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“METODO PARA ANALISE IN VITRO POR ELETROFORESE CAPILAR,
COMPOSICAO TAMPAO, KIT E USOS DE UMA COMPOSICAO TAMPAO E
DE UM KIT”

CAMPO DA INVENCAO

[001] O presente pedido esta relacionado ao campo da andlise e
da dosagem de hemoglobinas glicadas, em particular da hemoglobina Aic, por
eletroforese capilar.

[002] A presente invencéo refere-se a um método de analise, por
eletroforese capilar de uma amostra biolégica, que compreende uma ou mais
hemoglobina(s), e em particular uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s), bem
como composicdes tampdo apropriadas para essa andlise, kits de andlise e de
dosagem de hemoglobinas glicadas por eletroforese capilar.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] A hemoglobina (Hb) é uma molécula globular que
compreende geralmente quatro subunidades, cada uma delas constituida por
uma cadeia polipeptidica, conjugada com uma porcdo heme. As cadeias
polipeptidicas sdo designadas coletivamente com o home de porcéo globina da
molécula de hemoglobina.

[004] Todas as hemoglobinas humanas sdo constituidas por
quatro cadeias polipeptidicas idénticas duas a duas. Em um humano adulto, trés
tipos de hemoglobina estdo normalmente presentes: a hemoglobina A (HbA)
amplamente predominante (ela representa geralmente cerca de 97% da
hemoglobina em um adulto), constituida de duas cadeias alfa e de duas cadeias
beta (hemoglobina a22), a hemoglobina A2 (HbA2; ela representa geralmente
cerca de 1-3% da hemoglobina em um adulto) constituida de duas cadeias alfa
e duas cadeias delta (hemoglobina a.262) e a hemoglobina fetal (HbF), constituida
por duas cadeias alfa e duas cadeias gama (da hemoglobina a212) que sé persiste

em quantidades residuais (geralmente inferiores a 1% da hemoglobina um
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adulto) e permanece limitada a uma populacdo celular restrita (as "células F").

[005] A hemoglobina contém espécies chamadas menores, que
sao hemoglobinas glicadas.

[006] A hemoglobina glicada (também denominada hemoglobina
glicada ou glicohemoglobina) corresponde ao conjunto das moléculas de
hemoglobina modificadas pela fixacdo de oses, principalmente de glicose, nas
funcdes aminadas (NH2) da globina; o grupo NH2 uma hemoglobina se condensa
com um grupo de aldeido proveniente de um acucar redutor. Essa reacédo, que
ndo é enzimatica é estabilizada em seguida por um rearranjo de Amadori. Os
sitios de glicagdo N potenciais os acidos aminados N-terminais das quatro
cadeias de globina da hemoglobina (cadeias a, 3, ® ou y de acordo com o tipo
de hemoglobina) e os grupos amino-epsilon livres (em particular os dos residuos
de lisina) nas cadeias de globina da hemoglobina.

[007] Existem muitas formas de hemoglobina glicada em funcgéo
do numero de oses fixadas, da natureza das cadeias de globina e das oses
fixadas nessas cadeias e da localizacédo dessas oses nas cadeias de globina.

[008] O termo de hemoglobina glicada total é usado quando séo
consideradas as moléculas de hemoglobina glicadas em qualquer residuo de
NH2.

[009] O termo hemoglobina Al (HbA1) é reservado as moléculas
de hemoglobina A que possuem uma molécula de ose ligada ao aminoacido N-
terminal de uma ou das duas cadeias beta da proteina. A fracdo Al,
heterogénea, compreende em particular as fracbes menores Aia, A €
principalmente Aic. A hemoglobina Aia (HbAi1a) redne a hemoglobina Aiai
(HbA1a1), na qual a ose ligada ao aminoacido N-terminal € a frutose 1,6-difosfato,
e a hemoglobina A1a2 (HbA1a2), na qual a ose ligada ao aminoacido N-terminal é
a glicose-6-fosfato. No caso da hemoglobina A1 (HbA1b), a ose ligada ao acido

N-terminal amino € o piruvato. Finalmente, a ose ligada ao aminoacido das
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cadeias beta da hemoglobulina Aic(HbA1c) € a glicose, e a HbA1c € obtida por
condensacao de uma molécula de glicose com o grupo NH2 da valina N-terminal
da cadeia B, para formar uma cetoamina estavel, ap6s um rearranjo (rearranjo
de Amadori) de uma aldimina instavel previamente formada (denominada HbA1c
labil ou preAuic).

