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“METODOS PARA A DETECCAO DE UM ANALITO E DE UM ACIDO
NUCLEICO EM UMA AMOSTRA, E DE SINTETIZACAO DE UMA
MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO OU DE ANALOGO DE ACIDO
NUCLEICO, KIT REAGENTE, USO DO MESMO, MOLECULA DE
ACIDO NUCLEICO OU DE ANALOGO DE ACIDO NUCLEICO E
PRODUTO ASSOCIADO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a métodos e reagentes para a
deteccdo de analitos, e.g., dcidos nucleicos. Os novos métodos e reagentes
permitem uma detec¢do simples e sensivel mesmo em amostras bioldgicas
complexas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A andlise rdpida de material genético para seqii€ncias alvo
especificas, e.g., para a presenca de polimorfismos de nucleotideos unicos,
para a presenca de um certo gene, e.g., um gene de resisténcia, ou de mRNA
requer novas ferramentas de facilidade de uso, eficientes e confidveis. O
maior problema € a necessidade de detectar o DNA ou RNA de interesse
diretamente em pequenas amostras bioldgicas, tais como sangue de paciente
ou plantas. Estas fornecem o analito somente em quantidades diminutas. Para
se alcancgar a sensibilidade requerida, uma etapa de amplificacao € usualmente
requerida, em que o analito de 4cido nucleico é amplificado antes da anélise
ou um método de deteccdo € usado em que o sinal de detec¢do diminuto,
diretamente obtido do analito de DNA/RNA, é amplificado.

Os métodos para a amplificacdo do analito de 4cido nucleico
incluem PCR e outros protocolos de amplificagdo de 4cido nucleico. A
amplificacdo de PCR tem a maior vantagem que, dentro de um conjunto de
diferentes filamentos de DNA obtidos do material bioldgico, somente a

seqiiéncia de DNA de interesse € amplificada. Isto € a base para a andlise
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confidvel de genes simples em amostras biolégicas complexas. A
amplificagiio de PCR, contudo, requer etapas de processo complexas que, em
alguns casos, sdo muito inconvenientes e caras. A amplificagdo do sinal de
deteccio pode ser alcangada pela ligagdio de uma enzima, tal como uma
peroxidase de raiz forte ao analito, que converte um dado substrato
continuamente em um produto colorido.

A metalizagdo de DNA é outra forma de amplificar o sinal de
deteccio. Uma particula metélica tnica ligada a DNA/RNA (o ntcleo)
catalisa a deposi¢do de mais metal, que catalisa mais deposigéio de metal (1-
9). O sinal induzido pela deposi¢io de metal cresce, com isso, em uma
maneira exponencial. A deposi¢io de metal pode ser detectada eletricamente,
se 0 analito for colocado dentro de dois eletrodos, ou opticamente (e.g., com o
olho) porque o metal depositado faz surgir um ponto preto, e.g., no papel, no
gel, ou no tubo de teste. Em principio, a deposigdo de metal é o método de
detecciio mais sensivel porque um pequeno aglomerado de metal (nucleo) é
suficiente para iniciar a reagdo. Na pratica, contudo, a sensibilidade do
método ¢ limitada por nucleagdo de metal ndo especifica, e.g., através de
impurezas em vizinhanga espacial préxima ao analifo, por exemplo, nos
eletrodos, no gel, ou no papel segurando o analito. De fato, a deposigfo de
metal nfio especifica é a principal razio pela qual o manchamento de prata de
DNA ndo ¢ rotineiramente usado em analiticos de oligonucleotideo. O
manchamento de prata é também complicado pelo fato de que o DNA ¢
incapaz de reforgar o préprio nucleo de iniciagdo. Ele requer modificagdo
anterior. O método de escolha atual € a reagdo de DNA com glutaraldeido,
que covalentemente se liga ao DNA por ligagdo ndo especifica para seqiiéncia
ao0s grupos amina primarios na nucleobase [7]. Este aduto, se tratado com um
sal de prata, reduz o Ag’ do sal para prata atdmica que, enquanto ligada ao
DNA, funciona como o niicleo requerido. Outro tratamento do DNA nucleado

com sais de prata e agentes de redugfo inicia a deposi¢do de metal
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exponencial.. Outra possibilidade é trocar os contra-fons no filamento de
DNA por Ag’, que é subseqiientemente reduzido para dar sitios de nucleagéo
de Ag’. A maior desvantagem é que o glutaraldeido também reage com
impurezas ou outras espécies quimicas proximas ao analito, 0 que novamente
induz deposi¢io de prata néo especifica.

Os aglomerados de metal, tais como, Au, particulas de Pd ou
complexos de Pt ligados ao DNA também funcionam como sitios de
nucleagdo para outra deposi¢do de metal até a construgdo de fios de condugfo
[1-9]. Aqui, os aglomerados sdo ligados aos grupos reativos que formam uma
ligag8io colavente com DNA ou a unidades que se intercalam ou se ligam de
outra forma a DNA/RNA. Todos estes métodos rotulam todo o DNA em uma
amostra bioldgica e, portanto, ndo permitem a marcagdo especifica para
seqiiéncia e, entfo, andlise especifica para seqiiéncia de um DNA alvo, tal
como um gene Unico em uma amostra biolégica complexa.

A preparagio de dominios de DNA rotulados por uma
incorporagio mediada por telomerase de trifosfatos de nucleosideo
modificados amina em uma repetigio de telémero modificado iniciada por
iniciador é descrita em [8]. Os telémeros contendo amina séo funcionalizados
com ésteres de N-succinimidil de nanoparticulas de ourc ativados para
produzir filamentos de DNA de nanoparticulas de ouro. O aumento destes
sitios de nanoparticulas por outra deposi¢io de metal ao longo do DNA
produz crescimento rdpido dos aglomerados de metal até a construgfo de
nano-fios moleculares com DNA padronizado. Contudo, a eficiéncia da
incorporacdo de trifosfato modificado por amina na extremidade de teldmero
de crescimento é baixa e requer dopagem de trifosfato que resulta em uma
distribuicdo de sitios de nucleagdo. Assim, o procedimento nfo permite a
rotulagem especifica para seqiiéncia.

A rotulagem de DNA especifica para um sitio também tem

sido recentemente tentada através de um método litografico complexo [4]. De
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acordo com este método, uma protegio parcial de moléculas de DNA ¢
efetuada pela ligagdo de RecA. As seqiiéncias de DNA ndo protegidas sdo
entdo tratadas com glutaraldeido, que marca estas seqiiéncias para
metaliza¢io. A redugio especifica para sitio de fons de prata pelas fungdes de
aldeido ligado ao DNA resulta na formagio de fio ao longo destas regides.
Uma rotulagem especifica para seqiiéncia de moléculas de acido nucleico em
uma amostra bioldgica complexa ndo € possivel, contudo.

Embora estes documentos demonstrem o interesse em novas
estratégias de rotulagem de DNA, os processos complicados envolvidos de
forma a alcangar marcagdo evita que estes sistemas sejam usados para
qualquer aplicacfio real. Em particular, estes métodos séo incapazes de rotular
seletivamente seqiiéncias de DNA ou RNA de interesse diretamente em uma
amostra biolégica bruta.

Assim, foi um objeto da presente invengdo fornecer novos
métodos e reagentes que permitem uma detecgdo simples, eficiente e
especifica de analitos, particularmente de 4cidos nucleicos em amostras
bioldgicas complexas.

SUMARIO DA INVENCAO

Um primeiro aspecto da presente invencdo se refere aos
métodos e kits reagentes para a detecgfo de um analito, e.g., um analito, e.g.,
um 4cido nucleico em uma amostra, em que um produto associado do analito
a ser detectado com um novo composto funcionalizado com aldeido ¢é
formado, que permite a detec¢do especifica para seqiiéncia pela formagio de
grupos marcadores, e.g., deposigdes de metal em torno de grupos aldeido no
dito produto associado.

Mais particularmente, uma forma de realizagfo deste aspecto
se refere a um método para a detec¢iio de um analito em uma amostra
compreendendo as etapas de:

(i) fornecer uma amostra;
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(ii) contatar a amostra com um composto funcionalizado
compreendendo pelo menos um grupo funcional selecionado de um grupo
aldeido, um grupo aldeido protegido, um grupo precursor de aldeido ou um
grupo portador para introdu¢gdo de um grupo aldeido, um grupo aldeido
protegido, um grupo precursor de aldeido, sob condi¢Bes em que o dito
composto forma um produto associado com o analito a ser detectado;

(iii) se necessério, reagir o grupo portador com um parceiro de
reacdo, compreendendo um grupo aldeido, um grupo aldeido protegido ou um
grupo precursor de aldeido,

(iv) se necessario, converter os grupos aldeido protegidos e os
grupos precursores de aldeido em grupos aldeido,

(V) contatar o dito produto associado tendo grupos aldeido com
um reagente marcador sob condigdes em que os grupos marcadores sdo
formados em torno dos grupos aldeido no dito produto associado, e

(vi) detectar os ditos grupos marcadores.

Uma outra forma de realizagdo deste primeiro aspecto se refere
a um kit reagente para a detec¢io de um analito em uma amostra,
compreendendo:

(a) um composto funcionalizado que compreende um grupo
funcional selecionado de um grupo aldeido, um grupo aldeido protegido ou
um grupo precursor de aldeido, ou um grupo portador para introduzir um
grupo aldeido, um grupo aldeido protegido ou um grupo precursor de aldeido,

(b) opcionalmente um parceiro de reagdo para o grupo
portador compreendendo um grupo aldeido, um grupo aldeido protegido ou
um grupo precursor de aldeido,

(c) opcionalmente, um reagente de formagéo de aldeido capaz
de converter os grupos aldeido protegidos e os grupos precursores de aldeido
em grupos aldeido, e

(d) um reagente marcador.
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Ainda uma outra forma de realizagdo deste primeiro aspecto se

refere a um composto da formula (I):
A-S-N

em que

A é um grupo funcional selecionado de um grupo aldeido, um
grupo aldeido protegido ou um grupo precursor de aldeido,

S é um espagador ou uma ligac8o, preferivelmente uma
ligac&o covalente, e

N é um bloco de construgdo de acido nucleico ou analogo a
acido nucleico, tal como um composto nucleosidico ou nucleotidico.

Em um segundo aspecto, a presente invengdo se refere a
métodos e a kits de reagentes para a detecg¢do de um analito, e.g., um 4cido
nucleico em uma amostra envolvendo o uso de um composto funcionalizado
com Click que forma um produto associado com o analito a ser detectado. A
introdugdio especifica para seqiiéncia de grupos marcadores € efetuada pela
reacdio do composto funcionalizado com Click com um parceiro de reagfo
adequado compreendendo grupos marcadores ou grupos precursores de
marcadores.

Uma forma de realizaco deste segundo aspecto se refere a um
método para a deteccdo de um analito em uma amostra compreendendo as
etapas de:

(i) fornecer uma amostra;

(ii) contatar a amostra com um composto funcionalizado
compreendendo pelo menos um grupo funcional que € um primeiro parceiro
de reagdio para uma reagdo de Click sob condi¢des em que o dito composto
forma um produto associado com o analito a ser detectado,

(iii) contatar o produto associado com um segundo parceiro de
reacdio para uma reagfio de Click sob condigGes em que uma reagdo de Click

entre os primeiro e segundo parceiros de reagdo ocorre, em que o segundo
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parceiro de reagdo também compreende um grupo marcador ou um grupo
precursor,

(iv) se necessirio, converter 0s grupos precursores de
marcadores em grupos marcadores, €

(v) detectar os ditos grupos marcadores.

Uma outra forma de realizagio deste segundo aspecto se refere
a um kit reagente para detectar um analito em uma amostra, compreendendo:

(a) um composto funcionalizado que compreende pelo menos
um grupo funcional que é um primeiro parceiro de reagdo para uma reagéo de
Click,

(b) um segundo parceiro de reagio para uma reagdo de Click,
em que o segundo parceiro de reagfo também compreende um grupo
marcador ou um grupo precursor de marcador, €

(c) opcionalmente, um reagente de formagdo de marcador
capaz de converter os grupos precursores de marcador em grupos marcadores.

Ainda uma outra forma de realizagio deste segundo aspecto se
refere a um composto da férmula (II):

C-S-N

em que C é um grupo funcional que € um primeiro parceiro de
reagdo para uma reagdo de Click,

S é um espagador ou uma ligagdo, preferivelmente uma
ligagfo covalente, €

N é um 4cido nucleico ou analogo a acido nucleico, tal como
um composto nucleosidico ou nucleotidico.

Em um terceiro aspecto, a presente invengdo se refere a
métodos e a kits de reagente para a detecgdo de um analito, e.g., um 4cido
nucleico em uma amostra que envolve o uso de um composto foto-
sensibilizador que forma um produto associado com o analito a ser detectado.

Preferivelmente, os grupos foto-sensibilizadores sdo introduzidos

Y
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especificamente em seqiiéncia em um &acido nucleico. A presenga de grupos
foto-sensibilizadores é detectada pela irradiagdo do produto associado
rotulado em contato com um meio foto-sensivel, em que a presenca de grupos
foto-sensibilizadores seletivamente provoca uma formagdo especifica para um
local de grupos marcadores no meio marcador.

Uma forma de realiza¢do deste terceiro aspecto se refere a um
método para detectar um analito em uma amostra pela formagdo de um
produto associado do analito ¢ um composto funcionalizado compreendendo
grﬁpos foto-sensibilizadores e efetuar uma transferéncia de energia,
particularmente uma transferéncia de energia de radiagdo dos grupos foto-
sensibilizadores em um meio foto-sensivel, em que a transferéncia de energia
provoca a formagdo seletiva de grupos marcadores no meio foto-sensivel.

Uma outra forma de realizag8o deste terceiro aspecto se refere
a um método para a detecgdo de um analito em uma amostra que compreende
as etapas de:

(i) fornecer uma amostra,

(ii) contatar a amostra com um composto funcionalizado
compreendendo pelo menos um grupo funcional selecionado de um grupo
foto-sensibilizador ou um grupo portador para introduzir um grupo foto-
sensibilizador sob condigdes em que o dito composto forme um produto
associado com o analito a ser detectado;

(iii) se necessario, reagir o grupo portador com um parceiro de
reagio compreendendo um grupo foto-sensibilizador;

(iv) irradiar o dito produto associado em contato com um meio
foto-sensibilizador sob condi¢des em que os grupos marcadores sdo formados
no dito meio foto-sensivel na presenga de grupos foto-sensibilizadores no dito
produto associado, e

(v) detectar os ditos grupos marcadores.

Ainda uma outra forma de realizagéo deste terceiro aspecto se
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refere a um kit reagente para detectar um apalito em uma amostra,
compreendendo:

(a) um composto funcionalizado compreendendo pelo menos
um grupo funcional selecionado de um grupo foto-sensibilizador ou um grﬁpo
portador para introduzir um grupo foto-sensibilizador,

(b) opcionalmente um parceiro de reagdo para o grupo
portador compreendendo um grupo foto-sensibilizador, e;

(c) um meio foto-sensivel que forma grupos marcadores na
irradia¢do na presenca de grupos foto-sensibilizadores.

A presente invengdo permite uma detecc@o altamente sensivel
de um analito, e.g., acidos nucleicos ou proteinas de ligagdo de acido
nucleico, em amostras bioldgicas, e.g., amostras clinicas, amostras ambientais
ou amostras agriculturais. As aplicagdes preferidas incluem, mas ndo estdo
limitadas a, detec¢do de variabilidades genéticas, e.g., polimorfismos de
nucleotideo Ginico (SNPs), resisténcias, tolerancias ou intolerancias a pesticida
ou medicamento, genotipagdo, e.g., detec¢do de espécies ou cepas de
organismos, a detecgdo de organismos ou cepas geneticamente modificados,
ou a detecgio de patdgenos ou pestes, e o diagnoéstico de doengas, e.g.,
doengas genéticas, doencas alérgicas, doengas autoimunes ou doengas
infecciosas. Uma outra aplica¢do preferida é a detecgdo de acidos nucleicos
em amostras para protecdo de marca, em que produtos, tais como produtos
agriculturais, produtos alimenticios, ou bens de valor e/ou acondicionamento
destes produtos sdo codificados com a informagdo especifica para produto,
e.g., mas ndo limitado a sitio de produgéo, produgdo de data, distribuidor, etc.,
e em que esta informag#o € detectada com os métodos descritos acima.
DESCRICAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZACAQ
PREFERIDAS

A presente invencdo fornece métodos e reagentes que

permitem a rotulagem especifica de analitos com grupos marcadores, e.g.,
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com grupos aldeido reativos em uma amostra complexa. Em uma forma de
realizagdo preferida, a deposi¢do de metal, e.g., deposiglo de prata, pode ser
efetuada especificamente nos grupos aldeido associados com o acido nucleico
a ser detectado. Em uma outra forma de realizagdo preferida, deposi¢do de
metal, e.g., deposi¢io de prata pode ser efetuada especificamente por
transferéncia de energia dos grupos foto-sensibilizadores em um meio foto-
sensivel, e.g., papel fotografico. Devido ao procedimento de rotulagem
especifico, o fundamento é fortemente reduzido e maiores seletividades e
confiabilidades sdo obtidas.

A presente invengfio compreende a detecgdo de um analito. A
detecciio pode ser uma detecgio qualitativa, e.g., a determinago da presenca
ou auséncia de um analito, e.g., uma seqiiéncia de acidos nucleicos especifica
na amostra a ser analisada. A presente inveng¢fo, contudo, também permite
uma detecgdo quantitativa de um analito, e.g., uma seqliéncia de acidos
nucleicos, na amostra a ser analisada. A detecgio qualitativa e/ou quantitativa
pode compreender a determinagfo de grupos de rotulagem de acordo com os
métodos conhecidos na técnica.

