo de pico e/ou um aumento ou uma
diminuicdo simulté&nea na magnitude de sinal é detectada. A
mudanga em propriedades de sinal a partir da linha de base
depende da mudanca geométrica na estrutura principal
molecular da sonda, gque surge da ligagdo positiva do LCO ao
carboidrato. Essa ligacdo leva, em geral, a um desvio para o
vermelho no comprimento de onda de excitacgdo/emissdo de pico
e/ou um aumento na magnitude de sinal. Em alguns casos, a
ligagdo do LCO com o carboidrato pode, no entanto, levar a
resfriamento brusco do sinal fluorescente do LCO.

[082] Em uma modalidade, a quantidade de
carboidrato que estd presente no objeto ou na amostra ¢é
determinada. Para esse propdsito, uma curva de calibracgdo das
propriedades de excitacdo e emissdo de LCO selecionado ao
longo de comprimentos de onda com quantidades conhecidas de
um carboidrato especifico é preparada. Um uUnico conjunto de
excitacdo/emissdo especifico a um carboidrato ¢é definido,
entdo, para o qual uma curva de calibracdo é construida, em
que a curva de calibracdo define uma relacdo entre sinal de
deteccdo de excitacdo/emissdo e quantia de carboidrato. A
magnitude do sinal de deteccdo adquirida a partir do objeto
ou amostra analisada é comparada com a curva de calibracédo e
a conclusdo da quantia de carboidrato no objeto analisado ou
na amostra analisada é tirada.

[083] Em outra modalidade, a identidade de
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carboidrato ou carboidratos que estdo presente em um objeto
ou em uma amostra € determinada. Em tal modalidade, um LCO
com a capacidade de distinguir entre carboidratos diferentes
é utilizado para entrar em contato com o objeto ou a amostra.
O LCO a ser utilizado pode, por exemplo, ser selecionado por
ser conhecido por se ligar a um carboidrato especifico, porém
nao a outros carboidratos. Um painel de LCOs gerados a partir
de uma biblioteca de LCOs relacionados pode ser aplicado para
a identificacdo do carboidrato ou carboidratos presentes em
uma amostra. Alternativamente, o LCO a ser utilizado pode ter
a capacidade de se ligar a varios tipos de carboidratos e
render um sinal de detecgdo especifico, por exemplo, um
espectro de excitagdo/emissdo especifico para cada alvo.
Assinaturas tUnicas do LCO para alvos de respectivos alvos de
carboidrato permitem a identificagdo do componente 1ligado.
Novamente nessa modalidade, um controle negativo é utilizado
para definir as qualidades de linha de base do sinal de
sondas nao ligadas.

[084] Com base na geracgdo de uma biblioteca de
assinaturas espectrais de carboidratos conhecidos (controles
positivos), a deteccdo da auséncia de picos caracteristicos
durante a comparacdo de uma amostra conhecida com essa
biblioteca sugere a auséncia do carboidrato. A definicdo de
um Unico conjunto de excitacgdo/emissdo para um carboidrato
particular e construcdo subsequente de wuma curva padrao
serve, também, para concluir se o dito componente estéa
ausente. Um painel de diferentes LCOs que sdo sensiveis a
carboidratos excessivamente diferentes com base em
estrutura/mudanca pode ser utilizado, também, para

identificar um grande grupo de substédncias poliméricas.
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[085] Alternativamente, a deteccéao de um
carboidrato identificado pode ser aperfeigoada por
modificacdo progressiva do protdétipo de LCO. Essa modalidade
englobaria a adigcdo e/ou a remogdo de grupos quimicos
funcionais da sonda para ou aperfeicoar a ligacdo com uma
molécula especifica e/ou aperfeicoar a propriedade
fluorescente de um LCO ligado, de modo que a
excitagdo/emissdo de pico e magnitude de sinal se destaque
contra pares de alvo de LCO.

Usos

[086] Os carboidratos sao Uteis em muitas &reas
e sdo utilizados em varias aplicagdes como, por exemplo,
fadrmacos, suplementos, condimentos e adogantes, bem como
materiais. LCOs sao, portanto, UGteis como indicadores para a
produgdo e avaliacdo de qualidade de compostos de carboidrato
para tais aplicacdes. 0 uso de LCOs na deteccéo,
identificagdo e quantificacdo de carboidrato serd, em grande
parte, nas indGstrias farmacéuticas e alimenticias, bem como
em pesquisa.