[010] Finalmente, o termo engloba geralmente sob o termo de
hemoglobina Ao (HbAo) as hemoglobinas A ndo glicadas e as hemoglobinas A
glicadas que ndo compreendem uma ose ligada ao aminoacido em posi¢cao N-
terminal das cadeias 3.

[011] Aglicacéo de proteinas (por exemplo, a hemoglobina glicada
e, em particular, a hemoglobina A1, entre tantas outras) € provocada pela
concentracdo muito elevada de agucares no sangue (como € o caso da diabete).
A glicacdo das proteinas altera suas funcdes, o que provoca lesdes celulares,
tissulares, e um envelhecimento vascular e contribui para o desenvolvimento de
véarias doencas, tais como a arterioesclerose, a insuficiéncia renal, a retinopatia
diabética e a catarata. Depois de glicosada, a hemoglobina glicada transporta
bem menos oxigénio.

[012] Entre todos os grupos e subgrupos de hemoglobina, a HbA1c
apresenta um interesse particular porque serve de marcador de longo prazo do
estado diabético dos pacientes. A formacdo da HbA1c € dependente da glicemia
(concentracao de glicose no sangue). Ela ocorre durante todo o ciclo de vida dos
glébulos vermelhos, que € normalmente de 120 dias. A concentragdo sanguinea
de HbA1. reflete. portanto, uma média da glicemia nos 2-3 meses que antecedem
a dosagem. A elevacdo da concentracdo sanguinea de HbA1c € indicativa de
uma hiperglicemia prolongada durante esse periodo. De fato, a concentragdo
sanguinea de HbAic ndo é afetada por flutuacbes breves das taxas de glicose
no sangue. Assim, medindo a taxa de HDbAic entre duas datas, pode-se

acompanhar a evolucédo de uma diabete.

Petica0 870200053105, de 29/04/2020, pég. 14/74



4/55

[013] No paciente diabético, a finalidade é obter uma taxa de
HbA1c tdo proxima quanto possivel dos nimeros que caracterizam um bom
equilibrio da glicemia. O valor de referéncia em um ser humano nao diabético
que possui uma glicemia normal é de 4 a 6% de HbAic no sangue em relagéo
com a concentracdo total de hemoglobina A (hemoglobinas glicadas e
hemoglobinas nao glicadas) (ou seja, 20-42 mmol / mol; Panteghini et al, 2007).

[014] A deteccdo das hemoglobinas glicadas, em particular a
deteccdo de um aumento da taxa de HbA1c, apresenta, portanto, um interesse
evidente para o diagndstico da diabete (de tipo 1 ou de tipo 2) ou o
monitoramento de pacientes diabéticos e, em particular, para avaliar a eficacia
de um tratamento contra a diabetes (de tipo 1 ou de tipo 2).

[015] No entanto, a interpretacdo dos resultados é as vezes
delicada, pois muitos fatores podem falsear os resultados, em particular, a
presenca de hemoglobinas anormais.

[016] Hemoglobinas chamadas de "anormais" ou variantes,
designadas pelas letras S, C, D, E, H e J, séo de fato encontradas em alguns
pacientes. A hemoglobina é entdo parcial ou totalmente substituida por uma ou
mais hemoglobinas anormais. Elas provém em particular de uma sintese
reduzida de certas cadeias de globina e/ou de uma modificagcéo de estrutura das
cadeias q, B, y, ou O, por substituicdo de um aminoacido por outro. Assim, uma
modificagdo que ocorre na cadeia [ pode dar origem, por exemplo, a
hemoglobinas S ou C (hemoglobinas a2p2, nas quais o acido glutdmico em
posicao 6 da cadeia B € substituido respectivamente por uma valina ou por uma
lisina).