O analito a ser detectado € preferivelmente selecionado dentre
4cidos nucleicos e moléculas de ligagdo de nucleosideo, nucleotideo ou acido
nucleico, e.g., proteinas de ligacdo de nucleosideo, nucleotideo ou acido
nucleico. Mais preferivelmente, o analito é um éacido nucleico, e.g., qualquer
tipo de 4cido nucleico que pode ser detectado de acordo com técnicas
conhecidas, particularmente, técnicas de hibridizagdo. Por exemplo, os
analitos de acido nucleico podem ser selecionados de DNA, e.g., DNA, RNA
ou hibridos de DNA-RNA de filamento duplo ou de filamento unico.
Exemplos particulares de analitos de acido nucleico sdo DNA gendmico,
mRNA ou produtos derivados destes, e.g., cDNA.

O método da presente invengdio pode ser realizado de acordo

com qualquer formato de teste conhecido que ¢ adequado para a detecgéo de
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analitos, particularmente analitos de 4cido nucleico em uma amostra. Por
exemplo, 0 método pode envolver a detecgfio de analitos imobilizados em
superficie s6lidas, tais como membranas, e.g., em Southern ou Northern blots,
chips, arranjos ou particulas, tais como contas. Além disso, a detec¢o pode
ser realizada em géis, e.g., apOs separagio eletroforética da amostra em géis,
e.g., géis de agarose ou poliacrilamida. O método pode envolver a deteccdo de
analitos tinicos ou a detecgdo paralela de uma pluralidade de analitos, e.g., em
um formato de chip ou micro-arranjo.

Em uma forma de realizagio preferida, a detecgfio envolve a
irradiagdio de um meio foto-sensivel na presenca de uma amostra contendo um
produto associado indicativo para um analito, em que o produto associado
compreende grupos foto-sensibilizadores capazes de efetuar uma
transferéncia de energia para o meio foto-sensivel, em que os grupos
marcadores sdo formados no meio.

A amostra pode ser qualquer amostra que pode conter o analito
a ser detectado. Por exemplo, a amostra pode ser uma amostra biolégica, tal
como uma amostra agricultural, e.g., uma amostra compreendendo um
material de planta e/ou material associado com o local onde as plantas
crescem, os materiais de planta sfo armazenados ou processados. Por outro
lado, a amostra pode também ser uma amostra clinica, tal como uma amostra
de tecido ou uma amostra de fluido de corpo, tal como sangue, soro, plasma,
etc., particularmente de origem humana. Outros tipos de amostras incluem,
mas nfo estdo limitados a, amostras ambientais, amostras de solo, amostras de
amilentos, amostras forénsicas ou amostras de bens valiosos que sdo testados
para protegéo de marca.

Devido 4 sua alta sensibilidade, o método da presente invengéo
é adequado para detectar analitos diretamente sem amplificagdo. De acordo
com a presente invengdo, menos quantidades diminutas de analitos, e.g., de

dcidos nucleicos, e.g., 0,1 ng ou menos, preferivelmente 0,01 ng ou menos,
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mais preferivelmente, 1 pg ou menos, ainda mais preferivelmente, 0,1 pg ou
menos, ainda mais preferivelmente 0,01 pg ou menos e mais preferivelmente
0,001 pg ou menos podem ser determinadas mesmo sem amplificacdo. Uma
sensibilidade especialmente alta pode ser obtida pela incorporagdo de
mltiplos nucleotideos modificados em uma molécula de 4cido nucleico pelo
uso de grupos aldeido ndo protegidos e/ou pelo uso de técnicas de
manchamento otimizadas. Por exemplo, a detecgdo de um analito, €.g., um
gene, em uma amostra bioldgica, pode ser realizada por uma combinag&o de
Southern blotting e o método da presente invengdo. Deve ser notado, contudo,
que o método da presente invengdio também permite a detec¢do de acidos
nucleicos combinados com uma etapa de amplificag8o, que pode ser realizada
de acordo com protocolos conhecidos, tais como PCR ou suas modificagdes,
tais como PCR assimétrico, PCR em tempo real, PCR de transcri¢do reversa,
etc., ou outros protocolos de amplificagéo, tais como LCR.

Em uma forma de realizagdo preferida da presente invengéo,
uma detecgdio especifica para seqiiéncia do analito € realizada, em que, por
exemplo, um 4cido nucleico tendo uma seqiiéncia especifica € distinguido de
outras seqiiéncias de acidos nucleicos na amostra ou um polipeptideo capaz
de se ligar a uma seqiiéncia de icidos nucleicos especifica é distinguida de

outros polipeptideos na amostra. Tal detecgiio especifica para seqiiéncia

preferivelmente compreende uma reagdo de hibridizagdo especifica para

seqiiéncia pela qual a seqiiéncia de 4cidos nucleicos a ser detectada estd
associada com um composto que carrega um grupo marcador ou um grupo
precursor marcador. Deve ser notado, contudo, que a presente invengéo
também permite uma detecgdo ndo especifica para seqiiéncia de acidos
nucleicos, e.g., detecgfio de quaisquer 4cidos nucleicos presentes em uma
amostra.

Para identificar o analito a ser detectado, a amostra pode ser

contatada com um composto funcionalizado por aldeido, funcionalizado por
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Click ou funcionalizado por foto-sensibilizador, sob condigdes em que um
produto associado com o analito, e.g., um &cido nucleico é formado. Um
composto funcionalizado por aldeido compreende um grupo funcional que
pode ser um grupo aldeido, um grupo aldeido protegido, um grupo precursor
de aldeido, i.e., um grupo que pode ser convertido em um grupo aldeido sem
um efeito prejudicial significativo no procedimento de detecgdo ou um grupo
portador para introdugdo de um grupo aldeido, um grupo aldeido protegido ou
um grupos precursor de aldeido.

O composto funcionalizado pode compreender um grupo
funcional Unico ou uma pluralidade de grupos funcionais. Por exemplo, um
composto funcionalizado pode ser acoplado a uma parte dendrimérica
compreendendo uma pluralidade, e.g., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou mais grupos
funcionais, como indicado acima. As partes dendriméricas podem ser
sintetizadas por técnicas conhecidas. Preferivelmente, as partes dendriméricas
sfo sintetizadas através de reagdes de Click, e.g., como descrito no Exemplo
5. |

O grupo funcional € ligado a um composto que € capaz de
formar um produto associado com o analito. O composto pode ser um
composto nucleosidico ou nucleotidico, e.g., um nucleosideo ou analogo de
nucleosideo ou nucleotideo ou um andlogo de nucleotideo ou um oligbmero
ou polimero compreehdendo pelo menos um composto funcionalizado, e.g.,
um 4cido nucleico ou analogo de acido nucleico. Um composto nucleosidico
ou nucleotidico é um nucleosideo ou andlogo de nucleosideo ou nucleotideo
ou um andlogo de nucleotideo capaz de ser incorporado em acidos nucleicos
ou analogos de 4cido nucleico, e.g., por métodos quimicos ou enzimaticos. O
acido nucleico ou andlogo de 4cido nucleico resultante deve ser capaz de
formar produtos de associagdo, e.g., hibridos de acido nucleico, com o analito.
Preferivelmente, o composto compreende uma parte de base, e.g., um

nucleobase ou outra parte de base heterociclica capaz de formar pares de base

Ho



10

15

Lo

25

14

com um nucleobase, e uma parte de cadeia, e.g., compreendendo uma parte de
aglicar e opcionalmente uma parte fosfato em nucleosideos ou nucleotideos ou
uma parte de cadeia diferente em andlogos de nucleosideo ou nucleotideo.

Exemplos preferidos de compostos nucleosidicos funcionais,
em que a nucleobase é 7-dN-G, C, 7-dN-A ou T, e R é um grupo funcional
sdo mostrados na Figura 1.

Preferivelmente, o grupo funcional ¢ ligado a uma parte de
base, e.g., a um nucleobase. O grupo funcional, contudo, pode também ser
ligado a uma parte de cadeia, e.g., um grupo agtcar, um grupo fosfato ou, no
caso de analogos de nucleosideo ou nucleotideo, um grupo agucar
modificado, um grupo fosfato modificado ou uma parte de cadeia de
peptideos, etc. Preferivelmente, o grupo funcional é covalentemente ligado ao
composto através de uma ligagfo direta ou através de um espagador. Se a
ligagdo for efetuada através de um espagador, o grupo funcional pode ser
ligado a um grupo alifitico ou cicloalifatico, a um grupo aromatico ou
heteroaromatico, a um grupo alqueno e/ou a um grupo alquino. Mais
preferivelmente, o grupo funcional pode ser ligado a grupos aromaticos ou
heteroaromaticos ou a grupos alquino. Grupos aldeido especialmente
preferidos incluem grupos aldeido arométicos e alifaticos, tais como
benzaldeido, ou grupos aldeido em aldoses, tais como trioses, tetroses,
pentoses ou hexoses, tais como glicose ou manose.

O grupo funcional pode ser um grupo aldeido livre. O grupo
funcional pode também ser um grupo aldeido protegido, i.e., um grupo que
pode ser convertido sob as condigSes de ensaio em um grupo aldeido. Um
grupo aldeido protegido preferido é um grupo acetal ou hemiacetal que pode
ser convertido em um grupo aldeido livre pelo tratamento com écidos, e.g.,
acidos orgénicos ou inorginicos. Exemplos preferidos de grupos acetal ou
hemiacetal sdo grupos acetal formados com um poliélcool, tal como propano

diol ou etileno glicol, ou grupos hemiacetal em um aglcar ou em um
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composto relacionado com aglcar, tal como um agticar de aldose, e.g., glicose
ou galactose. Outros exemplos de grupos aldeido protegidos sdo grupos imino
(e.g., grupos =NH), que d&o grupos aldeido no tratamento com grupos 4cidos,
tioacetal ou ditioacetal (e.g., grupos C(CR),, em que R pode ser um radical
alquil) que ddo grupos aldeido no tratamento com sais de merclrio, grupos
oxima (e.g., grupos =NOH), que dio grupos aldeido no tratamento com
cidos, grupos hidrazona (e.g., grupos =N-NHR, em que R pode ser um
radical alquil) que ddo grupos aldeido no tratamento com &acidos e grupos
imidazolona ou imidazolidina ou grupos benzotiazol ou diidrobenzotiazol,
que ddo aldeidos na hidrolise, e.g., com 4acido. Exemplos especificos de
compostos funcionalizados compreendendo grupos aldeido livres ou
protegidos ¢ métodos para a preparagio de tais compostos sdo mostrados nas
Figuras 2, 3a, 3¢, 7, 8, 9d e Ye.

O grupo funcional pode também ser um grupo precursor de
aldeido, i.e., um grupo que pode sr convertido em um grupo aldeido sem um
efeito prejudicial significativo no procedimento de detecgdo de acido
nucleico. Os grupos precursores de aldeido preferidos podem ser selecionados
dentre acidos carboxilicos e derivados de acido carboxilico incluindo nitrilas
que ddo aldeidos na redu¢iio e &lcoois primdrios que ddo aldeidos na
oxidacgo.

Em uma forma de realiza¢io diferente, o grupo funcional pode
ser um grupo foto-sensibilizador, i.e., um grupo que é capaz de efetuar uma
transferéncia de energia, e.g., uma transferéncia de energia de luz, para um
meio foto-sensivel, i.e., um meio fotografico, tal como um papel fotografico.
Os grupos foto-sensibilizadores podem ser selecionados dentre grupos de
rotulagem fluorescentes e/ou de corante conhecidos, tais como grupos
indolina 4 base de cianina, grupos quinolina, por exemplo, grupos
fluorescentes comercialmente disponibilizados, tais como Cy5 ou CyS5.5.

Exemplos especificos de grupos foto-sensibilizadores sfio mostrados na
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Figura 22.

O grupo funcional pode também ser um grupo portador, i.e.,
um grupo para introduzir um grupo aldeido, um grupo aldeido protegido ou
um grupos precursor de aldeido ou para introduzir um grupo foto-
sensibilizador pela reagio com um parceiro de reagdo adequado, i.e., um
composto compreendendo um dos grupos acima. Em uma forma de realizagéo
preferida, os grupos portadores sdo selecionados de grupos funcionalizados
com Click, ie., grupos que podem reagir com um parceiro de reagfo
adequado em uma reagdio de cicloadigdo, onde uma ligagdo ciclica, e.g.
heterociclica, entre o grupo funcional de Click e o parceiro de reagdo &
formada, e em que o parceiro de reagdo compreende um aldeido ou um grupo
aldeido protegido ou um grupo foto-sensibilizador. Um exemplo
especialmente preferido de tal reagdo de Click € uma cicloadigdo (3+2) entre
os grupos azida e alquino, que resulta na formagdio de anéis 1,2,3-triazol.
Assim, grupos aldeido podem ser gerados pela realizagdo de uma reagdo de
Click de um grupo portador de azida ou alquino e um parceiro de reagfo
correspondente, i.e., um parceiro de reagdo que compreende o grupo alquino
ou azida complementar e adicionalmente um aldeido, um grupo aldeido

protegido ou um precursor de aldeido. Em uma outra forma de realizagio da

presente invengdo, o parceiro de reago da funcionalizagdo de Click, contudo,

pode também conter um marcador diferente ou grupos precursores de
marcador, tais como grupos marcadores de fluorescéncia ou grupos foto-
sensibilizadores.

Uma forma de realizagio especialmente preferida da reagéo de
Click compreende uma cicloadigdo catalisada por cobre (3+2) entre uma azida
e um grupo alquino. A formagfo irreversivel de 1,2,3-triazdis como um
resultado da cicloadi¢do de azida/alquino é ortogonal, os grupos quimicos
requeridos s3o pequenos (incorporagdo com rompimento minimo do ambiente

das biomoléculas) e seletivos devido & perda de azidas e alquinos verificados
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Exemplos especificos de compostos funcionalizados com
Click e métodos para a preparagdo de tais compostos sdo mostrados nas
Figuras 3b, 9a-c e 10. Exemplos especificos de parceiros de reagdo para
compostos funcionalizados com Click séio mostrados nas Figuras 11 e 12.

O grupo funcional, e.g., um grupo funcionalizado com aldeido
ou um grupo funcionalizado de Click ou um grupo funcionalizado com foto-
sensibilizador é preferivelmente ligado a uma nucleobase que pode ser
selecionada de bases de purina e pirimidina de ocorréncia natural ou de
ocorréncia ndo-natural. Preferivelmente, as nucleobases sdo selecionadas de
citidina, uracil, timina, adenina, guanina, 7-deazaadenina, 7-deazaguanina,
inosina e xantina. O grupo funcional é preferivelmente ligado na posi¢do 5 ou
6, mais preferivelmente, na posi¢fo 5, de um nucleobase de pirimidina ou na
posicdo 7 ou 8, mais preferivelmente, na posicdo 7 de uma nucleobase de
purina, particularmente se uma incorporagdo enzimdtica em um d4cido
nucleico for desejada.

O grupo funcional pode ser covalentemente ligado ao
composto, €.g., através de uma ligacdo direta ou um espagador, e.g., um
espacador tendo um comprimento de cadeia de até 20 atomos. O espagador
pode ser um espacador flexivel, e.g., um espacador baseado em alquileno,
opcionalmente contendo heterodtomos, tais como O, S, e/ou N ou um
espacador pelo menos parcialmente rigido, e.g., um espagador que
compreende pelo menos um grupo rigido selecionado de grupos alqueno,
grupos alquino, grupos ciclicos, particularmente grupos aromaticos ou

heteroaromaticos, mas também grupos cicloalifaticos e combina¢Oes destes.
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Se o composto de funcionalizag:ﬁo compreender um grupo de funcionalizagio
de Click, que é o primeiro parceiro de reagdo para uma reagdo de Click e
subseqiientemente reagido com um segundo parceiro de rea¢do para uma
reacio de Click, uma ligagdo do grupo funcional através de uma ligagéo
direta, um espacador flexivel ou um espagador parcialmente rigido €
preferido, em que o espacador flexivel pode, por exemplo, ter um
comprimento de cadeia com até 6 4tomos, mais particularmente até 4 atomos,
e em que um espagador parcialmente rigido preferivelmente tem um
comprimento de cadeia de até 20 4tomos de carbono, e.g., até 10 atomos de
carbono e compreende pelo menos um grupo rigido como definido acima,
particularmente um grupo alquino, e pelo menos um grupo flexivel, e.g., um
grupo alquileno. Se, por outro lado, o grupo funcional for um grupo aldeido
ou uma ligacdo de grupo precursor de aldeido através de ou um espagador
parcialmente rigido como definido acima ou um espagador pelo menos
parcialmente rigido tendo um comprimento de cadeia de 2 a 10 4tomos ¢é
preferido. A estrutura de um espagador contendo grupo rigido, e.g, um
espacador parcialmente rigido, é preferivelmente tal que o grupo rigido seja
diretamente ligado ao nucleobase. Um exemplo preferido de um espagador
parcialmente rigido € mostrado nas Fig. 15a e b.

O composto funcionalizado é capaz de formar um produto
associado com o analito a ser detectado. Por um lado, o composto
funcionalizado pode ser selecionado dentre compostos que podem ser
incorporados em 4cidos nucleicos ou andlogos de 4cidos nucleicos, ie.,
blocos de construgdio de 4cido nucleico ou de analogo de 4cido nucleico.
Exemplos preferidos para tais compostos sdo nucleotideos ou analogos de
nucleotideo, e.g., nucleotideos ou andlogos de nucleotideo funcionalizados
com aldeido, nucleotideos ou analogos de nucleotideo funcionalizados com
Click ou nucleotideos ou analogos de nucleotideo funcionalizados foto-

sensibilizador. Por outro lado, o composto funcionalizado pode ser
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selecionado dentre 4cidos nucleicos ou andlogos de 4cido nucleico, e.g.,
nucleotideos ou andlogos de nucleotideo funcionalizados com aldeido,
nucleotideos ou andlogos de nucleotideo funcionalizados com Click ou
nucleotideos ou analogos de nucleotideo funcionalizados foto-sensibilizador.