[087] Em indtstrias farmacéuticas, os
carboidratos formam uma grande biblioteca de produtos. Grupos
e produtos exemplificativos sdo suplementos de carboidrato;
produtos biofarmacéuticos; materiais biodegraddveis para uso
médico; fadrmacos, bem como filtros; polimeros; e superficies.
Heparina, um anticoagulante importante é um carboidrato bem
conhecido para usos farmacéuticos. De modo similar, sulfato
de condroitina A, um carboidrato particularmente relacionado
a heparina, estd no mercado como um suplemento de saude. Os
regulamentos de GMP ditam a importédncia de mostrar a

identidade e pureza de um produto. O método de LCO da
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presente invencdo pode ser aplicado como um método barato e
rdpido para tais finalidades. Os LCOs podem ser utilizados,
também, como indicadores que mostram a eficiéncia de sintese
para a produgdo de carboidratos importantes.

[088] Na industria de alimentos e Dbebidas,
adocantes artificiais sao comumente utilizados como
substitutos de acucar e, até certo ponto, como medidas de
corte de custo. Condimentos e aditivos baseados em
carboidrato também sao crescentemente utilizados nas
industrias de alimentos e bebidas. A andlise de adicéao
relevante de carboidrato a alimentos e alteracdo dos mesmos
pode se tornar <crescentemente importante visto que as
implicagdes de satde a longo prazo para tais moléculas néo
sdo completamente compreendidas. Os LCOs pode, portanto, ser
Gteis na indicacdo da presenga de carboidratos naturais
especificos ou da presenga e da identidade de moléculas
substituidas que sdo carboidrato em natureza. A detecgdo de
carboidratos metabolicamente importantes tais como glicose,
amilose e glicogénio é mostrada nessa revelacgdo.

[089] Em alimentos prontos e empacotados, os
ILCOs podem ser utilizados como indicadores que detectam uma
mudanca na qualidade de alimento quando colocados em
proximidade prdéxima com os ditos itens alimenticios. Essa
mudanca pode ser a deteccdo da presenca de um carboidrato que
parece/se torna gradualmente detectado, visto que o alimento
se desvia da qualidade original quando inicialmente feito.

[090] Os LCOs e os métodos revelados no
presente documento podem ser utilizados em pesquisa béasica
para estudar e adquirir uma compreensao maior de formacgdo e

quebra de carboidratos e de caracteristicas de carboidrato. A
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conversdo de celulose em biocombustiveis foi o assunto de
pesquisa extensiva. A celulose é convertida em celulobiose e
glicose durante o processo. Isso pode englobar uma variedade
ampla de ambientes em que a quantidade e a quantidade de
carboidratos é relevante. Os desvios fluorométricos em perfis
6pticos de LCO, adquiridos conforme um substrato de
carboidrato é convertido em um produto, podem fornecer,
novamente, um método barato e rdpido para andlise da
eficiéncia de um método de sintese e da qualidade do produto
formado. Os LCOs podem ser aplicados para rastrear a
conversdo de qualquer carboidrato detectével.

[091] Os LCOs pode ser adicionalmente
utilizados na pesquisa bioldgica para andlise de formacéo
e/ou comportamento de uma entidade bioldgica gque contém
carboidrato tal como uma célula ou uma glicoproteina. Com uso
dos LCOs da presente invencdo, tal pesquisa pode ser
realizada in vitro, in vivo ou em uma amostra de tecido vivo
in situ.

[092] As sondas nessa revelacdo sdo sensiveis a
carboidratos estruturais na matriz extracelular (ECM) de
biofilme microbiano. Diferentes micrdébios sdo conhecidos por
utilizar uma variedade de possiveis carboidratos estruturais
em sua ECM, em que os melhores carboidratos conhecidos séo
celulose, p-1,3-glucano, quitina e alginato. A identificacéao
com base em carboidrato de morfologias e quantidade de
biofilme pode ser uma abordagem inovadora e altamente precisa
para deteccdo de biofilme. Visto que a ECM de um biofilme é
uma organizacdo heterogénea de estruturas insoluiveis, um
painel de diferentes LCOs permitird a identificacdo de tais

estruturas insoluveis. Adicionalmente, visto que acredita-se
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que a composicdo de biofilme formada a partir de diferentes
espécies de bactérias seja Unica, um painel de diferentes

LCOs também permite a identificagcdo de diferentes espécies

bacterianas.