[017] Essas hemoglobinas anormais também s&o também
suscetiveis de serem glicadas. Assim, existem em particular as hemoglobinas
Sic (HbSic) e Cic (HBCic) que, como HbAic, compreendem uma molécula de

glicose fixada na valina N-terminal das cadeias 3 (Abraham et al., 1984).
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[018] Os métodos de analise e de dosagem da hemoglobina
glicada e, em particular, da hemoglobina HbAic, podem ser classificados em
duas grandes categorias.

[019] A primeira categoria, predominante, inclui métodos tais
COmo 0S imunoensaios ou as cromatografias de afinidade. Ela se baseia nas
caracteristicas estruturais da molécula de acucar ligada a hemoglobina. A titulo
de exemplo, a publicacdo de Wilson et al., 1993 e a patente US 6.162.645
descrevem um método de dosagem por cromatografia de afinidade da
hemoglobina glicada que se encontra em uma amostra de sangue humano. O
referido método repousa sobre o uso de uma fase sdlida positivamente
carregada acoplada, por meio de um composto polianiénico (por exemplo, &cido
poliacrilico) com acido boronico, acido fenilborénico ou um composto boronato
similar. Quando uma amostra de sangue a ser analisado é incubada com essa
fase solida, os residuos de glicose das moléculas de hemoglobina glicada
presentes nessa amostra se complexam com o composto boronato. As
moléculas de hemoglobina glicada encontram-se assim enxertadas na fase
sélida. Pode-se, entdo, quantificar a proporcdo de hemoglobina glicada
imobilizada na fase sélida em relacdo com a propor¢cdo de hemoglobina nédo
imobilizada. Essa dosagem é realizada através da medicdo da extincdo da
fluorescéncia (Wilson et al., 1993) ou entédo usando anticorpos marcados dirigida
contra hemoglobina humana (EUA 6.162.645).

[020] A segunda categoria de métodos de analise e de dosagem
da hemoglobina glicada inclui a cromatografia de troca idnica ou a eletroforese.
Ela explora as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas e repousa sobre a
diferenca de carga existente entre as proteinas glicadas e as proteinas néo
glicadas.

[021] Entre os diferentes métodos analiticos que permitem uma

dosagem da hemoglobina glicada descritos na literatura, os métodos
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eletroforéticos se dividem em varias categorias: as analises por gel incluem a
andlise por focalizagédo isoelétrica em gel de poliacrilamida (Beccaria, 1978;
Simon, 1982; Stickland, 1982; Bosisio, 1994) e a analise por gel de agarrose (US
5.246.558; EUA 4.222.836; Menard, 1980). As andlises por eletroforese capilar
incluem a analise por focalizacao isoelétrica (Molteni, 1994; Hempe, 1994), a
andlise em solucao livre que envolve um anti-A-1c (USA 5,431,793), a analise em
solucao livre em capilar nu (USA 5599433) e a andlise em solucao livre com
revestimento ("coating") dinamico (EP 0733900 A2, EUA 5,611, 903).

[022] A andlise por eletroforese de uma amostra bioldgica permite
separar as diferentes proteinas, em especial as diferentes hemoglobinas
presentes na amostra, e determinar a quantidade e/ou a propor¢géo de uma ou
mais proteina(s) de interesse na amostra bioldgica. Em eletroforese capilar, em
um capilar preenchido com um eletrdlito, as proteinas de uma amostra biolégica
migram sob o efeito de um campo elétrico do anodo para o catodo, em funcao
de sua massa e de suas cargas. Elas formam assim um perfil de migracao
eletroforética que compreende uma série de picos (também chamados de
fracOes), e cada um deles corresponde a uma ou mais proteinas. Assim,
hemoglobinas anormais, tais como HbS, HbC e HbE apresentam uma
mobilidade eletroforética diferente da mobilidade de HbA. Além disso, devido ao
residuo ose ligado ao aminoacido N-terminal das cadeias betas, a HbA1 possui
um ponto isoelétrico HbAl reduzido e, consequentemente, uma carga elétrica
ligeiramente diferente da carga elétrica das outras hemoglobinas de tipo HbAo.
Assim, em um campo eletroforético ou em uma resina trocadora de ions, a HbA1
apresenta uma velocidade de migracéo diferente da velocidade de migracéao da
HbAo, 0 que permite separar a HbA1 da HbAo, que esta diferentemente
carregada.