O termo "nucleotideo" de acordo com a presente invengéo
particularmente se refere a ribonucleotideos, 2'-desoxiribonucleotideos ou 2/,
3'-didesoxirribonucleotideos. Os andlogos de nucleotideos podem ser
selecionados dentre nucleotideos modificados com agicar ou na cadeia,
particularmente de andlogos de nucleotideos que podem ser enzimaticamente
incorporados em 4cidos nucleicos. Em nucleotideos modificados com agicar
preferidos, o grupo 2'-OH ou grupo H do agucar de ribose € substituido por
um grupo selecionado dentre OR, R, halo, SH, SR, NH;, NHR, NR; ou CN,
em que R é C;-Cs alquil, alquenil ou alquinil, e halo ¢ F, Cl, Br ou I. A ribose,
sozinha, pode ser substituida por outros grupos com 5 ou 6 membros
carbociclicos ou heterociclicos, tais como um grupo ciclopentano ou
cicloexeno. Em nucleotideos modificados na cadeia preferidos, o grupo
fosfo(tri)éster pode ser substituido por um grupo meodificado, e.g., por um
grupo fosforotioato ou um grupo H-fosfonato. Outros analogos de nucleotideo
preferidos incluem blocos de construgdo para a sintese de analogos de acido
nucleico, tais como &cidos nucleicos de morfolino, 4cidos nucleicos de
peptideo ou acidos nucleicos travados.

Os acidos nucleicos funcionalizados com aldeido, Click ou
foto-sensibilizador podem ser oligonucleotideos, e.g., dcidos nucleicos tendo
um comprimento de blocos de construgdo com até 30 nucleotideos (ou
analogos de nucleotideo) ou polinucleotideos tendo um comprimento de
blocos de construcio com até 30 nucleotideos (ou andlogos de nucleotideo).
Preferivelmente, os acidos nucleicos ou andlogos nucleicos sdo capazes de
ligacdo especifica ao analito, e.g., capazes de hibridizar com um analito de

acido nucleico sob condi¢des de ensaio. O comprimento minimo &
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preferivelmente 12 ou mais, preferivelmente, 14 nucleotideos (ou andlogos de
nucleotideo), nos blocos de construgio.

Os blocos de construgfio funcionalizados com acido nucleico
ou com anilogo de 4cido nucleico podem ser incorporados em Aacidos
nucleicos por técnicas padrio para sintese quimica e/ou incorporagdo
enzimatica. A sintese quimica, por exemplo, pode ser realizada por quimica
de fosforamidita padrdo usando fosforamiditas de nucleosideo como blocos
de construgio em protocolos de sintese padrfo. Outros tipos de blocos de
construgio preferidos para a sintese quimica incluem nucleosideos
modificados com H-fosfonato ou fosforotriéster.

Por outro lado, os nucleotideos modificados podem ser
incorporados em  4cidos nucleicos por métodos  enzimaticos.
Surpreendentemente, foi verificado que trifosfatos de nucleosideos
funcionalizados com Click ou aldeido sdo aceitos como substratos de enzima
por enzimas sentizando 4cido nucleico, tais como DNA polimerases, RNA
polimerases, transcriptases ou telomerases reversas. Por exemplo, foi
verificado que os trifosfatos de nucleosideo modificados sdo aceitos por DNA
polimerases comumente usadas para protocolos de extensdo ¢ amplificagdo de
iniciador, e.g., DNA polimerases termo-estaveis, tais como Taq polimerase,
Vent polimerase, Pfx polimerase, Pwo polimerase, ou Therminator
polimerase, como descrito no Exemplo 7. Enzimas aceitam trifosfatos
modificados sem perda de fidelidade e permitem uma incorporagdo baseada
em padrfo em acidos nucleicos, tais como DNA e RNA.

O método da presente invengfo fornece vérias formas de
realiza¢do de detecgdo do analito. Por exemplo, blocos de construgdo acido de
nucleico funcionalizado, e.g., nucleotideos ou analogos de nucleotideos,
juntamente com enzimas apropriadas, podem ser fornecidos, os quais s&o
enzimaticamente incorporados em uma molécula de 4cido nucleico que forma

o produto associado com o analito. Na presente invengfo, um tipo simples de
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nucleotideo funcionalizado ou uma pluralidade de tipos diferentes de
nucleotideos funcionalizados podem ser empregados. Alternativamente ou
adicionalmente, um 4cido nucleico ou andlogo de 4acido nucleico
funcionalizado pode ja estar presente, que foi fabricado, e.g., pela sintese
quimica ou enzimitica, e que especificamente se liga, e.g., por hibridiza¢do ao
analito a ser detectado.

Em uma forma de realizagio preferida, o método compreende
uma reacdo de extensdo de iniciador opcionalmente em combinagdo com
etapas de amplificagdo de acido nucleico subseqiientes, tais como PCR. Por
exemplo, pelo menos uma molécula iniciadora pode ser fornecida, a qual
hibridiza sob condigdes de ensaio com um analito de 4cido nucleico a ser
detectado ou o seu complemento. O iniciador ligado € entdo estendido em que
um produto de extensdo detectavel é obtido, o qual € indicativo para a
presenca e/ou quantidade do analito de 4cido nucleico a ser detectado. de
acordo com esta forma de realizagfo, os iniciadores funcionalizados e/ou
nucleotideos ou analogos de nucleotideo funcionalizados para incorporagio
no produto de extensfio podem ser usados.

Alternativamente e/ou adicionalmente, o método da presente
invencdo pode compreender o uso de sondas de hibridizacdo funcionalizadas
que hibridizam sob as condi¢gdes de ensaio com o analito de acido nucleico a
ser detectado ou o seu complemento, em que a formacgdo de um produto de
hibridizacdo ¢ indicativa para a presenga e/ou quantidade do analito de 4cido
nucleico a ser detectado.

O método de detecgdo da presente invengéio pode ser realizado
por quaisquer protocolos de detecglio de 4dcido nucleico conhecidos, e.g.,
envolvendo o uso de suporte sélidos. Por exemplo, um suporte sélido, e.g.,
um chip ou arranjo ou um material particulado, tal como uma conta, pode ser
fornecido ao qual uma sonda de captura ¢ ligada capaz de hibridizar para o

analito a ser detectado. O analito de 4cido nucleico ligado em fase solida pode
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ser detectado pelo uso de sondas de hibridiza¢dio funcionalizadas que
hibridizam com o analito de acido nucleico em uma parte de seqiiéncia
diferente como a sonda de captura faz, e detecgdo subseqiiente da sonda de
hibridizagdo ligada, e.g., com um reagente de metaliza¢do. Este método €
particularmente adequado para as aplicagdes diagnosticas no campo
agricultural e clinico, e.g., para a detec¢dio de DNA e/ou mRNA de plantas,
e.g., plantas geneticamente modificadas, DNA de patégenos ou pestes de
planta, etc.

Em uma forma de realizagfo especifica, a detec¢do pode
envolver o contato do produto associado do analito ¢ um composto
funcionalizado compreendendo um grupo foto-sensibilizador com um meio
foto-sensivel, e.g., pela transferéncia de uma amostra ou aliquota de amostra
na qual um produto associado pode estar presente no meio foto-sensivel, e.g.,
por manchamento, pipetamento, etc. Na irradiagdo, uma transferéncia de
energia do grupo foto-sensibilizador ao meio foto-sensivel é efetuada de tal
forma que os grupos marcadores, tais como metal, e.g., prata, niicleos séo
formados no meio foto-sensivel na presenga, mas ndo na auséncia, de grupos
foto-sensibilizadores. Se necessario, os grupos marcadores podem ser
submetidos a um procedimento de desenvolvimento, e.g., um procedimento
de desenvolvimento quimico ou foto-quimico de acordo com técnicas
fotograficas. O meio foto-sensivel pode ser qualquer suporte solido ou
qualquer material suportado capaz de formar grupos marcadores, e.g., nucleos
metalicos. Preferivelmente, o meio foto-sensivel é um meio sensivel i luz, tal
como papel sensivel & luz ou uma emulsdo sensivel 4 Juz ou gel em um
material de suporte. Mais preferivelmente, o meio foto-sensivel é um meio
fotografico, tal como papel fotografico. Irradiagfo é realizada sob condi¢des,
e.g., de comprimentos de onda e/ou intensidade de luz de irradiac8o, sob a
qual a formagio do grupo marcador seletiva ocorre na presenga de grupos

foto-sensibilizadores.  Preferivelmente, irradiagdo ocorre com luz
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infravermelha e/ou com luz visivel em onda londa, dependendo da
sensibilidade do meio. O comprimento de onda de irradiagdo pode ser, e.g.,
500 nm ou maior, 520 nm ou maior, 540 nm ou maior, 560 nm ou maior, 580
nm ou maior para luz visivel ou 700 nm a 10 pum, para luz infravermelha.

Um aspecto importante da presente invengéo ¢ a detecgdo de
variabilidades genéticas, e.g., polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs). O
genoma de, por exemplo humanos, contém variagdes de seqliéncias de
nucleotideos em uma freqiiéncia média de até 0,1%. Portanto, estas
variabilidade fornecem excelentes marcadores para a identificagéo de fatores
genéticos que contribuem para suscetibilidade de doenga complexa [16, 17].
Embora haja uma grande faixa de técnicas disponiveis para a detecgdo de
SNPs, a maior parte destes métodos é vagarosa, requerem instrumentagio
grande e amplificagdo de PCR [18]. O presente método, contudo, € barato e
flexivel o bastante para acomodar necessidades de triagem baixas, moderadas
e de alta produtividade com alta velocidade, sensibilidade e eficiéncia. Vdrias
possibilidades existem para rotular seletivamente os filamentos de
coincidéncia total ou aqueles ndo coincidentes que permitem o uso do método
da presente inveng¢3o para a detecgdio de SNPs.

. Por exemplo, a detecgfo de coincidéncia ou diferenca de 4cido
nucleico, e.g., em SNPs, pode compreender o uso de sondas de hibridiza¢do
funcionalizada que hibridizam sob as condig¢des de ensaio com o analito de
acido nucleico a ser detectado para o seu complemento e submeter o produto
de hibridizacdio a um procedimento de tratamento em que um produto de

hibridizagdo contendo pelo menos uma diferenga é dissolvido e em que a

~presenc¢a de um produto de hibridizagéo ndo dissolvido é indicativa para a

presenga e/ou quantidade de um 4cido nucleico que tem uma seqliéocia
completamente complementar (i.e., nenhuma diferenga) com a sonda de
hibridizagéo.

O tratamento para a dissolucfio de produtos de hibridizacdo
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contendo diferenca, i.e., 0o uso de enzimas de detec¢dio de diferenga que
clivam o produto de hibridiza¢do, dependendo da presenga de uma diferenca.
Enzimas adequadas para tal tratamento de digestdo de diferenga incluem
glicosilases diferentes, tais como codificado pelos genes hMSH2 e hMLHI e
Mut S, Mut L e Mut H. As proteinas adicionais sfo MutY e Mig.Mthl.
Mig.Mthl corta T dentre uma diferenca de TG, MutY corta A em uma
diferenca de AG e a enzima TDG corta T em uma diferenca de TG.

Alternativamente ou adicionalmente, os produtos de
hibridiza¢do contendo diferengas podem ser dissolvidos por um tratamento de
hibridizacdo diferencial envolvendo o ajuste de condi¢des de hibridizagéo,
e.g., na visdo de temperatura, concentragdo de sal e/ou lavagem com cloreto
de dimetil aménio, em que um produto de hibridizagéo contendo diferencas é
dissolvido e o produto de hibridizagdo completamente complementar
permanece estavel.

Em ainda outra forma de realizagio, diferengas, e.g., SNPs,
podem ser determinadas por alongamento de iniciador seletivo catalisado por
enzima. Para este propdsito, um iniciador é fornecido, em que a extremidade
3' do iniciador é diretamente localizada a montante de um sitio de diferenga
potencial no analito padrio. Uma extensfo de iniciador é somente possivel
quando um nucleotideo que é complementar & préxima base no padrio estiver
presente. Pela sele¢do de um tipo unico de nucleotideo funcionalizado e
determinagio se ele é incorporado no iniciador ou néo, a base no sitio de
diferenca potencial pode ser determinada.

O método da presente invengdo compreende a deteccfio de
grupos marcadores que sdo incorporados em um produto associado do analito
com um composto funcionalizado. Os grupos marcadores s@o preferivelmente
selecionados de grupos de formagfo de deposi¢iio de metal, e.g., grupos
funcionalizados com aldeido, de grupos de formacgéo de fluorescéncia ou

fluorescentes ou de grupos ativos redox.
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A formacdo de deposicBes de metal requer o tratamento de
grupos de tratamento com um reagente de metaliza¢do, e.g., um reagente
compreendendo 4tomos de metal e/ou ions selecionados dentre Ag, Au, Bi,
Cu, Pd ou Pt, que podem ser seletivamente depositados em torno de grupos
aldeido, e.g., por redugdio. Preferivelmente, o reagente de metalizagio
compreende um sal de Ag+, tal como um complexo de Ag-aménio, ie., 0
reagente de Tollens. Outros exemplos preferidos de reagentes de metalizagfo
sdo Cu(NO;)/1,, complexos de platina terpiridina, tais como [Pt(terpy)CI]Cl,
Pd(OAc); ou KAuCl,.

Além disso, os grupos funcionalizados podem também
funcionar como um portador para ligar outros grupos marcadores, tais como
grupos marcadores fluorescentes. Por exemplo, os compostos marcadores
com grupos amino podem ser acoplados a grupos aldeido por aminagdo
redutiva na presenga de um agente de redugdo, tal como cianoboroidreto de
sédio. Alternativamente, a formagio de hidrazona ou oxima pode ser usada
para fornecer grupos marcadores.

A deteccio dos grupos marcadores pode ser realizada de
acordo com métodos conhecidos. Por exemplo, as deposigdes de metal podem
ser determinadas qualitativamente e/ou quantitativamente por métodos
opticos e/ou métodos elétricos. Em uma forma de realizago preferida, as
deposigdes de metal em uma superficie s6lida podem ser determinadas pela
medigio de pardmetros elétricos, e.g., condutividade, grupos marcadores
fluorescentes podem  ser  determinados  qualitativamente  e/ou
quantitativamente por métodos de medic8io fluorescentes, e.g., excitagéo
através de uma fonte de luz adequada tal como um laser e detec¢do da luz
fluorescente emitida.

Em uma outra forma de realizagdo, a presente inven¢do
compreende a deteccio de grupos marcadores que sdo formados

especificamente em um local formado em um meio foto-sensivel na presenga
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de grupos foto-sensibilizadores em um produto associado do analito com um
composto  funcionalizado. Os  grupos  foto-sensibilizadores  sfo
preferivelmente selecionados dentre grupos fluorescentes ou luminescentes.
Os grupos foto-sensibilizadores podem ser incorporados diretamente no
produto associado ou através de um portador, e.g., através de uma reagfo de
Click, como explicado acima em detalhes. O meio foto-sensivel compreende
grupos que, quando irradiados na presenca de grupos foto-sensibilizadores,
formam grupos marcadores detectiveis, tais como nucleos de metal que
podem ser desenvolvidos de acordo com técnicas fotogrficas padrdo, e.g.,
por técnicas de desenvolvimento quimicas e foto-quimicas.

A presente invengdo também se refere a kits reagentes para
detectar analitos, e.g., analitos de acido nucleico em uma amostra que
compreendem um composto funcionalizado tendo ligado pelo menos um
grupo funcional, como descrito acima. Geralmente, o kit pode compreender
um composto da féormula (IIF)

F-S-N

em que F é qualquer grupo funcional como descrito acima,
e.g., um grupo A como definido na férmula (I), um grupo C como definido na
formula (II) e/ou um grupo foto-sensibilizador;

S é um espagador ou uma ligagdo, preferivelmente uma
ligacdo covalente, e

N é um bloco de construgdo de acido nucleico ou analogo de
acido nucleico, tal como um composto nucleosidico ou nucleotidico.

O kit reagente pode opcionalmente conter um reagente de
formagdo de aldeido ou um segundo parceiro para a reagéo de Click e um
marcador ou reagentes formadores de marcador ou um meio foto-sensivel. Os
kits sdo preferivelmente usados em um método como indicado acima.

Além disso, a presente invengdo se refere a um composto

funcionalizado com aldeido da férmula (I) ou um composto funcionalizado
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com Click da formula (II) como indicado acima. Os compostos
funcionalizados podem ser blocos de construgdo para a sintese quimica ou
enzimatica de 4cidos nucleicos ou andlogos de é4cido nucleico ou seus
precursores. Preferivelmente, os compostos sfo trifosfatos de nucleosideos,
particularmente, ribose, 2'-desoxirribose ou trifosfatos de 2', 3'-
didesoxirribose nucleosideo ou seus analogos que podem ser enzimaticamente
incorporados em acidos nucleicos.

Além disso, os compostos podem ser blocos de construgdo
para a sintese quimica de 4cidos nucleicos, tais como &cidos peptideo
nucleicos, acidos nucleicols de morfolino ou 4cidos nucleicos travados. Para
este fim, fosforamiditas de nucleosideo, H-fosfonates, fosfotriésteres ou Fmoc
e/ou aminodcidos de nucelobase protegidos com Boc séo adequados.