[093] Na industria de plantas e florestamento,
materiais e produtos (madeira, polpa e papel) sao
primariamente carboidratos (carboidratos estruturais
insoltveis). Madeira, polpa e papel que se originam de

diferentes fontes (por exemplo, diferentes &rvores) podem ser
detectados determinando-se o perfil do tipo, da quantidade e
da qualidade dos carboidratos compostos. Os LCOs com a
habilidade de detectar carboidratos podem ser de grande uso
para essa finalidade. De modo similar, a qualidade de
madeira, polpa e papel pode ser identificada com uso de LCOs.
Isso pode envolver aplicar LCOs para determinar a pureza de
carboidratos presentes.

EXEMPLOS

[094] Conforme seré demonstrado abaixo, a
habilidade dos LCOs da presente invencdo de alvejar nao soé
proteinas amiloides porém também carboidratos foi
surpreendentemente constatada enquanto se estudava biofilme.
Os biofilmes sdo matrizes em 3D complexas e heterogéneas que
compreendem uma populacdo de células microbianas, dque sé&o
embutidas em uma matriz extracelular (ECM). Dois componentes
bem caracterizados da ECM sdo polissacarideos estruturais,
tal como celulose, e o de proteina amiloide. Os seguintes
exemplos demonstram a habilidade de LCOs de alvejar e
identificar o componente de <carboidrato de Dbiofilmes,
carboidratos de armazenamento mamiferos, intermedidrios

metabdlicos de carboidratos e glicosocaminoglicanos, tanto em
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estudos finais quanto estudos em tempo real, bem como
detectar, identificar e quantificar carboidratos em
estruturas complexas tal como biofilme e em forma mais pura.

EXEMPLO 1 - Deteccdo de componente de carboidrato
em biofilme

Objetivo do estudo:

[095] Demonstrar que o protdétipo H-FTAA de LCO
tem a capacidade de detectar um componente de carboidrato,
isto é, celulose, em biofilme com uso de andlise confocal.

Projeto do estudo:

I. Confirmagdo de morfologia de biofilme conhecida
com wuso de um ensaio de placa de vermelho do Congo
tradicional

[096] Para verificar a morfologia de biofilme
relacionada a produgdo de curli e/ou celulose, cepa de tipo

selvagem 3934 de S. enteritidis e mutagdes isogénicas AbscA

(curli+, celulose-), AcsgA (curli-, celulose+), e AcsgD
(curli-, celulose-) foram cultivadas em placas de &gar de
caldo de lisogenia (LB) (sem sal), suplementadas com vermelho

do Congo (40 upg/ml) e azul brilhante de Coomassie G-250 (20
ug/ml) . As placas foram incubadas por 48 h em 28 °C.

II. Ensaio de LCO para andlise de fluorescéncia de
biofilme e morfologia de biofilme

[097] Laminulas de vidro foram introduzidas nas
cavidades de uma placa de 6 cavidades (de acordo com a
configuracdo mostrada na Figura 2A) para fornecer superficies
para formacdo de biofilme, que, no fim do experimento,
pudessem ser facilmente removidas para andlise microscoédpica.
Para preparar o experimento de biofilme, culturas individuais

de cepa de tipo selvagem 3934 de S. enteritidis e mutacdes
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isogénicas AbscA, AcsgA, e AcsgD foram cultivadas em meio de
LB em frascos durante a noite. Cada cultura foi diluida 100
vezes em LB fresco e cultivada em um incubador de agitacéo
(230 rpm) em 37 °C a ODsoo = 0,6. As culturas foram diluidas a
uma densidade de cultura de 10> CFU/ml em LB sem sal e
dispensadas nas placas de 6 cavidades que continham laminula
em aliquotas de 8 ml. Apds a incubacdo das placas por 48 h em
28 °C, as laminulas de vidro foram removidas e lavadas duas
vezes com PBS antes da fixacdo em 4 ml de 4% de formaldeido
por 1 h. As amostras fixas forma lavadas duas vezes, entéo
imersas em solugdes de h-FTAA (2 pg/ml), h-HTAA (2 pg/ml) e
PBS respectivamente, por 30 minutos no escuro. O PBS
funcionou como o controle negativo, utilizado para avaliar o
nivel de autofluorescéncia. As lé&minas tratadas foram
lavadas, entao, duas vezes com PBS e montadas com
Vectashield® para andlise de microscopia de varredura a laser
com base em fluorescéncia. Especificamente, a Dborda do
biofilme formada na interface de liquido e ar foi visualizada
com uso dos filtros de fluorescéncia apropriados. Na Figura
2C a D cada lamina é representada por uma imagem que mostra a
fluorescéncia produzida por biofilme ligado a LCOs gquando
excitados (lado esquerdo). O lado direito é uma sobreposicéo
de uma inspecdo ¢éptica de presenca bacteriana em por
contraste de fase com fluorescéncia de LCO. Contraste de fase
é um método tradicional para confirmacdo visual de fixacdo de