[023] A vantagem de eletroforese capilar reside também

igualmente no fato de que somente quantidades muito pequenas de amostra
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biolégica para analisar sdo necesséarias. Além disso, a separacdo por essa
técnica pode ser muito rapida, pelo fato de que altas voltagens podem ser usadas
sem que a amostra se aqueca muito durante a separagéao.

[024] A analise por focalizacéo isoelétrica (Molteni, 1994; Hempe,
1994) é realizada em capilares revestidos. Para o revestimento ("coating"), €
usada uma solugédo de metilcelulose. O catdlito utilizado é a soda (NaOH) e o
anolito do acido fosférico (H3PO4). Graca ao uso de anfélitos, essa analise
permite separar variantes de hemoglobina bem como a HbA1c cujo pico € muito
préximo do pico da HbA (Apl <0,10). Embora esse método funcione bem, ele ndo
é facil de implementar em uma base rotineira e exige grande precisdo, em
particular na faixa de pH dos anfdlitos (pois 0 ponto isoelétrico (pl) de HbA1c esta
muito proximo ao de HbAo).

[025] A analise em solucéo livre que envolve um anti-HbA1c (US
5,431, 793) é realizada em tampado borato em pH béasico (pH 8 a 10), em
amostras submetidas a uma reacdo com um anticorpo monoclonal anti-HbA1c.
Mais precisamente, um primeiro eletroforegrama é realizado com a amostra de
trabalho sem reacéo prévia com um anticorpo anti-HbAic. Um Gnico pico é obtido,
de &rea X, contendo todas as hemoglobinas (incluindo HbAic). Um segundo
eletroforegrama € obtido pela analise da amostra de trabalho, previamente posta
em contato com o anticorpo anti-HbA1c. Foi separado assim o anticorpo anti-
HbA1ic ndo ligado, o complexo anticorpo HbAic/HbAic e a hemoglobina ndo
complexadas pelo anticorpo. A quantidade de HbAic € entdo determinada por
diferenca de area dos picos entre o pico do primeiro eletroforegrama e o do
segundo relativo as hemoglobinas ndo complexadas pelo anticorpo anti-HbA1c
de areay, ou seja, uma quantidade x-y. Esse método mostra-se assim demorado
e complicado de ser implementado.

[026] O método de analise em solucao livre, em capilar nu (US

5,599,433) envolve um agente que complexa o agucar ligado a hemoglobina (o
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borato) e um tampéao zwitteribnico (CAPS) de pH bésico (pH 9 al2). O peffil
obtido (mostrado na Figura 1 do presente pedido) nas condi¢bes descritas
mostra uma separagao relativamente pequena dos picos HbA1 (descrito como
sendo o pico de HbA1c na Patente US 5,599,433) e HbA1c (ver Exemplo 1). Além
disso, a analise de fragbes menores purificadas mostra um co-migracdo de
fragbes HDbA1a,b € HbA1c, que interfere no resultado final da dosagem (ver
exemplo 2 e figura 2 do presente pedido). De fato, essa técnica separa as fracées
HbAO e HbA1, mas néo separa as fragcdes HbA1 entre si.