A presente inven¢do também se refere a uma molécula de
acido nucleico ou anélogo de 4cido nucleico tendo incorporado nela pelo
menos um composto da férmula (I) e/ou férmula (IT). A molécula pode ser um
dcido nucleico selecionado dentre DNA e RNA ou um andlogo de acido
nucleico, e.g., selecionado de acidos nucleicos peptidicos, dcidos nucleicos de
morfolino ou acidos nucleicos travados, como descrito em detalhe acima.

Além disso, a presente invengfo se refere a um método de
sintetiza¢do de uma molécula de 4cido nucleico ou andlogo de acido nucleico
que compreende a incorporagdo de pelo menos um bloco de construgéo de
nucleotideo ou anédlogo de nucleotideo compreendendo um composto (I) e/ou
(I) em uma molécula de 4cido nucleico e/ou analogo de acido nucleico. O
método pode compreender uma sintese quimica e/ou uma sintese enzimatica.

Além disso, a presente invengdo se refere a um produto de
metalizacdo da molécula de 4acido nucleico ou andlogo de 4cido nucleico
como indicada acima que é obtenivel pelo tratamento de um composto
funcionalizado com aldeido contendo 4acido nucleico com um reagente de

metalizagdo como indicado em detalhes acima.
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Além disso, a presente inveng¢do se refere a um produto
associado da molécula de 4cido nucleico ou andlogo de acido nucleico como
indicado acima com um analito como descrito acima. Preferivelmente, o
produto associado € um produto de hibridizago com um é&cido nucleico
complementar.

Em uma forma de realizagio preferida, os métodos e os kits
reagentes da presente invengdo sdo usados para aplicagdes agriculturais. Por
exemplo, a presente invengdo é adequada para a detecgéio de 4cidos nucleicos
a partir de plantas, patégenos de planta ou pestes de planta, tais como virus,
bactérias, fungos ou insetos. Além disso, a presente invengdo é adequada para
detectar variabilidades genéticas, e.g., SNPs em plantas ou partes de planta,
patdgenos de planta ou pestes de planta, tais como insetos.

Uma outra aplicagdo é uma detec¢do ou monitoramento de
resisténcias, tolerdncias ou intolerdncias a herbicida, fungicida ou pesticida,
e.g., resisténcias, tolerincias ou intolerdncias em fungos, insetos ou plantas
em organismos ou popula¢des de organismos. A presente invengéo € também
adequada para genotipagdo rapida, e.g., para a deteccdo e/ou diferenciagdo
rapida de espécies ou cepas de fungos, insetos, ou plantas. Além disso,
deteccdo e/ou diferenciagdo de organismos geneticamente modificados para
cepas, e.g., organismos ou cepas de fungos, insetos ou plantas € possivel.

Devido a alta sensibilidade da presente invengdo, um
diagnésticos precoce de patdgenos € possivel, i.e., diagnosticos antes dos
primeiros sintomas da presencga de patégenos ¢ visivel. Isto € particularmente
importante para o diagndstico de ferrugem de soja (Phakospora pachyrizi) ou
outros patégenos, e.g., Blumeria graminis, Septoria tritici ou Oomicetos ou
outros patdgenos para os quais controle é somente possivel se a sua presencga
for detectada antes de ser visualmente reconhecida.

Além disso, a presente invengdo é adequada para aplicagdes

médicas, diagnosticas e forénsicas, e.g., em medicina humana ou veterindria,
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e.g., para a detecgdo de acidos nucleicos de patdgenos, e.g., patdogenos
humanos ou patégenos de animais de estimagéo ou de criagéo.

Outras aplicagdes preferidas incluem a deteccdo de
variabilidades genéticas, e.g., SNPs em humanos ou a detec¢do de resisténcia,
tolerdncias ou intolerdncias ou alergias a medicamentos. Além disso, a
presente invengdo €é adequada para a genotipagdio, particularmente
genotipagio de humanos de forma a determinar mutagSes associadas com a
predisposi¢do ou risco aumentado de distirbios, alergias e intolerancias. A
presente invenc¢do pode também ser usada para a deteccdo de organismos ou
cepas geneticamente modificadas, organismos ou cepas de bactérias ou virus,
mas também animais de criaco geneticamente modificados, etc. A presente
invencfio é particularmente adequada para o diagnéstico de doengas, e.g.,
doengas genéticas, doengas alérgicas, doengas autoimunes ou doengas
infecciosas.

Além disso, a presente inveng&o ¢ adequada para a detecgéo da
func¢io e/ou expressdo de genes, e.g., para propodsitos de pesquisa.

Ainda uma outra forma de realiza¢do é o uso do método para
protecdo de marca, e.g., para detec¢éio de informagéo especifica codificada em

produtos, tais como bens valiosos como produtos de protegdo de planta,

compostos farmacéuticos, cosméticos e produtos quimicos finos (e.g.,

vitaminas e aminoacidos) e produtos de beber, produtos de combustivel, e.g.,
gasolina e diesel, aparelhos eletrdnicos para consumidor podem ser
comercializados. Além disso, o acondicionamento destes e outros produtos
podem ser comercializados. A informagdo € codificada por 4cidos nucleicos
ou analogos de 4cido nucleico que tém sido incorporados no produto ¢/ou no
acondicionamento de um produto. A informagéo pode se relacionar com a
identidade do fabricante, com sitios de produgio, com a data de produgéo e/ou
distribuidor. Por meio da presente invengfo, detec¢do rdpida de dados

especificos para o produto pode ser realizada. Uma amostra pode ser
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preparada a partir de uma aliquota do produto que € entdo contatado com uma
ou mais sondas de hibridizagdo funcionalizadas especificas para seqliéncia
capazes de detectar a presenga de informag8o codificada por acido nucleico
na amostra.

A presente inveng¢do € também adequada para o campo de
nutrientes. Por exemplo, na drea de alimentagdo, nutrientes animais, e.g.,
milho, sdo suplementados com uma maior quantidade de conservantes, tais
como acido propidnico. Pela aplicagdo do método da presente invengio, a
adigdo de conservantes pode ser reduzida. Além disso, a analise gendémica
com o método da presente invengio permite a previsédo da capacidade de um
individuo para utilizar nutrientes especificos (nutrigenémicos).

Ainda uma outra forma de realizagéio preferida se refere ao
campo de epigenéticos. Esta forma de realizagfo se refere particularmente a
uma andlise de DNA, e.g., DNA gendmico com relagdo a metilagdo de bases
de citosina. Nesta forma de realizagdo, o DNA pode ser tratado com um
reagente especifico para citosina, e.g., hidrazina e/ou hidroxilamina. Por meio
do tratamento, uma reacfio seletiva de residuos de citosina ou metilcitosina
ocorre. Por exemplo, tratamento com hidroxilamina leva a uma modificacdo
seletiva de residuos de citosina. Preferivelmente, o reagente € adicionado em
uma quantidade sub-estequiométrica de forma a obter a modificagfo parcial
de, e.g., residuos de citosina. Subseqiientemente, o DNA tratado € analisado,
e.g., por uma reagdo de extensdo de iniciador usando pelo menos um bloco de
construgdo acido nucleico modificado, como indicado acima, e.g., uma base
dU e/ou dC. Preferivelmente, uma base modificada de Click, e.g., uma base
modificada com alquino € usada. A reagdo de extensdo de iniciador did uma
escada de seqiienciagfio caracteristica resultante de interrup¢des da reacdo nas
bases dC ou 5-metil-dC modificadas (cf. Fig. 26).

Uma outra forma de realizag8o preferida se refere a aplicacéo

de moléculas de 4cido nucleico repérteres a um meio foto-sensivel, e.g., um
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papel fotografico ou qualquer outro meio sensivel a luz. Preferivelmente, as
moléculas reporteres carregam um grupo foto-sensibilizador e um grupo
extintor. Na auséncia do analito, o grupo foto-sensibilizador € extinto. Por
exemplo, a molécula repdrter pode ter uma estrutura de grampo com o foto-
sensibilizador e o grupo extintor em ou préximo do terminal da molécula em
uma relagdo espacial proxima. Quando a molécula repérter estiver presente
como uma estrutura de grampo, o grupo foto-sensibilizador € extinguido (de
acordo com a técnica de balizamento molecular conhecida). Assim, uma
molécula repérter com uma estrutura de grampo ndio pode efetuar uma
sensibiliza¢cdo quando irradia luz ao meio foto-sensivel. Na presenca de um
analito, a estrutura de grampo é quebrada. O analito pode ser um filamento de
acido nucleico complementar ou uma enzima que cliva a estrutura de grampo
ou uma proteina que se liga ao grampo e assim quebra a estrutura. O grupo
foto-sensibilizador é separado do grupo extintor e ¢ assim capaz de foto-
sensibilizagdo. Neste caso, irradiagdo de luz leva a uma sensibilizagdo do
meio fotografico e assim a detecgdo de analito (cf. Fig. 27).

Nesta forma de realizagdo, a presente invenc¢do se refere a um
método para a detecgio de um analito em uma amostra compreendendo as
etapas de:

(1) fornecer uma amostra,

(ii) fornecer uma molécula repérter compreendendo um grupo

foto-sensibilizador ou um grupo portador para a introdugéo de um grupo foto-

sensibilizador e um grupo extintor em que o grupo foto-sensibilizador €
extinguido na auséncia do analito a ser detectado,

(iii) contatar a amostra com a molécula reporter sob condigdes
em que a extingdo do grupo foto-sensibilizador ¢ pelo menos parcialmente
reduzido ou terminado na presenga do analito.

(iv) se necessario, reagir o grupo portador com um parceiro de

reagdo compreendendo um grupo foto-sensibilizador,
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(v) irradiar a dita molécula repdrter em contato com um meio
foto-sensivel sob condigdes em que os grupos marcadores séo formados no
dito meio foto-sensivel na presenga de grupos foto-sensibilizadores néo
extinguidos na dita molécula reporter, e

(vi) detectar os ditos grupos marcadores

Além disso, esta forma de realizacdo se refere a um kit
reagente para detectar um analito em uma amostra compreendendo:

a) uma molécula repérter compreendendo um grupo foto-
sensibilizador ou um grupo portador para introduzir um grupo foto-
sensibilizador e um grupo extintor, em que o grupo foto-sensibilizador ¢
extinguido na auséncia do analito a ser detectado,

b) opcionalmente, um parceiro de reagfio para o grupo portador
compreendendo um grupo foto-sensibilizador, e

¢) um meio foto-sensivel que forma grupos marcadores na
irradiagfo de grupos foto-sensibilizadores néo extinguidos.

Os aspectos preferidos do método, dos kits reagentes e
aplica¢des preferidas sdo descritos acima.

A presente invengdo ¢ também explicada pelas seguintes
Figuras e Exemplos.

DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1: Sitios de ligagdo preferidos de grupos funcionais (R),
e.g., grupos funcionalizados com aldeido em diferentes nucleobases 7-dN-G,
C, 7-dN-A e T para a incorporagdo enzimética de grupos marcadores em
oligonucleotideos.

Figura 2: Representacdio esquematica da sintese de blocos de
construcdo de nucleosideo funcionalizados com aldeido para a sintese de fase
sélida de acidos nucleicos.

Figura 3a: Representagdo esquematica da sintese de um

trifosfato de nucleosideo funcionalizado com acetal (aldeido protegido) para a
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sintese enzimatica de acidos nucleicos.

Figura 3b: Um exemplo de um trifosfato de nucleosideo
funcionalizado com alquino para quimica de Click eficiente em DNA, em que
n é preferivelmente 0 - 4.

Figura 3¢: Um exemplo de um trifosfato funcionalizado com
aldeido protegido.

Os compostos mostrados na Figura 3 sfo adequados para
incorporagéo de PCR eficiente em DNA.

Figura 4: Os resultados de uma reagfo de metalizagdo pelo
contato de reagente de Tollens com uma base modificada com aldeido: (1)
solugdio de agtcar como referéncia, (2) DNA com um grupo modificado com
aldeido, (3) DNA com dois grupos aldeido e (4) DNA ndo modificado.

Figura 5: (I) produtos de extenséo de iniciador manchados com
Ag (a) ou usando um corante de fluorescéncia padrdo (b): I.la: TTP
modificado por aldeido em extensdo de iniciador. I.1b: TTP modificado por
acetal em extensdo de iniciador. I.3a: DNA nio modificado. Manchamento
com prata somente positivo nas Faixas 1 e 2. Lbb-3b mesmo gel, mas
manchado n#o especificamente com um corante de fluorescéncia. (II) Produto
PCR com 2142 bp manchado com um corante fluorescente (a) ou com Ag (b):
[I2a: TTP modificado com acetal em PCR. M: marcador, IIlb: TTP
modificado com aldeido em PCR, 2: TTP modificado com acetal em PCR,
I13b: DNA n#o modificado.

Figura 6: Os resultados de uma série de diluigdo com uma
molécula de DNA sintética contendo um grupo funcional de aldeido simples.
Detecgédo por manchamento com Ag.

Figura 7: Exemplos de nucleosideos com diferentes
nucleobases carregando fungdes de acetal (aldeido protegido), que podem ser
convertidos nas fosforamiditas, H-fosfonatos ou triésteres correspondentes

para sintese quimica de 4cidos nucleicos ou em 5'-trifosfatos para
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incorporag8o enzimatica de acidos nucleicos.

Figura 8: Derivatizagdo de DNA ou PNA modificado com
aldeido com um rétulo de fluorescéncia como uma alternativa para a
metalizagfo através de aminagdo redutiva.

Figura 9: mondmeros de nucleosideo e nucleotideo
modificados por alquino (a,b), modificados por azida (c) e modificados por
aldeido protegido (d,e), em que n ¢ preferivelmente 0-4.

Figura 10: Representagdo esquemdtica da sintese de
nucleosideos funcionalizados com alquino e trifosfatos de nucleotideo.

Figura 11: Representagdo esquemdtica da sintese de
dendrimeros funcionalizados com azida compreendendo grupos aldeido
protegido.

Figura 12: Exemplos de azida e derivados de alquino azida
com marcador ou precursor de marcador para a reagdo de Click com
nucleosideos ou acidos nucleicos modificados com alquino e azida.

Figura 13: No topo: Analise MALDI-TOF da reagdo de Click
com oligonucleotideos contendo a base modificada 2 (Figura 9b) e azidas de
fluoresceina como o parceiro de "clicking" (m: 495). Abaixo: Eletroforese de
reacdes de Click de DNA medificado com mondémero 2 e azida de
fluorescina. Al: imagem de fluorescéncia, Faixa 1: material inicial antes da
reagdo de Click; 2,3: mistura de feagﬁo bruta; 4: Azida sob condicdes de
Click; A2: mesmo gel manchado com SYBR Green. B1: Faixa 1,2: mistura de
reacdo bruta; 3: material inicial; B2 mesmo gel, mas manchado com SYBR
Green.

Figura 14: Reacfio de Click para introdugfio de azida de
coumarina em resultados de DNA em um produto fluorescente (tubo de
reagdo direito).

Figura 15: Fosforamidita modificado com alquino (a), um

nucleosideo modificado com alquino (b) e galactose modificada com azida
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(c).

Figura 16: Ensaio PCR usando 200 pM de 8, dATP, dCTP ¢
dGTP, 0,05 pg de DNA gendmico de S. cerevisiae 499, 10x de tampéo de
polimerase com magnésio, 0.3 mM cada de iniciadores e 1,25 U polimerases.
Faixa 1) Vent, 2) Vent (exo), 3) Pwo, 4) Taq (exo) from Roche, 5)
Therminator, 6) Taq € da Promega e 7) marcador.

Figura 17: Amplificagio de PCR de DNA com 2142 com
trifosfato modificado 1 ou 8 (Figura 10) substituinte dTTP. Agarose Gel (2%)
foi usado ¢ manchado com Brometo de Etidio. Um total de 35 ciclos de PCR
foram corridos, com 45 seg usados para cada incubagfo. A Faixa 1) escada de
DNA 2-log NEV (0,1-10,0 kb), Faixa 2} controle negativo (menos dTTP),
Faixa 3) com substrato (1) substituindo dTTP, 4) com substrato (8)
substituindo dTTP e 5) controle positivo (usando dTTP).

Figura 18: Cromatograma HPLC de (a) a digestdio enzimadtica
de fragmentos de PCR (318 mer) incorporando trifosfato 8 (Figura 10); (b) a
digestio enzimdtica de fragmentos de PCR incorporando dTTP; (c)
nucleosideo (Fig. 10).

Figura 19: Série de dilui¢do de fragmentos de PCR com 318
bp incorporando trifosfatos 1 e 2 seguido por clicking "no gel" e
manchamento com prata. (a) Série de diluicdo de fragmento de PCR
incorporando 1 (Faixa 1 7,0 ng, Faixa 2 3,5 ng, Faixa 3 1,3 ng, Faixa 4 0,7 ng)
and 2 (Faixa 5 7,0 ng, Faixa 6 3,5 ng, Faixa 7 1,3 ng, Faixa 8 0,7 ng) corrida
em um gel de PAAG TBE-uréia. O gel foi submetido ao clicking "no gel"
com azida 3 e subseqiiente manchamento com prata. (b) Detecgéo
comparativa de uma série de dilui¢iio de um fragmento de PCR incorporando
2 através de (i) o método de manchamento com prata seletivo (como por (a)) e

através de (ii) SYBR green II (Faixa 1 7 ng, Faixa 2 3,5 ng, Faixa 3 1,3 ng,

Faixa 4 0,9 ng, Faixa 5 0,5 ng, Faixa 6 0,3 ng). {c) Série de diluigdo de

fragmentos de PCR incorporando 2 (Faixa 1 7 ng, Faixa 2 3,5 ng, Faixa 31,3
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ng, Faixa 4 0,9 ng, Faixa 5 0,5 ng, Faixa 6 0,3 ng) e 2 Faixa 1 7,0 ng, Faixa 2
3,5 ng, Faixa 3 1,3 ng, Faixa 4 0,7 ng) corrido em gel PAAG TBE-uréia. O
gel foi entdo submetido ao clicking "no gel" com azida modificada por
aldeido 4 e manchamento com prata subseqiiente. (d) Série de diluigdo de
fragmentos de PCR incorporando 2 (Faixa 1 7 ng, Faixa 2 3,5 ng, Faixa 3 1,3
ng, Faixa 4 0,9 ng, Faixa 5 0,5 ng, Faixa 6 0,3 ng) corrido em gel de PAAG
TBE-uréia. O gel foi entdo submetido a clicking "no gel" com azida
modificada por aldeido 5 e subseqiiente manchamento com prata.