biofilme em superficies.

Resultados:
[098] Todas as cepas mostraram o morfotipo
esperado no ensaio de vermelho do Congo (a Figura 2B). As

especificidades de cada morfotipo de cepa sdo relacionadas a
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sua capacidade de formacdo de biofilme em termos de producgao
de curli e celulose, e essa conexdo foi previamente relatada
por outros.

[099] O ensaio de LCO tem a capacidade de
diferencial morfologias de curli/celulose (Figura 2C a D, em
que a Figura 2C mostra resultados para h-FTAA e a Figura 2D
para h-HTAA). O sinal fluorescente dos LCOs (h-FTAA bem como
h-HTAA) coincide com agregados de bactérias visiveis quando
verificados por microscopia de contraste de fase. Com curli
presente (tipo selvagem e AbscA), o biofilme formado foi
grande e em agrupamentos separados. Quando somente celulose é
expressa (AcsglA), a quantidade de biofilme fixado em laminula
foi reduzida em grande parte, aparecendo como uma camada fina
de células fluorescentes. h-FTAA gerou um sinal fluorescente
que coincidia com os agregados de Dbactérias visiveis
produzidos por celulose* e curli- AcsgA. AcsgD, que nao tem
tanto expressdao de curli quanto expressdao de celulose, néo
produziu biofilme detectével.

[0100] A microscopia de contraste de fase mostra
caracteristicas superficiais da morfologia de biofilme. As
observagdes Oépticas feitas sobre a morfologia de biofilme
coincidiram com aquelas de andlise confocal de fluorescéncia
de LCOs ligados a biofilme.

Conclusao:

[0101] As sondas de LCO se ligaram aos biofilmes
e permitiram a visualizacdo de biofilmes sob a andlise de
fluorescéncia. Além de as mesmas serem permitidas discriminar
as morfologias de biofilmes que se originam dos diferentes
fenétipos Dbacterianos. A sonda de H-FTAA de LCO mostrou

render um sinal de deteccdo de fluorescéncia para a cepa
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AcsgA, que expressa celulose porém ndo curli, indicando que
h-FTAA tem a capacidade de detectar outro componente gque néao
seja curli, possivelmente celulose.

EXEMPLO 2 - LCOs geram assinaturas espectrais
“individualizadas” UGnicas, mesmo em culturas ndo lavadas, com
base no teor de curli e celulose de biofilme.

Objetivo do estudo:

[0102] Mostrar a habilidade de LCOs de
discriminar entre morfologias de biofilme que compreendem
teor de curli e celulose diferente, mostrando-se o0s processos
de LCOs de assinatura espectral tGnica LCOs com cada biofilme.

Projeto do estudo:

I. Crescimento de biofilme em placas de 96
cavidades

[0103] Uma cultura noturna fresca da cepa de
tipo selvagem 3934 de S. enteritidis e mutagdes isogénicas
(AbscA; AcsgA e AcsgD) foi inoculada em LB fresco e cultivada
em 37 °C a ODeoo = 0,6. Apds a diluigdo de cada respectiva
cultura com LB (sem sal) a uma densidade celular de 10°
CFU/ml, a mesma fol separada em aliquotas em trés frascos
separados. h-FTAA (2 pg/ml) e h-HTAA (2 ug/ml) foram, cada
um, adicionados a dois dos frascos, enquanto que PBS,
utilizado como controle, foil adicionado ao terceiro frasco.
50 pl de cada cultura foram inoculados em seguida em
triplicados em cavidades separadas de placas de 96 cavidades
e incubado em 28 °C por 48 horas.