Figura 20: Fotografia de AFM de DNA natural (a) ¢ DNA
modificado com aldeido (b) ap6s a exposi¢do as condi¢des de manchamento
com Ag, e DNA modificado com aldeido apés manchamento com Ag sem
desenvolvimento (c), apds 2 min de desenvolvimento (d) e ap6s duas vezes de
2 min de desenvolvimento (e).

Figura 21: Um esquema de um analito, e.g., método de
detecgéo de analito de DNA usando os principios de fotografia preto e branco.
Replicagdo inicial do analito de DNA na presenga de um iniciador seletivo
para seqiiéncia produz uma seqiiéncia alvo rotulada com um sensibilizador
(S). Apds a irradiacdo e desenvolvimento fotografico subseqliente, o analito
pode ser detectado em um meio foto-sensivel, e.g., papel fotografico.

Figura 22: Esquema de corantes de cianina (1), (2) e (3). Série
de dilui¢do de corantes de cianina irradiados por 10 segundos usando uma
lampada de projetor suspensa com um filtro de faixa de 530 nm usando (a) 1;
(b) 2 e (¢) 3 ou irradiagio por 5 minutos com uma ldmpada com
infravermelho usando (d) 1, (¢) 2 e f (3). Os experimentos de ponto
correspondem as seguintes diluigdes: Ponto 1: 1 x 10-11, Ponto 2: 1 x 1012
mol., Ponto 3: 3 x 101 mol, Ponto 4: 1 x 10" mol, Ponto 5: 3 x 10 mol,
Ponto 6: 1 x 10" mol, Ponto 7: 3 x 10*mol, Ponto 8: 1 x 10> mol, Ponto 9:
3 x 10" mol, Ponto 10: 1 x 10"* mol.

Figura 23: Testes de ponto de oligodesoxirribonucleotideos

b3
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ODN-1 [5-GCG ATT CGT TCG TCG C-3"], ODN-2 [5'-CGC GAA TGA
ACA GCG C-3'] e ODN-3 [5-GCG ACC GAT TCG C-3", todos em 50 nmol
usando (a) irradiagfio de alta energia e um filtro de faixa (520 nm); e (b)
irradiacio de baixa energia através de exposi¢do prolongada (5 minutos)
usando uma lampada com infravermelho.

Figura 24: Esquema de corantes de cianina Cy5 ¢ Cy5.5. Série
de diluig¢do de corantes de cianina presos a ODNs irradiados por 10 segundos
usando uma ldmpada projetora suspensa equipada com um filtro de fragdo de
520 nm usando (a) ODN-4 [5'-Cy5-GCG CTG TTC ATT CGC G-3']; (b)
ODN-5 [5'-Cy5.5-GCG CTG TTC ATT CGC G-3"]; ou irradiagdo por 5
minutos com uma ldmpada de infravermelho (c) ODN-4; (d) ODN-5. Os
experimentos de pontos correspondem as seguintes diluigdes: Ponto 1: 1 x 10°
' mol., Ponto 2: 3 x 102 mol., Ponto 3: 1 x 102 mol, Ponto 4: 3 x 10" mol,
Ponto 5: 1 x 10 mol, Ponto 6: 3 x 107" mol, Ponto 7: 1 x 10™* mol, Ponto 8:
3 x 10"’ mol.

Figura 25: Esquema do processo da metodologia de "Click e
fotografia". Uma seqiiéncia, e.g., gene, de interesse € especificamente
selecionada e amplificada através de PCR com trifosfatos modificados com

alquino (dU*TP) e iniciadores seletivos para gene. Estas fungdes alquino

‘podem ser rotuladas através de quimica de click com um foto-sensibilizador

apropriado (S) produzindo hibridos de DNA foto-sensibilizados. Irradiagdo da
amostra no papel de foto e desenvolvimento subsegiiente vdo fornecer um
novo método para a detecgdo de genes sensivel e especifica.

Figura 26: Esquema de um método para identificar padrdes de
metilagdo em DNA por modificagBes quimicas especificas para citosina. Um
analito de DNA ¢é reagido com um agente de modificagfio especifico para
citosina (ou metilcitosina), e.g., hidroxilamina, preferivelmente em uma
quantidade sub-estequiométrica de forma a dar residuos de citosina

parcialmente modificados (C*). Uma reagfo de extensdio de iniciador com
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uma base modificada por alquinila é realizada. Esta reagdo termina em
residuos de citosina modificados resultando em uma "escada" de produtos de
extensio tendo um comprimento caracteristico. Ap6s a separagdo dos
produtos de extenséo iniciadores, e.g., em um gel, uma reagéo de Click com
um grupo marcador modificado com azida, e.g., um agtcar modificado e uma
deteccdo subseqiiente do grupo marcador (e.g., através de manchamento de
prata) é realizada. O padrio de metilagio da amostra de DNA pode ser
determinado pela comparag3o dos produtos de extensdo de uma amostra de
DNA metilada com os produtos de extensfio de uma amostra de DNA nio
metilada que tenha sido submetida ao mesmo tratamento.

Figura 27: Esquema de um método de detecgfo de balizamento
molecular em um meio foto-sensivel. Uma molécula repdrter tendo um grupo
de fluorescéncia (F) e um grupo de extingdo (Q) é fornecida. Na auséncia de
analito, a molécula repérter tem uma estrutura de grampo e a fluorescéncia €
extinguida. Na presenga de analito, o grupo de extingfo € removido do grupo
de fluorescéncia que se torna nfo extinguido (F*). A amostra € irradiada na
presenca de um meio fotografico, tal como papel fotografico ou outro material
sensivel 4 luz e revelada.

Exemplos
Exemplo 1
Sintese de nucleosideos ¢ nucleotideos modificados por aldeido

Trifosfatos de nucleotideos e nucleosideos com nucleobase
modificadas por aldeido foram sintetizados de nucleosideos apropriadamente
modificados que carregam um grupo de saida, tal como I, preferivelmente na
posi¢do 5 das bases de pirimidina, e.g., T, U e C ou na posi¢do 7 de bases de
purina, e.g., 7-desaza G, 7-desaza A, G e A , como mostrado na Figura 1.
Todas as modifica¢des nestas porgdes emanam da maior ranhura do DNA.

A sintese de uma fosforamidita de nucleosideo T (U)

modificada com aldeido primeiro através de alquinilagdo mediada de

05
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Sonogashira [20] seguida pela reagfo com grupos funcionais apropriados foi
realizada como mostrado na Figura 2. A fung¢#o aldeido foi mantida protegida
como um grupo acetal. O grupo de protegdo acetal pode ser removido por
tratamento com 4cido. A fosforamidita de nucleosideo modificada pode ser
incorporada em acidos nucleicos por sintese quimica.

A sintese de um trifosfato de nucleosideo modificado por
acetal foi realizada como mostrado na Figura 3a. Outros trifosfatos de
nucleosideo modificados por alquino (para reagéio de Click), acetal e
hemiacetal sfo mostrados na Figura 3b. Os trifosfatos de nucleosideos
modificados podem ser incorporados em acidos nucleicos por sintese
enzimatica.

O uso de reagdes de formagdo de C-C baseadas em Pd, tais
como por Sonogashira/Suzuki [20] fornece uma abordagem sintética geral
para a sintese de nucleotideos e nucleosideos modificados por aldeido com
diferentes grupos aldeido com diferentes nucelobase modificadas. Além disso,
grupos aldeido com caracteristicas estérias, eletronicas e funcionais podem ser
sintetizados.

Exemplo 2

Incorporégz‘io de nucleosideos e nucleotideos modificados por aldeido em
oligonucleotideos

2.1 Incorporacio por sintese quimica

Incorporagdo da fosforamidita de nucleosideo modificada por
acetal/aldeido foi alcangada por sintese em fase sdlida convencional [21].
Varios oligonucleotideos de DNA contendo uma ou mais nucelobase
modificadas por acetal/aldeido foram preparados como mostrado na Tabela 1.
A desprotegio dos grupos acetal forneceram o oligonucleotideo de DNA
modificado por aldeido.

Os oligonucleotideos foram testados quanto a sua capacidade

para formar pares de base com filamentos de DNA complementares de forma
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a obter moléculas de DNA com filamento duplo. Foi verificado que a reducgfo
de estabilidade duplex devida a presenca do grupo aldeido € baixa. O ponto de
fusdo de filamentos duplos é diminuido por cerca de somente 2°C por
modifica¢do. Esta quantidade de desestabilizagdo €, contudo, completamente
aceitavel para aplicagdes pretendidas.

Tabela 1: Oligodesoxinucleotideos sintetizados por sintese em fase sélida

T [°C]
1 TTTTTTXTTTTT
2 TTTTTTXXTTTTT
3 GCCGAXGCGC 53,8 (56,5 controle néo
modificado)
4 GCGXATAXATAXTCGC 48.4 (53,7 controle ndo
modificado)

5 TTXTTXTTXTTXTTX

2.2 Incorporacio por métodos enzimaticos

Os mondmeros de trifosfato modificados por acetal foram
preparados de acordo com a Figura 3. O método mais seletivo de sintese de
trifosfatos € o procedimento seguindo Ludwig e Eckstein [11, 12]. Este
procedimento é levemente 4cido de forma a obter uma mistura de aldeido e
acetal-TTP que pode ser separada por HPLC, se desejado [13].

Estudos foram realizados com os trifosfatos de acetal e aldeido
e uma variedade de diferentes polimerases de DNA. Eles mostraram que todas
as polimerases aceitam o trifosfato modificado como substrato e eles
seletivamente incorporam a base modificada. Também, multiplas
incorporagdes ndo sdo mais probleméticas. As seguintes polimerases foram
testadas em estudos de extensdo de iniciador e PCR. Os experimentos foram
realizados com a timidina protegida por acetal e também com a timidina

funcionalizada por aldeido desprotegida.

Extensdo de Iniciador PCR
Therminator (NEB) Pfx (A)
Vent Taq (A)

Vent (exo0) Vent (B)

bt
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Taq

Foram também realizados estudos de PCR com TPP

substituido pelos trifosfatos sintéticos (acetal e aldeido). O experimento PCR

mostrou que a base modificada pode ser incorporada em 2400 pares de base
em gene integral, estabelecendo que podem ser criados genes especificamente
rotulados com centenas de sitios de nucleagfo derivados de aldeido.

Exemplo 3

Detec¢io dos oligonucleotideos e genes rotulados

Um método preferido para a deposi¢io de metal em aldeidos é
baseado no teste de Tollens [14].

R-CHO + 2 Ag[NH;]OH — R-COO'NH," + 2 Ag(s) + HO+ NH;

Nesta reaco, um complexo de prata-amonio € reduzido pelo
aldeido. Se a concentracfio do aldeido for alta, alguém pode ver um filme de
prata sélida no interior do tubo de reagéo.

O nucleosideo contendo aldeido e os 4cidos nucleicos
modificados por aldeido quimicamente sintetizados podem ser detectados em
um teste de manchamento com prata indicativo de fung¢ées aldeido (Fig. 4).
Um filamento de DNA nio rotulado deu em contraste um resultado
claramente negativo sob as mesmas condi¢des, mostrando que o aldeido
seletivamente introduzido nas seqiiéncias de DNA especificas permite a
deteccgdo seletiva destas seqiiéncias modificadas.

A deteccdo de 4cidos nucleicos modificados por aldeido por
manchamento de prata foi também realizada em géis. Os grupos aldeido no
DNA foram suficientes para reduzir os ions de prata dentro de um gel. As
sementes formadas pelo processo nd DNA podem ser desenvolvidas até que
uma banda preta clara composta de prata depositada possa vista no gel.

Isto foi demonstrado por manchamento de acidos nucleicos
modificados por aldeido das reagBes de extensio de iniciador e de PCR

(Figura 5 (i) e (ii), respectivamente).

OF
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Como mostrado na Fig. 5, o DNA contendo o nucleosideo
modificado é exclusivamente manchado por Ag enquanto que DNA ndo
modificado fica nfo manchado. Isto € verdadeiro para o iniciador estendido e
para o produto de PCR. O procedimento de manchamento € baseado no kit
SilverXPress (Invitrogen), mas com solugBio de Tollens mais forte. O
manchamento seguindo outros procedimentos é também possivel.

Exemplo 4
Determinacio de Sensibilidade

De forma a determinar a sensibilidade do método de detecgéo,
experimentos de diluigdo foram realizados (Figura 6). Foi verificado que o
manchamento de DNA funcionalizado com aldeido com um kit de
manchamento de Ag padrio foi pelo menos cinco vezes mais sensivel do que
manchamento com brometo de etidio (~0,5 ng de DNA com um comprimento
de 50 bp).

Esta sensibilidade muito impressionante é obtida ainda com
detecgéo visual grossa.

Exemplo 5
Sintese de nucleosideos e nucleotideos modificados com azida e alquino

* Nucleosideos ¢ Trifosfato de nucleosideo com azida e bases
modificadas com alquino foram sintetizados substancialmente como descrito
no Exemplo 1.
5.1 Sintese de nucleotideos modificades com alquino

Um esquema de reac@io detalhado para a sintese de trifosfato
de nucleosideo modificado por alquino é mostrado na Figura 10.

A preparagio de nucleosideo (1) e seu ftrifosfato
correspondente (2) foi realizada como previamente [23, 24]. A uma solugéo
completamente desgaseificada de 3 (1,00 g, 1,72 mmol), Bl pd(PPh;), (0,198
g, 0,172 mmol.) e Cul (0,065 g, 0,344 mmol.) em DMF (3 mL) foi adicionada

N,N-diisopropiletil amina desgaseificada (1,5 ml, 8,59 mmol) e a mistura de

o7
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reacdo agitada a temperatura ambiente por 10 minutos. Uma solugdo
desgaseificada de 4-pentin-1-ol (320 pl, 3,44 mmol.) em DMF (1 mL) foi
adicionada em gotas 3 mistura de reagfo durante 1 hora. Apds adigdo
completa, a mistura de reagdo foi agitada a temperatura ambiente durante a
noite. Ap6s a concentragdo in vacuo, a mistura bruta foi diluida com acetato
de etila (200 ml) e a camada orgénica foi lavada com salmoura (3 x 50 ml)
seguida por dgua (50 ml). A camada orgéanica foi seca (MgSO4), filtrada e
concentrada in vacuo. Cromatografia em coluna de vaporiza¢do (Si0O;)
eluindo com um gradiente acetato de etila : isoexano (1:1) seguido por acetato
de etila : isoexano (2:1) forneceu 4 (0,790 g, 86%) como uma espuma amarela
palida. "H RMN (CDCL;, 300 MHz): § 0,01 (s, 3 H, OSiCH;), 0,00 (s, 3 H,
OSiCHj3), 0,05 (s, 3 H, OSiCH3), 0,07 (s, 3 H, OSiCH3), 0,81 (s, 6 H,
OSi(CH;)s), 0,85 (s, 6 H, OSi(CH;);), 1,74 (m, 2 H, CH,-CH,CH»-OH), 1,95
(m, 1 H, H2R), 2,20 (m, 1 H, H-2a), 2,42 (t, 2 H, J = 6,0 Hz, C=C-CH,CH,-),
3,67 (dd, 1 H,T= 11,4, 2,1 (CDCI3, 75,5 MHz): 6 5,4 (SiCHj3), -5,3 (SiCH;), -
4,8 (SiCH3), -4,6 (SiCHj), 16,7 (C=C-CH,CH;), 18,0 (SiC(CHas)s), 18,5
(SiC(CHs)3), 26,1 (SiC (CHs)3), 26,4 (SiC(CHs)3), 31,5 (CH,-CH,-CH,>-OH),
42,3 (C-2Y, 61,9 (CH, CH,CH,-OH), 63,3 (C-5"), 72,4 (C=C), 72,7 (C-3"),
86,0 (C-1"), 88,7 (C-4", 95,0 (C=C), 100,9 (C-5), 101,0 (C=C), 141,9 (C-6),
149,6 (C-2), 162,4 (C-4), HRMS (ESI, +ve) calc. para CyHssN:NaOgSi,
561,2792 [M+Na]+ verificado 561,2803.

A uma solu¢do agitada de 4 (0,300 g, 0,56 mmol) em
diclorometano (5 ml) foi adicionada uma solugdo de periodinano de Dess-
Martin (0,378 g, 0,89 mmol) em diclorometano (5 ml) em gotas durante 5
minutos & temperatura ambiente sob uma atmosfera de nitrogénio. A mistura
de reagdo foi agitada por 2 horas seguida por resfriamento com solugédo de
tiossulfato de sédio saturada (10 ml). A mistura bruta foi entéo diluida com
diclorometano (200 ml) e a camada orgénica lavada com salmoura (2 x 30 ml)

e agua (2 x 30 ml). A camada orgénica foi entdo seca (MgSQy,), filtrada e
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concentrada in vacuo. Cromatografia em coluna (silica flash) eluindo com
35% de acetato de etila em isoexano produziu 5 (0,193 g, 65%) como uma
espuma amarela palida.