II. Andlise espectral

[0104] Apds remover as culturas de biofilme do
incubador, nenhuma etapa de processamento foi implantada

antes da deteccdo de sinais de LCO. As placas foram lidas com
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uso do Leitor de Microplaca de Multiplos Modos baseado em
Monocromador Mx de Sinergia. Os espectros de excitacdo de
LCOs foram coletados excitando-se a amostra de 300 a 500 nm e
detectando-se a emissdao em 545 nm. Os espectros de emisséao
para LCOs ligados a curli foram coletados lendo-se o sinal de
emissdao entre 500 a 700 nm quando a amostra foil excitada em
405 nm. Os espectros de emissdao para LCOs ligado a celulose
foram coletados lendo-se o sinal de emissdo entre 520 a 700
nm quando a amostra foil excitada em 500 nm.

Resultados:

[0105] Perfis espectrais de h-HTAA nao
diferenciaram morfologias de biofilme formadas por mutagdes
isogénicas diferentes (Figura 3A). Os padrdes de espectros de
excitagcdo de h-HTAA foram idénticos ao longo de todas as
cepas isogénicas. Por outro lado, h-FTAA produziu padrdes
espectrais distinguiveis de picos e ombros de excitacgdo com
cada cepa (a Figura 3B). Quando h-FTAA é excitado em 380 nm
na presenca de curli (tipo selvagem e AbscA), um pique unico
em emissdo (ombro de excitacdo) é detectado. Quando h-FTAA é
excitado em 380 nm na auséncia de curli (AcsgA AcsgD), um
pique em emissdao (ombro de excitagdo) em aproximadamente 355
nm é detectado ao invés. Finalmente, quando h-FTAA é excitado
em 480 nm na presenca de celulose (tipo selvagem e AcsgA) uma
emissdo de pico Unico é detectada.

[0106] Em uma visdo geral, h-FTAA em cepas
positivas para curli (tipo selvagem e AbscA) teve emissao
mais alta quando excitado entre 360 nm e 425 nm. Os dados
sugerem que a excitacdo de h-FTAA ligado a biofilme abaixo de
425 nm geram um sinal mais especifico para curli ligado a h-

FTAA, enquanto que excitagdo acima de 480 nm gera um sinal
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mais especifico para celulose ligada a h-FTAA.

[0107] O uso de um comprimento de onda de
excitacdo de 405 nm para curli e 500 nm para celulose
respectivamente, 0s espectros de emissdo para as cepas
isogénicas e tipo selvagem de S. enteritidis foram
analisados.

[0108] Quando excitado em 405 nm (a Figura 3C),
h-FTAA em cepas positivas para curli (tipo selvagem e bscA)
teve uma intensidade de sinal emitido mais alta em
aproximadamente 556 nm versus AcsgA e AcsgD negativos para
curli. A comparagdo de tipo selvagem, AbscA e AcsgA com AcsgD
indica que quando o biofilme é expresso hd um desvio para o
vermelho no pico de emissd&o de 525 nm a 550 a 560 nm.

[0109] Com uso de um comprimento de onda de
excitacdo de 500 nm (Figura 3D), a emissdo de h-FTAA foi mais
alta ao longo de todos os comprimentos de onda em cepas
positivas para celulose com dois picos proeminentes em
emissdo em 560 e 600 nm. O pico de emissdo Unico em 600 nm
formou um sinal especifico a celulose que discrimina sua
presenca de biofilmes negativos para celulose.

Conclusao:

[0110] O h-FTAA de LCO produz assinaturas
espectrais Unicas para cada morfologia de biofilme. O h-FTAA
discrimina biofilme com base em perfis espectrais unicos
através da interacdo com os componentes de ECM curli e
celulose. O método ndo exige separacdo fisica de biofilme de
uma cultura crua. O h-HTAA de LCO ndo pode diferenciar
quantias de biofilme diferentes formadas por diferentes
fendétipos bacterianos sem etapas de lavagem. O h-HTAA pode

ser aplicado melhor como uma sonda geral para detecgcdao de
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biofilme com etapas de lavagem similares ao violeta de
genciana. No entanto, o h-HTAA tem a vantagem de ser uma
sonda nao bactericida que pode estar presente no meio de
crescimento durante todo o experimento.

EXEMPLO 3: Verificacdo de assinatura espectral
especifica a celulose

Objetivo do estudo:

[0111] Verificar a habilidade do H-FTAA de LCO
de alvejar e gerar uma assinatura espectral para celulose e
verificar sua utilidade na quantificagdo de celulose.

Projeto do estudo:

[0112] Diluicdes seriais de duas vezes de
suspensdes de celulose microcristalinas insoltuveis de 6,25
mg/ml a 00,0488 foram preparadas as quais h-FTAA foi
adicionado a uma concentragdo de 3 uM. Aliquotas de 100 pl
foram dispensadas em uma placa de 96 cavidades. As placas
foram lidas com uso do Leitor de Microplaca de Multiplos
Modos baseado em Monocromador Mx de Sinergia. Os espectros de
excitacdo de LCOs foram coletados excitando—-se a amostra de
300 a 500 nm e detectando-se a emissdo em 545 nm. As
concentracgdes de celulose mostradas aqui sdo 6,25 mg/ml,
3,125 mg/ml, 1,5625 mg/ml e 0,78125 mg/ml.

Resultados:

[0113] Na presenca de celulose pura, a excitacao
de h-FTAA em aproximadamente 480 nm gera um pico em emissado
detectada em 545 nm (Figura 4). Essa intensidade de sinal
aumentou proporcionalmente com concentragdo de celulose,
verificando que h-FTAA se liga, de fato, a celulose.

Conclusdes:

[0114] O H-FTAA de LCO heptamérico pode ser
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utilizado para detecgcdo e quantificacdo do celulose de
carboidrato.

EXEMPLO 4 - Rastreamento em tempo real de formacao
de biofilme

Objetivo do estudo:

[0115] Demonstrar o uso de h-FTAA em
rastreamento em tempo real de formagdo de biofilme, mostrando
a mudanca em RFU (unidade de fluorescéncia relativa)
correlacionada a Dbiofilme <com o tempo em relagdo ao
crescimento de cultura.

Projeto do estudo:

[0116] A turbidez de uma cultura Dbacteriana,
medida por absorbdncia em ODsoo, € utilizada para definir
densidade de cultura. A expressdo de GFP fornece uma
representagdo direta de crescimento bacteriano e densidade de
cultura. O tipo selvagem de S. enteritidis 3934 e as mutacgdes
isogénicas AbscA, AcsgA e AcsgD foram transformadas com o
plasmideo P2777 que porta o gene gfp para uma representacdo
mais direta de densidade de cultura através de deteccao de
fluorescéncia. Culturas noturnas frescas de cada cepa foram
inoculadas em LB fresco e cultivadas em 37 °C a ODgo = 0,6.
Apdés diluir a cultura com LB (sem sal) a uma densidade
celular de 105 CFU/ml, a mesma foli separada em aliquotas em
dois frascos. O h-FTAA (2 pg/ml) foi adicionado a um frasco,
enquanto que o PBS, utilizado como um controle, foi
adicionado ao segundo frasco. 50 pl de cada mistura de
cultura foram inoculados em triplicados em 4 placas de 96
cavidades e incubados em 28 °C. As placas foram lidas para
expressdao de GFP bem como sinal de h-FTAA ligado a curli

(Excitacdo 405 nm, Emissdo 556 nm) e sinal de h-FTAA ligado a
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curli (Excitacdo 500 nm, Emissdo 600 nm) em tandem de hora em
hora durante 48 horas, para permitir varreduras de intervalo
de 4 horas de <cada placa na tentativa de evitar o
branqueamento de fluordéforos. Os dados de RFU de GFP e h-FTAA
das quatro placas foram combinados em um UGnico grafico para
visualizar a mudanca de hora em hora nos sinais com o tempo.

Resultados:

[0117] A comparacdo da tendéncia de aumento em
sinal de GFP plotado contra absorbdncia em ODsoo em culturas
de Dbiofilme mostrou correlacdo prdxima (Figura 5A). A
absorbédncia de plotagem contra sinal GFP gerou um valor R? de
0,9423 (a Figura 5B), sugerindo correlagdo prdéxima dos dois
sinais. 1Isso indicou que a expressdo de GFP pode ser
utilizada como um meio para monitorar crescimento bacteriano.