'H RMN (CDC13, 600 MHz): § 0,07 (s, 3 H, OSiCHs3), 0,00 (s,
3 H, OSiCHj;), 0,05 (s, 3 H, OSiCHj3), 0,06 (s, 3 H, OSiCHs), 0,81 (s, 6 H,
OSi(CHs);), 0,85 (s, 6 H, OSi{CHs)3), 1,95 (m, ! H, H-2R), 2,21 (m, 1 H, H-
2a), 2,61 (t, 2 H, J = 7,2 Hz, -CH;CH,-), 2,67 (t, 2 H, ] = 7,2 Hz, -CH,CH;-),
3,68 d(d, 1 H,J = 11,4, 2,4 Hz, H-5"), 3,81 (dd, 1 H, J = 11,4, 2,4 Hz, H-5"),
3,89 (m, 1 H, H-4"), 4,32 (m, 1 H, H-3"), 6,20 (dd, 1 H, J = 7,2, 6 Hz, H-1"),
7,84 (s, 1 H, H-6), 8,99 (bs, 1 H, N-H), 9,72 (s, 1 H, CHO),”C RMN (CDCI;,
150,8 MHz): 53,8 (SiCH3), -3,7 (SiCH3), -3,1 (SiCHs), -2,9 (SiCH3), 14,4
(C=C-CH;CH,), 19,7 (SiC(CH3)s), 20,1 (SiC (CHas)s), 27,4 (Sic(CH3)3), 27,7
(SiC(CH,),), 43,7 (C-2"), 44,1 (CH,-CH,CHO), 64,6 (C-5"), 74,0 (C-3' e C=-
C), 87,5 (C-11, 90,0 (C-4", 94,3 (C=C), 101,9 (C-5), 143,8 (C-6), 150,9 (C-
2), 163,7 (C-4), 201,6 (CHO), HRMS (ESI, +ve) calc.. para C,sH44NNaOgSis
559,2635 [M+Na]+ verificado 559,2634.

A uma solucgio de 5 (0,530 g, 1,00 mmol) e K;CO3; (0,269 g,
1,98 mmol) em metanol seco (20 ml) foi adicionada uma solugdo de dimetil
éster do écido 1-diazo-2-oxo-propil-fosfénico (0,261 g, 1,19 mmol) em
metanol seco (5 ml) & temperatura ambiente sob uma atmosfera de nitrogénio.
A mistura de reacfio foi agitada & temperatura ambiente durante a noite,
filtrada e concentrada in vacuo. A mistura bruta foi dissolvida em acetato de
etila (200 ml) e a camada orgénica foi lavada com salmoura (2 x 30 ml) e
dgua (2 x 30 ml), seca (MgSO,) e concentrada in vacuo. Cromatografia em
coluna (silica flash) eliindo com 20% de acetato de etila em isoexano
produziu 6 (0,290 g, 55%) como uma espuma incolor.

"H RMN (CDCI;, 600 Mhz): & 0,00 (s, 3 H, OSiCH3), 0,01 (s,
3 H, OSiCH3), 0,06 (s, 3 H, OSiCH;), 0,07 (s, 3 H, OSiCHs), 0,82 (s, 6 H,
OSi (CHa)3), 0,86 (s, 6H, OSi(CHs)3), 1,93 (m, 1H, H-2 B), 1,95 (s, 1H, C=C-
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H), 2,22 (m, 1 H, H-2), 2,39 (dt, 2 H, J = 8,4, 2,4 Hz, -CH,CH>-), 2,55 (t, 2
H, J = 8,4 Hz, -CH,CH,-), 3,68 (dd, 1 H, J = 11,4, 2,4 Hz, H-5", 3,81 (d, 1 H,
J=11,4, 2,4 Hz, H-5", 3,89 (m, 1 H, H-4"), 4,33 (m, 1 H, H-3"), 6,20 (dd, 1 H,
J =178, 6 Hz, H-19, 7,85 (s, 1 H, H-6), 8,33 (bs, 1 H, N-H), “C RMN
(CDCl;, 150,8 MHz): 57,0 (SiCHj), -6,9 (SiCHs3), -6,4 (SiCHs), -6,2 (SiCHs),
16,5 (C=C-CH,CH,), 16,9 (C=C-CH,CH,), 17,0 (SiC(CHj)3), 18,2
(SiC(CHs)3), 24,2 (SIC(CHs)s), 24,5 (SiC(CHs);), 40,4 (C-2Y), 61,4 (C-5"),
67,9 (C=C-H), 70,8(C-3", 70,9 (C=C), 80,9 (C=C), 84,1 (C-1"), 86,8 (C-4"),
91,2 (C=C), 98,7 (C-5), 140,6 (C-6), 147,5 (C-2), 159,9 (C-4), HRMS (FAB,
+ve) calc., para Cy7Hy3N,O5Si, + H 533,28670 [M+H]H+ verificado 533,26009.

A uma solucfio resfriada (0°C) de 6 (0,270, 0,51 mmol) em
THF (5 ml) foi adicionado TDAF (1,0 M, 1,52 ml, 1m52 mmol) sob uma
atmosfera de nitrogénio. A mistura de reagéio foi agitada por 3 horas, extinta
com acido acético glacial (1,0 ml) e concentrada in vacuo. Cromatografia em
coluna (silica flash) eluindo com 10% de metanol em acetato de etila produziu
70,127 g, 82%) como um 6leo incolor.

'H RMN (de-DMSO, 400 MHz): 51,88 (s, 1 H, C=C-H), 2,07
(m, 2 H, H-2"), 2,36 (dt,2 H,J = 17,2, 2,4 Hz, -CH,CH>-), 2,54 (t, 2 H, ] = 6,8
Hz, -CH,CH,-~), 3,53 (dd, 1 H, J = 12,0, 4,0 Hz, H-5"), 3,58 (dd, 1 H, J = 12,0,
4,0 Hz, H-5", 3,76 (m, 1 H, H-4", 4,19 (m, 1 H, H-3"), 5,07 (bs, 1 H, 0 H),
5,23 (bs, 1 H, O-H), 6,08 (t, | H, J = 6,4 Hz, H-1"), 8,11 (s, 1 H, H-6), 11,55
(bs, 1 H, N-H), *C RMN (CDCl3, 150,8 MHz): § 17,6 (C'--C-CH,CH>), 18,9
(C=C-CH,CH,), 39,5 (C-2"), 60,7 (C-5"), 70,0 (C-3"), 73,7 (C=C-H), 75,1
(C=C), 84,6 (C-1"), 87,3 (C-4", 89,1 (C=C), 93,0 (C=C), 100,2 (C-5), 144,7
(C-6), 151,0 (C-2), 163,2 (C-4), HRMS (FAB, +ve) calc., para CysH;sN,Os +
Na [M+Na]+ 327,28771 verificado 327,09635, HRMS (FT-ICR MS -) calc.,
para C;sHijsN;Os + AcO™ [M+AcO]” 363,1198 verificado 363,1221, MS-MS

calc., para C;sHyN2Os [M] 303,1 verificado 303,1.

A uma solugdo resfriada (0°C) de 7 (0,060 g, 0,197 mmol) e

79
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1,8-bis(dimetilamino)naftaleno (esponja de protons, 0,068 g, 0,316 mmol),
fosfato de trimetil (2 ml) foi adicionado oxicloreto fosforoso (22 ul, 0,237
mmol) em goras durante 5 min,, sob uma atmosfera de nitrogénio. A mistura
de reagdo foi agitada por 3 horas a 0°C. Uma solugdo de pirofosfato de
tributilamonio (0,080 g, 0,237 mmol) em DMF seco (2,0 ml) foi adicionada a
mistura de reacio e agitada por 1 min. seguida por extingdo com bicarbonato
de trietilaménio (1,0 M, 20 mL, pH = 8,5). A mistura de reagéio foi agitada
por 2 h e hidrolisada durante a noite. Purificagfio de RP-HPLC (0-50% acetato
de trietilaménio 0,IM — 20:80 H,O : MeCN com gradiente de acetato de
trietilaménio 0,1M durante 45 min em uma vazdo de 5 ml.min-1) produziu 8
(17,7 min) como o sal de trietilamdnio. 3p RMN (D,0, 81 MHz): § 22,4 (t, 1
P,J=19,8 Hz, P-B),-10,5(d, 1 P, J=20,3 Hz, P-a), -9,7 (d, 1 P, J = 19,8 Hz,
P-y), MALDI-TOF (matriz ATT, modo negativo): 271 [M + 2 H]*, 542 [M +
2 HJ. |

5.2 Sintese de parceiros de reaciio de Click funcionalizados com azida
dendriméricos

Um esquema de reagdo detalhado para a sintese de
dendrimeros funcionalizados com azida contendo uma pluralidade de grupos
hemiacetal (grupos aldeido protegidos) é mostrado na Figura 11.
Procedimento geral para a reacdo de ligacio de triazol catalisada por
Cu(l)

A uma solugdo de 9 (7,31 g, 0,0256 mol,), 10 (3,00 g, 0,0128
mol,) em THF : H20(3 : 1, 40 mL) foi adicionada uma solugdo de CuSO,
(0,103 g, 0,641 mmol,) em H,O (3 mL) seguida por ascorbato de s6dio sélido
(0,253 g, 1,28 mmol,). A mistura de reagfio foi agitada durante a noite 2
temperatura ambiente. A suspensdo foi diluida com H,O (50 ml), resfriada até
0°C e tratada com NH4OH concentrado (5 ml) por 10 minutos. A mistura de
reacdo foi diluida com diclorometano (500 ml) e a camada orgénica lavada

com salmoura (2 x 50 ml), seguida por H,O (2 x 50 ml). A camada orgénica

=3
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foi retida, seca (MgSQ,) e concentrada in vacuo. Cromatografia em coluna
(silica flash) eluindo com 1 : 1 acetato de etila : dlcool de petréleo produziu 9
(2,76 g), produto mono-Click (11, 3,94 g) como uma espuma incolor, seguida
por 12 (4,92 g, 48%). O produto mono-Click (11) foi entdo reagido com um
equivalente de 9 para produzir 12 quantitativamente apos a elaboragfo e sem
outra purificag@o requerida.

'H RMN (CDCl;, 600 MHz): § 1,29 (s, 6 H, C-CHj), 1,35 (s, 6
H, C-CH,), 1,38 (s, 6 H, C-CH;), 1,49 (s, 6 H, C-CH3), 4,19 (m, 4 H,
H4'/H5"), 4,32 (dd, 2 H,J =4, 2,4 Hz, H2"), 4,46 (dd,2 H, ] = 14,4, 8,4 Hz,
H6™), 4,50 (s, 2 H, -CH,-), 4,62 (m, 2 H, H 3'), 4,64 (m, 2 H, H 6'), 5,18 (s, 4
H, -CHy), 551 (d, 2H,J=4,8HzH1"),6,59(t,1H,J=1,8Hz Ar-H),
6,64(d,2H;J=1,8Hz, Ar-H), 7,79 (s, 2 H, C=CH-). "C RMN (CDCl;, 150,8
Mhz): & 24,4 (C-CHs), 24,7 (C-CHj), 25,9 (C-CH3;), 26,0 (C-CHs), 46,1
(CH-), 50,6 (-CH6'/H6"), 62,2 (Ar-CH,-), 67,0 (CH4"), 70,1 (CH)), 70,5
(CH3", 70,9 (CH5", 96,0 (CH1"), 102,0 (Ar-CH), 107,9, 109,1, 110,0, 124,0
(C=CH), 139,6, 143,4, 160,0, ESI-MS m/z 806 [M + H]+,

A reagdo de 13 (1,53 g, 1,88 mmol,) e 10 (0,220 g, 0,94
mmol,) na presenga de CuSQ, (0,008 g, 0,047 mmol,) e ascorbato de sddio
(0,019 g, 0,094 mmol,) produziu 14 (1,65 g, 95 %) como uma espuma incolor
apds cromatografia em coluna (SiO; flash; acetato de etila : metanol 9 : 1), 'H
RMN (CDCls, 600 MHz): 8 1,26 (s, 12 H, C-CHs), 1,27 (s, 6 H, C-CH;), 1,34
(s, 12 H, C-CH3), 1,35 (s, 12 H, C-CHj), 1,48 (s, 6 H, C-CHj3), 4,19 (m, 8 H,
H4'/H5"), 4,32 (m, 4 H, H 2"), 4,46 (m, 4 H, H6"), 4,47 (s, 2 H, -CHy-), 4,62
(m, 4 H, H 3"), 4,64 (m, 4 H, H 6"), 5,12 (s, 8 H, -CH>-), 5,15 (s, 4 H, -CHy-),
5,40 (s, 4 H, -CH,-), 5,49 (bd, 4 H, J = 4,8 Hz, H 1'), 6,50 (m, 4 H, Ar-H),
6,55 (m, 2 H, ArH), 6,58 (m, 1 H, Ar-H), 6,61 (m, 2 H, Ar-H), 7,59 (s, 2 H,
C=CH-), 7,78 (s, 4 H, C=CH-). "C RMN (CDCI;, 150,8 MHz): § 24,4 (C-
CH;), 24,9 (C-CH;), 25,9 (C-CH3), 26,0 (C-CHj), 45,9 (CHy-), 50,4 (-
CH6'/H6™), 53,9 (Ar-CHy-), 61,8 (Ar-CHy-), 61,9 (Ar-CH,-), 67,0 (CH4'),

Y
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70,1 (CH2", 70,5 (CH3"), 71,1 (CHS"), 96,1 (CH1"), 101,6, 101,7, 107,2,
108,0, 109,0, 109,9, 122,9, 124,2, 136,7, 140,0, 143,2, 144,1, 159,5, 160,0,
MALDI-TOF (ATT, modo positivo): m/z 1859 [M + H]+.

Procedimento geral para a conversdo de cloretos dendriticos em azidas

A uma solugdo de 12 (4,84 g, 6,01 mmol,) em acetona : agua
(4 : 1, 100 mL) foi adicionado NaNj (0,586 g, 9,01 mmol) e aquecidos até o
refluxo sob uma atmosfera de nitrogénio por 3 horas. A mistura de reagfo foi
diluida com acetato de etila (600 ml) e a camada orgénica lavada com
salmoura (2 x 50 ml) seguida por dgua (2 x 50 ml). A camada orgéanica foi
retida, seca (MgSQ;) e concentrada in vacuo para produzir 13 (4,72 g, 97%)
como um solido amorfo branco.

"H RMN (d6-acetona, 400 MHz): § 1,28 (s, 6 H, C-CHs), 1,35
(s, 6 H, C-CH,), 1,36 (s, 6 H, C-CH3), 1,44 (s, 6 H, C-CH;), 4,30 (dd, 2 H, J =
3,6, 2,0 Hz, H 6/6"), 4,32 (dd, 2 H, J = 3,2, 1,6 Hz, H §'), 4,36 (dd, 2H,I=
7,6, 1,6 Hz, H4"), 439 (dd, 2 H,T=4,8,2,4 Hz, H2"),4,61 (d,2 H, ] = 3,6
Hz, H 6'/6"), 4,64 (s, 2 H, -CH,), 4,70 (dd, 2 H, ] = 7,6, 2,4 Hz, H 3"), 5,20 (s,
4H, -CH,-), 5,47 (d,2 H, ] =4,8 Hz, H 1%, 6,73 (m, 3 H, Ar-H), 8,07 (s, 2 H,
C=C-H). *C RMN (d6-acetona, 150,8 MHz): § 25,7 (C-CH;), 26,1 (C-CH),
27,2 (CCH3), 27,4 (C-CHy), 47,6 (CH,-), 52,0 (-CH6'iH6"), 63,4 (Ar-CHy-),
68,‘8 (CH{), 72,0 (CHy), 72,5 (CH3"), 72,9 (CHS"), 98,2 (CH1"), 103,3 (Ar-
CH), 109,9 (Ar-CH), 110,4, 111,2, 126,3 (C=CH), 141,9, 144,8, 161,8,
HRMS (ESI, +ve) calc. para C3;HyoNoOj2Na 834,3398 [M+Na]+ verificado
834,3404. '

A reagdo de 14 (1,51 g, 0,81 mmol,) e NaN; (0,079 g, 1,22
mmol,) produziu 15 (1,45 g, 96 %) como um sélido amorfo branco, 'HRMN
(CDCl;, 600 MHz): 6 1,27 (s, 12 H, C-CH3), 1,34 (s, 12 H, C-CHs), 1,37 (s,
12 H, C-CH3), 1,48 (s, 12 H, C-CH3), 4,19 (m, 8 H, H4'iH5"), 4,24 (s, 2 H, -
CH,-), 4,32 (m, 4 H, H 2", 4,46 (dd, 4 H, ] = 13,8, 8,4 Hz, H6"), 4,62 (m, 4
H, H 3", 4,64 (m, 4 H, H 6", 5,12 (s, 4 H, -CH,-), 5,18 (s, 8 H, -CH;~), 5,43
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(s, 4 H, -CH,-), 5,49 (bd, 4 H,J=4,8 Hz, H 1'), 6,50 (m, 2 H, Ar-H), 6,55 (m,
4 H, Ar-H), 6,58 (m, 1 H, Ar-H), 6,60 (m, 2 H, Ar-H), 7,78 (s, 2 H, C=CH-),
7,79 (s, 4 H, C=CH-). ®C RMN (CDCl;, 150,8 MHz): 8 24,4 (C-CHs), 24,8
(C-CH3), 25,8(C-CHy), 25,9 (C-CH3), 45,9 (CH,-), 50,4 (-CH6/H6"), 54,6
(Ar-CHy-), 62,0 (Ar-CHy-), 62,1 (Ar-CH,-), 67,1 (CH4"), 70,3 (CH2"), 70,7
(CH3"), 71,1 (CH5"), 96,2 (CH1"Y, 101,7, 101,8, 1074, 107,7, 109,0, 109,9,
124,0, 124,2, 137,8, 143,1, 143,4, 144,1, 159,7, 159,9, HRMS (ESI, +ve) calc.
para Cg7H;1oN2Ox6Na 1886,7829 [M+Na+H]" encontrado 1887,7862.
Procedimento geral para a desprotecio de isopropilideno dendritico

A uma mistura de TFA : 4gua (1 : 1; 10 mL) foi adicionado 13
(0,020 g, 24,7 umol) sob uma atmosfera de nitrogénio. A mistura de reagdo
foi aquecida a 50°C por 4 horas, seguida pela concentragio in vacuo. Agua
(20 ml) foi adicionada & mistura e a camada aquosa foi lavada varias vezes
com DCM (3 x 20 ml), retida e liofilizada durante a noite para produzir 16
(0,015 g, 63 %) como uma espuma amarela palida, MALDI-TOF (ATT,
modo positivo): m/z 652 [M +H]+.