[0118] 0 rastreamento de sinais de h-FTAA
(Figura 5C a F) em paralelo com fluorescéncia de GFP mostra a
relacdo temporal entre as fases de formacdo de biofilme e
crescimento de cultura. Na cepa de tipo selvagem 3934 de S.
enteritidis (Figura 5C), o sinal de GFP se mantém constante
nas primeiras 6 horas (fase de atraso) antes de aumentar
exponencialmente (fase de crescimento logaritmica) antes de
alcancar um platd em 15 horas (fase estacionédria). Em
relacdo, tanto o sinal de curli quanto o sinal de celulose se
mantém constante pelas primeiras 16 horas, entdo aumentam
para um platd apds 22 horas. Os dados implicam que a formacdo
de Dbiofilme ¢é iniciada na fase exponencial tardia de
crescimento de cultura e que a producdo de celulose e curli é
simulténea.

[0119] O sinal de h-FTAA detectado ndo contém

vazamento significativo através da fluorescéncia de GFP.
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Observando-se o perfil de fluorescéncia de AcsgD de hora em
hora durante 48 horas em um ensaio paralelo, o aumento no
sinal de GFP n&o causou um aumento em sinais de curli e
celulose (Figura 5D). A tendéncia observada nos conjuntos de
excitacdo e emissao para rastreamento de curli e celulose néao
foi, portanto, o resultado de sobrecarga de sinal da presencga
de GFP.

[0120] A andlise de AcsgA (Figura 5E) mostra que
na auséncia de expressdo de curli a cinética de formagdo de
biofilme ¢é alterada. O inicio de expressdo de celulose de
pico ocorre mais cedo em 13 horas, alcanga um platd em 18
horas com uma taxa mais alta. A intensidade de RFU no platd
também é mais alta que o tipo selvagem quando na mesma fase
de crescimento de biofilme. Isso indica que a expressdo de
celulose pode ser aumentada em resposta a auséncia de curli.
Devido ao perfil de emissdo ampla de h-FTAA ligado a
celulose, uma gquantia substancial de repercussdo é detectada
no caldo de fluorescéncia de curli.

[0121] A andlise de AbscA (a Figura 5F) mostra
gque na auséncia de expressdo de celulose a expressado de curli
ndo segue mais uma tendéncia sigmoide vista na Figura 6C. A
produgcdo de curli parece aumentar gradualmente durante todo o
processo. Uma vez mais, devido ao espectro de emissdao amplo
de LCO ligado a curli, um grau de repercussdo é detectado no
canal de fluorescéncia de celulose.

[0122] Quando a celulose ndo estd presente na
ECM, como em AbscA (Figura 5F), a dinémica de formacdo de ECM
é¢ alterada. Em contrapartida as culturas de tipo selvagem
(Figura 5C) e AcsgA (Figura 5E), nao houve “atraso de tempo”

aparente entre a fase exponencial de crescimento de cultura e
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a inducdo de formacdo de ECM. A producdo de curli pareceu
aumentar gradualmente durante todo o processo.

Conclusao:

[0123] A sonda de h-FTAA de LCO permite andlise
de formacdo de biofilme em tempo real. Os sinais especificos
a celulose e curli podem ser detectados a cada hora em uma
cultura continua. O aumento em sinal com o tempo reflete o
aumento em quantidade de biofilme conforme o mesmo estd sendo
formado. A comparacgdo de sinais de crescimento de cultura
(representado pelo sinal de GFP) e de biofilme do h-FTAA
sugerem que a formacdo de biofilme ocorre quando a cultura
alcanca a fase estaciondria, dque estd em concordancia com
estudos anteriores. Os canais selecionados para detecgdo de
curli e celulose ndo experimentam ruido significativo de
fluorescéncia de GFP. O espectro de emissdo amplo de h-FTAA
ligado a curli/celulose vaza para o canal de GFP. No entanto,
isso ndo afeta a andlise.

EXEMPLO 5 - Avaliacdo da habilidade de LCOs de
ligar e discriminar carboidratos estruturais (por exemplo, P-
1, 3—glucano, celulose, quitina, alginato de sédio),
substratos metabdlicos e intermedidrios (por exemplo, o-D-
glicose, celulobiose), carboidratos de armazenamento (por
exemplo, amilose, glicogénio) e glicoaminoglicanos (por
exemplo, heparina, sulfato de condroitina A).