A reagdo de 15 (1,40 g, 0,75 mmol,) com TFA :agua (1 :1; 20
mL) produziu 17 (1,05 g, 90 %) como um sdlido amorfo amarelo palido,
MALDI-TOF (ATT, modo positivo): m/z 1545 [M + Hj+.

Exemplo 6
Incorporaciio de nucleosideos e nucleotideos modificados por alquino em
acidos nucleicos ,

Os nucleotideos € nucleosideos modificados por azida e
alquino sdo eficientemente incorporados em acidos nucleicos por sintese
quimica ou enzimatica substancialmente como descrito no Exemplo 2. Os
acidos nucleicos modificados resultantes podem ser especificamente rotulados
de acordo com a aplicagdo desejada, e.g., por rotulagem fluorescente ou
deposigéo em metal.

Esta estratégia de rotulagem répida e representa um método



10

15

50

extremamente sensivel para a detec¢do de acidos nucleicos, seqii€ncias de
acidos nucleicos e genes mesmo sem a necessidade de amplificagdo de PCR.

Em um primeiro experimento, para investigar a performance
da reagdo de Click dentro de uma arquitetura de DNA, os nucleosideos 1 e 2
(Figura 9a e b) foram preparados e incorporados em oligonucleotideos através
de protocolos sintéticos em fase sélida padrio. A eficiéncia da reago de
Click foi investigada usando benzil azida, CuSO4, redutor (ascorbato ou
TCEP) e um ligando de estabilizagido de cobre (I). Os resultados destes sdo
sumarizados na Tabela 2. Os oligonucleotideos compreendendo a base rigida
1 consistentemente produziram menores rendimentos do produto de Click
quando comparado com o alquino flexivel 2. A temperatura (10 a 40°C) ndo
afetou os rendimentos das reacdes de Click.

A eficiéncia da reagfo de Click foi ento avaliada como uma
funcfo tipo azida exibindo propriedades adequadas para deteccdo (Figura 12).
As azidas de fluoresceina sfio marcadores fluorescentes extremamente
sensiveis (rendimento de quantum fluorescente quase uma unidade), enquanto
que a azida de coumarina fornece uma prova de marcador de Click quando

fluorescéncia for comutada na formacéo de triazol [19].

"TABELA 2: Sumario de reagdes de Click usando azida de benzil, CuSO; e

TCEP
seqiiéncia ODN X=1 | X=2
Rendimento (%)
Material| Produto Outros Material| Produto Qutros
inicial |desejado| produtos inicial | desejado | produtos
3*-GCG CTT ACXTGT CGC| 3 97 - - 100  |Redugdo de
G-5° azida
3’-GCG CTT ACX XGT CGC 84 16 - 100  |Redugfo de
G-5° (monoclick) azida
3°-GCG CTT ACX TGX CGC 94 6 - 100 Redugio de
G-5° (monoclick) azida
3°-GCG CTX ACX TGX CGC 84 16 NA NA NA
G-5° (bisclick)

Consistente com os experimentos envolvendo o uso de azida
de benzil, nucleotideos de oligodeoxi compreendendo o alquino rigido

produziram menores rendimentos de conversdo de Click. Os

T+
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oligonucleotideos contendo alquino funcionais forneceram, em contraste,
conversfo quase quantitativa de acordo com HPLC e MALDI-TOF. A
rotulagem de DNA foi novamente possivel diretamente no gel. O DNA
contendo o nucelobase modificado foi separado de outros filamentos de DNA
por eletroforese de gel e o gel foi tratado com a azida de fluoresceina e Cu(I)
para realizar o Click. A lavagem do gel removeu fluoresceina em excesso,
deixando para trds o DNA manchado no gel (Figura 13).

Destes experimentos pode ser claramente deduzido que DNA
contendo as bases de alquino modificadas podem ser rotuladas seletivamente
com fluoresceina. CYBR verde colore DNA nfo especificamente e, portanto,
mascara também DNA nio modificado com a reagdo de click como nas faixas
1 de A2 e 3 de B2 (Figura 13).

Fluoresceina é uma molécula que fluoresce fortemente como
um mondmero e apds clicking ao DNA. Apds a reagéo de click com
fluoresceina, o gel tem que ser lavado de forma a remover fluoresceina em
excesso, que deixou para trds o DNA manchado.

Coumarina € uma molécula fluorescente alternativa, que &,
contudo, nfio fluorescente como um mondmero. Ela inicia a emitir
fluorescéncia somente ap6s a reagdo de Click, quando a azida é convertida no
triazol. A fluorescéncia da coumarina comuta afetivamente ap6s o click, como
visto no experimento abaixo em tubos de reagéio (Figura 14). Um experimento
similar pode ser feito no gel.

Em um outro experimento, a eficiéncia da reagfio de Click foi
investigada com oligodesoxinucelotideos (ODN) incorporando o nucleosideo
2 (Figura 15). Este nucleosideo foi incorporado em oligonucleotideos através
de protocolos sintéticos em fase sélida padrio usando a fosforamidita
correspondente 1 (Figura 15). Os oligonucleotideos compreendendo um ou
varios grupos repérteres de alquino sdo mostrados na Tabela 3.

TABELA 3

| Seqiiéncias ODN | X =19

FY
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Massa

Material inicial Produto

ODNI1 ODN1-P
3’-GCG CTT ACX TGT CGC G-5° 4952 (calc) 5157 (caic)
4955 (obs) 5157 (obs)

ODN2 ODN2-P
3'-GCG CTT ACX XGT CGC G-5’ 5042 (calc) 5452 (calc)
5042 (obs) 5455 (obs)

ODNé6 ODNé6-P
3'-GCG CTT XXX XXX CGC G-5° 5407 (calc) 6637 (cake)
5413 (obs) 6646 (obs)

O procedimento de Click envolvia a adigdo seqiiencial de
solugdes de azida 3 (Figura 15) (solugio DMSO, 10 mM, 50 eq), complexo
CuSQ; / ligando [29] (solugdo DMSO, 0,05 M, 20 eq) e TCEP (solugdo
aquosa, 0,1 M, 40 eq.) a uma solugdo 0,2 mM do ODN correspondente. A
mistura de reacgio foi chacoalhada a temperatura ambiente durante a noite. As
amostras foram entfio dessalinizadas por membrana e sua massa determinada
por MALDI-TOF (matriz HPA).

Exemplo 7
Amplifica¢io de PCR de padrdes de DNA com dNTPs modificados
7.1 Amplifica¢io de PCR de pol 1 de levedura

Padrio e iniciadores empregados para experimentos de PCR:

Iniciador para frente 5'-GATTTGGGCCGGATTTGTTTC

Iniciador reverso 3'-TTTTATGCTATCTCTGATACCCTTG

Padrio: seqiiéncia de 318 bp (nt483-800 de Rad30) de levedura:
GGGCCGGATTTGTTTCAATATGCTAATGTTTGATAATGAGTACGAG
CTTACAGGCGACTTGAAACTGAAAGATGCATTAAGCAATATTCGT
GAGGCTTTTATAGGGGGCAACTATGATATAAATTCCCATCTACCTC
TTATACCCGAAAAGATAAAGTCTCTGAAGTTTGAAGGCGATGTTTT
CAATCCAGAGGGCAGAGATCTGATCACAGATTGGGACGATGTAAT
ACTTGCACTAGGATCTCAGGTATGCAAGGGTATCAGAGATAGCAT
AAAAGATATTCTCGGTTATACTACTTCGTGTGGTTTGTCTAGCAC

O padrio de 318 bp contém 59,75% [A+T] e 40,25% [C+G].

Uma série de polimerases termoestaveis comercialmente
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disponibilizadas foram avaliadas quanto & capacidade de incorporarem os
trifosfatos de deoxiuridina modificados 2 e 8 (Figura 10) usando a reagdo
PCR. As polimerases de DNA usadas foram:

Pwo and Taq (exo’) DNA polimerase (Roche)

Vent, Vent (exo), therminator polimerase (da New England
Biolabs) Taq (promega).

Uma reagdo PCR tipica continha 0,05 ug de S gendmico,
cerevisiae YPH 499 ou 0,5 pug de padrio DNA (pDestl7-Poleta yeast[1-
1889]), 0,3 mM cada dos iniciadores para frente e para trds, 1,25 U
polimerase e 10x tampdo de polimerase com magnésio, 200 M de cada
dNTPs ndo modificados (dATP, dCTP ¢ dGTP; NEB) e 200 uM de dUTP
modificado. Para o controle eram trifosfatos naturais (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP) usados. As reagdes foram feitas em um volume total de 50 pl. Os
experimentos PCR foram realizados em um Eppendorf Mastercycler Personal.

Para amplificagdo "hotstart” (2 min a 94°C) fo1 usado, seguido
por 10 ciclos de amplificagio (15 s a 94°C, 30 s a 53°C, 45 s a 72°C), 25
ciclos (15 s a 94°C, 30 s, 45 s a 72°C) e uma incubagfo final por 2 min a
72°C. Os produtos PCR foram analisados em um gel de agarose 2% pelo
manchamento com brometo de etidio (Figura 16). Os produtos PCR foram
purificados em um kit de purificagdio PCR ClAquick (Qiagen), e usado para
manchamento com prata, seqgiienciamento ou digestéio. Os produtos de reagdo
PCR foram separados por eletroforese de 2% de gel de agarose contendo
brometo de etidio. Os produtos foram gravados com uma cdmera Ultra-Violet
Products CCD.

7.2 Amplificacdo de PCR de polH de humano

Uma reacfio PCR tipica continha 0,5 ug de padrio de DNA
(pDest17-plH humano [1-2142], 0,3 mM cada dos iniciadores para frente e
reverso, 1,25 U Pwo polimerase e tampdo de polimerase 10x com magnésio,

200 uM de cada dNTPs ndo modificados (dATP, dCTP e dGTP; NEB) e 200
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uM de dUTP modificado. Para o controle, trifosfatos naturais (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP) foram usados. As rea¢des foram feitas em um volume total de
50 ul. Experimentos PCR foram realizados em um Eppendorf Mastercycler
Personal.

Para amplificagdo "hotstart" (2 min a 94°C) foi usado, seguido
por 10 ciclos de amplificagdo (15 s a 94°C, 30 s a 53°C, 45 s a 72°C), 30
ciclos (15 s a 94°C, 30 s a 56°C, 210 s a 72°C) e uma incubag¢do final por 7
min a 72°C. Os produtos PCR foram analisados em um gel de agarose 1%
pelo manchamento com brometo de etidio. Os produtos PCR foram
purificados em um kit de purificagdo PCR ClAquick (Qiagen), e usados para
seqlienciamento ou digesto.

Os produtos de reagdo PCR foram separados por eletroforese
de 1% de gel de agarose contendo brometo de etidio. Os produtos foram
gravados com uma cimera Ultra-Violet Products CCD. Os resultados sio
mostrados na Fig. 17.

Para elaboragio, 6 pl de HCI 0,1M foram adicionados e as
sondas centrifugadas (6000 rpm, 5 min). O digerido foi analisado por HPLC
(coluna interchim Interchrom Uptisphere 3 HDO (150 x 2,1 mm), Tampéo A:

2 mM TEA/HOAc em H,0; Tampio B: 2 mM TEA/HOAc H,0:MeCN 1:4; 0

— 30 min; 0 % — 30 % B; 30 — 32 min; 30 % — 100 % 13; 32 — 36 min;
100 %13; 36 — 38 min; 100 % B; 38 — 60 min; 0% B; fluxo 0,2 ml/min)
(Figura 18). Os picos diferentes foram avaliados por co-inje¢do, UV e FT-
ICR-HPLC-MS-MS usando as mesmas condiges.
7.3 Digestio enzimatica de fragmentos de PCR (318 mer) incorporando
um nucleotideo mediado por alquino

Para a digestdo enzimdtica do padrdo de DNA com 318 bp
contendo o nucleotideo modificado 8 (Figura 10) (ca. 10 pg em 100 pl de
agua) foi incubado em 10 pl de Tamp#io A (300 mM de acetato de amoénio,
100 mM de CaCl,, 1 mM de ZnSOQ,, pH 5,7), 22 unidades de Nuclease P1
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(Penicilinum citrium) e 0,05 unidades de Fosfodiesterase II de bago de
bezerro. A amostra foi chacoalhada a 37°C por 3 h. A digestdo estava
completa pela adigdo de 10 pl de Tampdio B (500 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA), 10 unidades de fosfatase alcalina (CIP) e 0,1 unidade de

Fosfodiesterase 1 de veneno de cobra (veneno Croralus adamanteus). A

“amostra foi chacoalhada por outras 3 h a 37°C.

7.4 Procedimento Geral para a reagio de ligacdo de triazol catalisada por
Cu(l) de azidas de acgicar com ds DNA modificados em géis de
poliacrilamida

Todos os experimentos de click foram corridos em fragmentos
de PCR de 318 bp compreendendo 2 ou 8 (Figura 10) em lugar de dTTP. Os
fragmentos de PCR modificados foram separados em géis de poliacrilamida
5%, entio cada gel foi colocado em um banho compreendendo 1: 1 MeOH :
H,O (25 mL). Uma solugéo de azida de agtcar (0,1 M, 3 ml) foi adicionada
ao banho, seguida por uma solugdo de CuSOy (0,1 M, 600 pl) e finalmente
TCEP (0,1 M, 1,2 ml). Estas solucdes foram agitadas gentilmente a
temperatura ambiente durante a noite.
7.5 Procedimento Geral para o manchamento com prata de azidas de
acucar ligadas ao DNA de filamento duplo

A solugdo de click foi decantada e cada gel foi lavado com 1 :
1 MeOH H,0 (3 x 50 mL, 10 min, cada lavagem), seguida por H,O (3 x 50
mL, 10 min, cada lavagem). Cada gel foi entfo incubado com o reagente de
Tollens (40 ml) por 30 min. Apos lavagem subseqiiente com H,O (3 x 50 mL,
10 min, cada lavagem), os géis foram desenvolvidos com uma solucéo de
desenvolvimento compreendendo 100 ml de H,O, 4cido citrico (1%, 250 pl) e
formaldeido (35%, 80-200 pl). Dependendo da concentragdo de formaldeido,
o processo de desenvolvimento pode variar de 2 min a 20 min.
Concluséo

A presente inven¢do proposta envolve um novo método para a

-
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rotulagem especifica para um local de &cidos nucleicos através da
incorporagdo eficiente de trifosfatos modificados. Estes trifosfatos
modificados compreendem grupos que podem ser também funcionalizados,
marcados ou manchados de acordo com a necessidade do usuario. E
previsivel que a rotulagem de RNA pode ser alcangada através destes
métodos, bem como usando RNA polimerases e transcriptase reversa,
respectivamente. Portanto, uma detecgfio precoce e eficiente de genomas
virais dentro de um hospedeiro pode ser efetuada. O novo protocolo de
rotulagem com 4cido nucleico relatado € simples, sensivel, eficiente e
altamente seletivo.

Exemplo 8

Detec¢do de acidos nucleicos usando processos fotograficos

O processo fotografico em preto e branco € um dos métodos
quimicos mais sensiveis conhecidos. Os fétons capturados em papel
fotografico iniciam a formagdo de pequenos nucleos de Ag que catalisam
outra deposi¢do de prata durante um processo de desenvolvimento
subseqiiente [22]. Isto faz surgir fatores de amplificagdo de sinal entre 10°
para redugdo quimica de Ag’ e 10" para redugso fotoquimica de Ag™ que sdo
similares aqueles obtidos usando o PCR.

Foi desenvolvido um método sensivel que utiliza corantes
foto-sensibilizadores presos a acidos nucleicos, que possibilita que alguém
detecte um gene particular em sensibilidade subfemtomolar (Figura 21). Este
novo método é simples (pode usar materiais fotograficos convencionais),
rapido (detec¢io em minutos), eficiente (somente uma molécula foto-
sensibilizadora € requerida por biomolécula) e sensivel (niveis de
sensibilidade ndio otimizados correntes sdo 10™* - 10™° mol). O acoplamento
desta metodologia com ferramentas bioquimicas especificas para genes, tais
como extensdo de iniciador e tecnologias de PCR fornece um novo e

poderoso método para a detecgdo de acidos nucleicos e outros analitos.
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Vérios derivados de cianina indolina fluorescente (1 e 2) e de
corante de quinolina (3) foram investigados quanto a sua capacidade de agir
como foto-sensibilizadores em um processo fotogréfico (Figura 22). As
méaximas absor¢les visiveis para 1-3 s#o, respectivamente, 546 nm, 646 nm ¢
607 nm, respectivamente.

O corante de indolina (1) foi prontamente detectado até 3 x 10

" mol. (30 fmol), enquanto que o limite de detecgdo de (2) foi

aproximadamente 1-3 finol (Figuras 22a e 22b). A detec¢fio do corante de

quinolina cianina (3) foi verificado ser mais sensivel (limite de detecgdo ~0,3
fmol) do que os corantes de indolina (Figura 22¢). A névoa de base pode
ocorrer na itradiagdo com luz intensa, contudo, névoa pode ser suprimida
usando-se uma fonte de luz infravermelha de baixa intensidade, embora
sensibilidade seja de alguma forma menor (Figura 22d-f).