Objetivo do estudo:

[0124] Demonstrar o uso de LCOs pentaméricos na
diferenciacdo de {-1,3-glucano, celulose, quitina, alginato
de sdédio, o-D-glicose, celulobiose, amilose, glicogénio,
heparina, e sulfato de condroitina A estudando-se as mudancas

no comprimento de onda de excitacdo para a emissdo maxima
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(Amax) e a correlacdo entre intensidade de sinal e
concentracdo de carboidrato.

Projeto do estudo:

[0125] Diluicdes seriais de suspensodes de
carboidrato foram preparadas em dH20. As concentragdes na
faixa de 10 a 0,039 mg/ml foram utilizadas para (-1,3-
glucano, celulose e quitina, enquanto que 5 a 0,019 mg/ml
foram utilizadas para alginato de sédio, glicose, amilose,
glicogénio, celulobiose, heparina, sulfato de condroitina A.
3 pM de cada sonda de LCO foram adicionados a aliquotas de 1
ml de cada concentragdo de carboidrato, apdés o que 100 pl
foram dispensados em triplicados em placas de 96 cavidades.
Os espectros de excitacdo foram coletados excitando-se a
amostra de 300 a 500 nm e detectando-se emissdo em 545 nm. A
detecgcdo de carboidrato é concluida gquando h& uma mudanca
reproduzivel em Amdx e/ou intensidade de RFU com referéncia
ao controle negativo. Os dados das trés concentragdes, bem
como do controle negativo, sao mostrados para cada
carboidrato conforme especificado na respectiva figura.

[0126] A correlacéao e tendéncia entre
intensidade de sinal e concentracdo de carboidrato foi
mostrada por plotagem da concentracdo do carboidrato contra o
sinal fluorescente correspondente de LCO ligado a
carboidrato. O comprimento de onda de excitacdao (emissao
detectada em 545 nm) selecionado para cada LCO é ou (1) a
Améax, ou (2) o comprimento de onda de excitacdo que sofre o
plano de fundo mais baixo. Uma andlise de regressdo linear é
realizada para determinar a relacdo entre a concentracao de
carboidrato e RFU.

[0127] Os resultados sao mostrados nas Figuras 6
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a 25 e sdo resumidos nas Tabelas 1 a 10 abaixo.
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Tabela 1: B—l,3—glucano (10 a 0,039 mg/ml)

Andlise espectral
Andlise de correlacéo
(Excitagdo 300 a 500, Emissdo 545)
Desvio de sinal com aumento Sensi-—
Desvio de Gradiente de linha de regresséo )
Sonda [Carboidrato] . 5 bilida
Excitacgéo mudanga nulo
Figura N&o Améx- | Figura Qualidade de
mudang¢a | Mudanca-— A (nm) de RFU (Valor de| Parémetros de Relagao
ligado —|ligado de
de RFU Amax P) Gradiente linear
Amax (nm) (nm) Gradiente
Néo é
Diminuig¢| Nenhuma Diminuiga
pHTA-Tyr 6A 400 400 TA 402 0,2754 -53,2 + 47,5 Horizontal |significativ N&ao
ao mudanga o
a
Diminuig¢| Nenhuma Diminuiga Significativ
PHTA-Asp 6B 393 393 7B 393 <0,0001 |-792,9 =+ 97,3 Negativo Sim
ao mudanga o a
Nenhuma Significativ
PHTA-Arg 6C Aumento 390 390 7C 390 Aumento <0,001 119,1 + 16,69 Positivo Sim
mudanga a
Néo é
Indistin| Nenhuma Indistint
PHTA-His 6D 399 399 7D 399 0,8373 -7,071 34 Horizontal |significativ N&o
to mudanga o
a
Desvio
Diminuig¢ Diminuiga Significativ
PHTEA 6E ~ para 27 408 TE 405 0,0039 -664,6 + 206,2 Negativo Sim
ao o a
vermelho
Desvio Néo é
Diminuig¢ Diminuiga
PHTIm 6F ~ para 391 402 TF 402 0,2051 -177,1 + 89,6 Horizontal |significativ N&o
ao o
vermelho a
Diminuig¢| Nenhuma Diminuiga Significativ
PHTA-G1lu 6G 393 393 7G 393 <0,0001 |-898,7 + 117,0 Negativo Sim
ao mudanga o a
Diminuig¢| Nenhuma Significativ
PHTA-Lys 6H 399 399 7H 399 Aumento <0,0001 107,9 + 16,4 Positivo Sim
ao mudanga a
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