Os experimentos de controle (Figura 23) usando
oligodeoxiribonucleotideos ndo modificados (ODN-1, ODN-2, ODN-3)
produziram uma pequena resposta fotografica negativa da base na irradiagio
de alta energia em niveis de 50 nmol (i.e., diferenca de trés ordens de
grandeza). Os niveis de base negativos podem ser suprimidos completamente
se irradiacdo for conduzida com uma ldmpada de infravermelho por 5 minutos
(Figura 23b). Em suma, DNA nio modificado no fornece manchamento.

Uma série de diluigdo de ODNs presos a corantes
comercialmente disponibilizados Cy5 (A = 646 nm, ODN-4) e Cy35,5 (Amax
= 646 nm, ODN-5) foram testados (Figura 16). O limite de detec¢do de ODN-
4 foi verificado ser 100 fimol, enquanto que a sensibilidade de detecgéo de
Cy5.5 ODN-5 foi um fator de dez maior (limite de detecgdo 10 fmol).
Portanto, eﬁbora uma leve diminui¢do na sensibilidade fosse observada com
ODNs conjugados com corante de cianina quando comparados com seus
controle ndo-presos (Figura 24), os resultados claramente demonstram que a

fotografia de biomoléculas conjugadas com o foto-sensibilizador, tais como

¢



10

15

25

58

ODNSs, podem ser usados em uma ferramenta analitica altamente sensivel.

Os corantes foto-sensiveis, e.g., compostos 4 ou 5, também
podem ser introduzidos em 4cidos nucleicos através de quimica de Click
(Figura 25).

Conclusdo

Uma metodologia fotografica pode ser acoplada com &cidos
nucleicos de corante foto-sensiveis para criar um método rapido, eficiente,
simples e sensivel para detecgdo de analito, e.g., 4cido nucleico.

Exemplos adequados de grupos foto-sensibilizadores sdo
corantes de cianina baseados em quinolina (e.g., 3) ou corantes de indolina
(e.g., 1 ou 2), como mostrado na Figura 22, que oferecem sensibilidades de
pelo menos 10 fimol (1), 1 fmol (2) ou 0,1 fmol (3).

Os corantes baseados em indolina, tais como Cy5 e Cy5.5
presos a oligodesoxirribonucleotideos, podem ser detectados em niveis de 100
fmol e 10 fmol, respectivamente.
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REIVINDICACOES

1. Método para a detec¢do de um analito selecionado de acidos

nucleicos em uma amostra, caracterizado pelo fato de que compreende as

etapas de:

(1) fornecer uma amostra;

(i1) contatar a amostra com um composto funcionalizado
compreendendo pelo menos um grupo funcional selecionado de grupos
alquino e azida, que € um primeiro parceiro de reagdo para uma reacao Click,
dita reacdo Click sendo uma reacdo de cicloadicdo (3+2) entre grupos azida e
alquino formando um anel 1,2,3-triazol, e em que o grupo funcional € ligado a
um nucleobase de um composto nucleosidico ou nucleotidico, ou um
oligdbmero ou polimero do mesmo, sob condi¢cdes em que dito composto
forma um produto associado com o analito a ser detectado ou o complemento
do mesmo;

(ii1) contatar o produto associado com um segundo parceiro de
reacdo para dita reacdo Click compreendendo o grupo azida ou alquino
complementar sob condi¢des em que uma reacdo Click entre o primeiro e
segundo parceiros de reacdo ocorre, em que o segundo parceiro de reacdo
ainda compreende um grupo marcador ou um grupo percursor de marcador,

(iv) se necessario, converter os grupos precursores de
marcadores em grupos marcadores, e

(v) detectar os ditos grupos marcadores.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo

fato de que compreende uma detecg¢ao qualitativa.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que compreende uma detec¢io quantitativa.
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que o analito a ser detectado € um 4cido nucleico

selecionado a partir de DNA e RNA.
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5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

4, caracterizado pelo fato de que a amostra € uma amostra bioldgica.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado pelo

fato de que a amostra € uma amostra agricultural ou nutricional.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pelo

fato de que a amostra € uma amostra clinica.
8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a

7, caracterizado pelo fato de que a deteccdo € realizada diretamente sem

amplificacdo.
9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

7, caracterizado pelo fato de que a detec¢do € realizada em combinagdo com

uma etapa de amplificacdo.
10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 9, caracterizado pelo fato de que uma deteccdo especifica para seqiiéncia de

um analito de acido nucleico € realizada.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado

pelo fato de que a formacdo do dito produto associado compreende uma
reacdo de hibridizacdo especifica para seqii€ncia.
12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 11, caracterizado pelo fato de que o nucleobase € selecionado a partir de

bases purina e pirimidina de ocorréncia natural ou de ocorréncia ndo-natural.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado

pelo fato de que o grupo funcional € ligado nas posicdes 5 e 6,

preferencialmente na posicdo 5, de uma nucleobase de pirimidina ou nas

posicdes 7 e 8, preferencialmente na posi¢do 7, de uma nucleobase de purina.
14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 13, caracterizado pelo fato de que o grupo funcional € ligado ao composto

através de uma ligagdo direta ou espagador.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado
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pelo fato de que o dito espacador é um espacador flexivel ou um espagador
pelo menos parcialmente rigido.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado

pelo fato de que o espacador compreende pelo menos um grupo selecionado
dentre grupos alqueno, grupos alquino, grupos ciclicos, particularmente
grupos aromadticos e heteroaromaticos, e combinacoes destes.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 16, caracterizado pelo fato de que o dito composto funcionalizado é

selecionado de:

(1) um bloco de construcdo de acido nucleico ou andlogo de
acido nucleico funcionalizado e/ou

(i1)) um 4cido nucleico ou andlogo de 4cido nucleico
funcionalizado.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado

pelo fato de que a formagcdo do dito produto associado compreende a
incorporag¢do do dito bloco de construcao funcionalizado em uma molécula de
acido nucleico ou de anédlogo de 4cido nucleico.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado

pelo fato de que o dito nucleotideo funcionalizado ou analogo de nucleotideo
€ enzimaticamente incorporado em uma molécula de 4cido nucleico.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado

pelo fato de que a formacao do dito produto associado compreende a ligacao
do dito 4cido nucleico ou andlogo de acido nucleico funcionalizado ao analito
a ser detectado.

21. Método de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado

pelo fato de que a ligacdo compreende a hibridiza¢cdo em um analito de acido
nucleico.
22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17

a 21, caracterizado pelo fato de que compreende uma reacdo de extensdo de
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iniciador opcionalmente em combinacdo com uma reacdo de amplificacdo de
acido nucleico.

23. Método de acordo com a reivindicacdo 22, caracterizado

pelo fato de que compreende:

fornecer pelo menos uma molécula iniciadora que hibridiza
sob as condic¢des de ensaio com o analito de dcido nucleico a ser detectado ou
seu complemento, e

estender o dito iniciador,

em que pelo menos um nucleotideo ou andlogo de nucleotideo
funcionalizado € incorporado no produto de extensao.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 22 ou 23,

caracterizado pelo fato de que compreende:

fornecer pelo menos uma molécula iniciadora funcionalizada
que hibridiza sob as condi¢des de ensaio com o analito de 4cido nucleico a ser
detectado ou seu complemento,

estender a dita molécula iniciadora,

em que uma molécula iniciadora estendida é formada.

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 21

a 24, caracterizado pelo fato de que compreende:

fornecer uma sonda de hibridizacdo funcionalizada que
hibridiza sob as condi¢des de ensaio com o analito de dcido nucleico a ser
detectado ou seu complemento,

em que um produto de hibridizacdo € formado.

26. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 19

a 25, caracterizado pelo fato de que compreende:

fornecer uma sonda de hibridizacdo funcionalizada que
hibridiza sob as condi¢des de ensaio com o analito de dcido nucleico a ser
detectado ou o seu complemento, e

submeter o produto de hibridizacdo a um tratamento em que
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um produto de hibridizacdao contendo pelo menos uma diferenca € dissolvido,
em que a presen¢a de um produto de hibridizacdo ndo dissolvido € indicativa
da presenca e/ou quantidade de um 4cido nucleico que tem uma seqiiéncia
completamente complementar a sonda de hibridizagao.

27. Método de acordo com a reivindicacdo 26, caracterizado

pelo fato de que o tratamento compreende um tratamento de digestdo de
diferenca.

28. Método de acordo com a reivindicacdo 27, caracterizado

pelo fato de que o tratamento de digestdo de diferenca compreende contatar o
produto de hibridizacdo com uma glicosilase de diferenca.

29. Método de acordo com a reivindicacdo 26, caracterizado

pelo fato de que o tratamento compreende um tratamento de hibridizacao
diferencial.
30. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

a 29, caracterizado pelo fato de que a deteccao € realizada por meios 6pticos.

31. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

a 30, caracterizado pelo fato de que a deteccao € realizada por meios elétricos.

32. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

a 31, caracterizado pelo fato de que compreende uma deteccdo paralela de

uma pluralidade de 4cidos nucleicos.
33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

a 32, caracterizado pelo fato de que a deteccado é realizada em uma superficie

sOlida, por exemplo, em um chip de microarranjo.
34. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

a 33, caracterizado pelo fato de que o segundo parceiro de reacdo compreende

um grupo marcador selecionado dentre grupos marcadores opticamente
detectdveis, particularmente grupos marcadores de fluorescéncia ou de grupos
marcadores ativos redox.

35. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
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a 34, caracterizado pelo fato de que o segundo parceiro de reacdo compreende

um grupo precursor de marcador selecionado dentre grupos aldeido e grupos
aldeido protegidos e grupos precursores de aldeido.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado

pelo fato de que converter os grupos precursores de marcador em grupos
marcadores compreende a formacdo de deposi¢cOes de metal em torno de
grupos aldeido.

37. Kit reagente para a deteccdo de um analito em uma

amostra, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) um composto funcionalizado compreendendo

(a.1) pelo menos um grupo funcional Click selecionado a partir
de grupos alcino e azida que € um primeiro parceiro de reacdo para uma
reacdo Click, dita reacdo Click sendo uma reacdo de cicloadi¢do (3+2) entre
grupos azida e alcino formando um anel 1,2,3-triazol, e

(a.2) um bloco de constru¢do de dcido nucleico ou anilogo de
acido nucleico, em que o grupo funcional € ligado a uma nucleobase,

(b) um segundo parceiro de reacdo para dita reacdo Click
compreendendo o grupo azida ou alquino complementar, em que o segundo
parceiro de reacdo compreende ainda um grupo marcador ou um grupo
percursor de marcador, e

(c) opcionalmente um reagente de formacdo de marcador
capaz de converter os grupos precursores de marcador em grupos marcadores.

38. Kit reagente de acordo com a reivindicagdo 37,
caracterizado pelo fato de ser para aplicagdes agriculturais.

39. Kit reagente acordo com a reivindicacdo 38, caracterizado

pelo fato de ser para a deteccdo de acidos nucleicos de plantas, patdgenos de
planta ou pestes de planta, tais como insetos.
40. Kit reagente de acordo com a reivindicacdo 38 ou 39,

caracterizado pelo fato de ser para a detec¢do de variabilidades genéticas, por
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exemplo, SNPs em plantas, patdgenos de planta ou pestes de planta.

41. Kit reagente de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 38 a 40, caracterizado pelo fato de ser para detectar ou
monitorar resisténcias, tolerancias ou intolerancias a herbicida, fungicida ou
pesticida, por exemplo, resisténcias, tolerancias ou intolerancias a pesticida
em fungos, insetos ou plantas.

42. Kit reagente de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 38 a 41, caracterizado pelo fato de ser para a genotipagdo, por

exemplo, para a detec¢io e/ou diferenciacido de espécies ou cepas de fungos,
insetos ou plantas.
43. Kit reagente de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 38 a 42, caracterizado pelo fato de ser para a detec¢do e/ou

diferenciacdo de organismos ou cepas geneticamente modificadas, por
exemplo, organismos ou cepas de fungos, insetos ou plantas.
44. Kit reagente de acordo com a reivindicacio 37,

caracterizado pelo fato de ser para aplicagdes diagndsticas ou forénsicas.

45. Kit reagente de acordo com a reivindicacio 44,

caracterizado pelo fato de ser para detectar variabilidades genéticas, por

exemplo, SNPs em humanos.
46. Kit reagente de acordo com a reivindicacdo 44 ou 45,

caracterizado pelo fato de ser para detectar resisténcias, tolerancias ou

intolerancias, ou alergias a medicamentos.
47. Kit reagente de acordo com a reivindicacdo 44 ou 45,

caracterizado pelo fato de ser para genotipagao.

48. Kit reagente de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 44 a 47, caracterizado pelo fato de ser para a deteccao de

organismos ou cepas geneticamente modificadas, por exemplo, organismos ou
cepas de bactérias ou virus.

49. Kit reagente de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 44 a 48, caracterizado pelo fato de ser para diagnosticar
doencas, por exemplo, doencas genéticas, doencas de alergia, doencas
autoimunes ou doengas infecciosas.

50. Kit de reagente de acordo com a reivindicacdo 37,

caracterizado pelo fato de ser para a deteccdo de fungdo e/ou expressdo de

genes.
51. Kit reagente de acordo com a reivindicagdio 37,

caracterizado pelo fato de ser para prote¢ao de marca.

52. Kit reagente de acordo com a reivindicagdo 51,

caracterizado pelo fato de ser para a deteccio de informacgdo especifica

codificada em produtos.
53. Kit reagente de acordo com a reivindicacio 37,

caracterizado pelo fato de ser para aplicagdes nutricionais, particularmente na

area alimenticia.
54. Kit reagente de acordo com a reivindicacio 37,

caracterizado pelo fato de ser para andlise epigenéticas.

55. Kit reagente de acordo com a reivindicacio 54,
caracterizado pelo fato de ser para a andlise de um padrdao de metilagdo de

DNA.

56. Uso do kit reagente como definido na reivindicagdo 37,

caracterizado pelo fato de ser em um método como definido em qualquer uma

das reivindicacdes 1 a 36.
57. Molécula de acido nucleico ou de andlogo de acido

nucleico, caracterizada pelo fato de ter incorporada nela pelo menos um

composto da férmula (II):
C-S-N
em que C € um grupo funcional Click selecionado a partir de
grupos alquino e azida, que é um primeiro parceiro de reacdo para uma reagao

Click, dita reacdo Click sendo uma reacdo de cicloadi¢do (3+2) entre grupos
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azida e alquino formando um anel 1,2,3-triazol,

S € um espacador, e

N é um bloco de constru¢cdo de acido nucleico ou andlogo de
acido nucleico, tal como um composto nucleosidico ou nucleotidico,

5 em que o grupo funcional € um grupo alquino ligado as
posicdes 5 e 6, preferivelmente na posicio 5, de uma nucleobase de
pirimidina ou nas posicdes 7 e 8, preferivelmente na posi¢cdo 7, de uma
nucleobase de purina, e em que a molécula de acido nucleico ou andlogo de
acido nucleico € capaz de hibridizar com um &cido nucleico complementar.

10 58. Molécula de acido nucleico ou de andlogo de dacido

nucleico de acordo com a reivindicacdo 57, caracterizada pelo fato de que é
um 4cido nucleico selecionado de DNA e RNA, ou uma molécula de andlogo
de 4acido nucleico selecionada de 4cidos nucleicos peptidicos, dcidos nucleicos
de morfolino ou 4cidos nucleicos travados.

15 59. Método de sintetizacdo de uma molécula de acido nucleico
ou de andlogo de 4cido nucleico que € capaz de hibridizar com um 4cido

nucleico complementar como definido na reivindicagdo 57, caracterizado pelo

fato de que compreende a incorporacdo de um bloco de construcdo de
nucleotideo ou analogo de nucleotideo compreendendo um composto (II):
C-S-N
20 em que C € um grupo funcional Click selecionado a partir de
grupos alquino e azida, que é um primeiro parceiro de reacdo para uma reagao
Click, dita reacdo Click sendo uma reacdo de cicloadi¢iao (3+2) entre grupos
azida e alquino formando um anel 1,2,3-triazol,
S € um espacador, e
25 N é um bloco de constru¢do de acido nucleico ou anilogo de
acido nucleico, tal como um composto nucleosidico ou nucleotidico,
em que o grupo funcional é um grupo alquino ligado as

posicdes 5 e 6, preferivelmente na posicio 5, de uma nucleobase de
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pirimidina ou nas posi¢des 7 e 8, preferivelmente na posicio 7, de uma
nucleobase de purina em uma molécula de acido nucleico ou andlogo de acido
nucleico.

60. Método de acordo com a reivindicacdo 59, caracterizado

5 pelo fato de que compreende uma sintese quimica e/ou uma sintese
enzimatica.
61. Método de acordo com a reivindicacio 59 ou 60,

caracterizado pelo fato de que ainda compreende contatar a molécula de acido

nucleico ou andlogo de acido nucleico com um segundo parceiro de reacdao do

10  composto (II) e realizar uma reagdo Click entre o primeiro e segundo
parceiros de reacdo, dita reacdo Click sendo uma reacdo de cicloadicdo (3+2)
entre grupos azida e alquino formando um anel 1,2,3-triazol.

62. Produto associado, caracterizado pelo fato de ser da

molécula de 4cido nucleico ou andlogo de 4cido nucleico como definido na
15  reivindicagdo 57 ou 58 com um analito.

63. Produto de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado

pelo fato de que é um produto de hibridizagdo com um &cido nucleico

complementar.
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