[027] A técnica analitica por capilar com duplo revestimento
dindmico (EP 0733900 A2, US 5,611,903) € usada apenas no teste baseado
na eletroforese capilar, que é comercializado (kit Analis CEofix™ Hbaaic). Ele
consiste em uma primeira lavagem do capilar com um "iniciador" que contém
um polication (em solucdo de pH 4.6), produzindo um revestimento da
parede do capilar por esse polication. Uma segunda lavagem é em seguida
realizada com um tampao de analise que contém um polianion (pH 4,6), que
tem por efeito adicionar uma segunda camada de revestimento por interacao
com o polication. A quantidade de cargas elétricas negativas entdo presente
na parede interna do capilar é ainda mais elevada do que em um capilar nu,
resultando em um fluxo eletro-osmaético ainda maior. A resolucdo obtida
entre as diferentes formas de hemoglobina analisada (incluindo as
hemoglobinas Al glicadas) é satisfatoria, com tempos de analise curtos. Do
ponto de vista pratico, esse revestimento duplo deve ser refeito entre cada
analise por um procedimento preciso fornecido pelo fabricante do kit, mas
que so foi descrito para um aparelho mono-capilar (P/ACE, Beckman), nao
adequado para analises de rotina.

[028] Persiste, portanto, uma necessidade de reagentes e um
metodo simples de implementar que permita separar eficazmente as

hemoglobinas glicadas, em particular HbAic, das outras hemoglobinas,
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variantes, interferentes (formas labeis, acetiladas, carbamiladas) e das
outras frac6es menores (em particular HbA1a € HbA1b) presentes em uma
amostra biolégica que contém outras hemoglobinas. Idealmente, esse
método permitiria obter uma dosagem semiquantitativa ou quantitativa de
hemoglobinas glicadas, em particular da HbA1c, diretamente a partir do perfil
eletroforético obtido.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[029] A presente invengdo propde um metodo de eletroforese
capilar alternativo, que permite realizar uma andlise semiquantitativa ou
guantitativa de uma ou mais de hemoglobina(s) glicada(s) que compreende pelo
menos uma cadeia de globina que compreende um residuo de glicose ligado ao
aminoacido que se encontra em posi¢cdo N-terminal, contida(s) em uma amostra
biolégica que compreende em particular outras hemoglobinas (glicadas e/ou
nao-glicadas). O referido método da presente invencao explora ao mesmo tempo
as caracteristicas estruturais das moléculas de glicose ligadas essas
hemoglobinas glicadas e as diferencas de carga existentes entre as diferentes
hemoglobinas da amostra.

[030] Os inventores demonstraram que usando uma composicao
tampao particular é possivel obter uma separacdo amplamente melhorada da(s)
hemoglobina(s) glicada(s) que compreendem um residuo de glicose ligado ao
aminoacido que se encontra em posicdo N-terminal em pelo menos uma cadeia
de globina, em particular nas cadeias beta, e mais particularmente uma
separacao amplamente melhorada de HbA1c.

[031] Uma das vantagens do método da presente invencéo é
permitir, devido ao uso da referida composi¢cao tampéao, um deslocamento do
pico de eletroforese que corresponde a um ou mais tipos de hemoglobina(s)
glicada(s) de interesse (um ou mais tipos de hemoglobina(s) que

compreendem um residuo de glicose ligado ao aminoacido que se encontra
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em posicao N-terminal em pelo menos uma cadeia de globina, por exemplo
1HbA1c) quando ela esta presente em uma amostra bioldégica em relagédo a
posicdo de pico, que seria obtida sem a composicdo tampéo. Esse
deslocamento nao interfere com a separacdo de outras proteinas, em
particular das outras hemoglobinas (glicada e/ou n&o-glicada) da amostra.
Isto permite separar o particular a HbA1c de outras HbA1 menores (incluindo
HbAi1a e HbA1). Consequentemente, esse método permite uma leitura
confiavel dos resultados do teste e uma dosagem precisa de uma ou mais de
hemoglobina(s) glicada(s) de interesse que compreendem um ou mais
residuos (s) glicose com um residuo de glicose ligado ao aminoéacido que se
encontra em posi¢cao N-terminal de pelo menos uma cadeia de globina (por
exemplo, a hemoglobina Axc).

[032] O método da presente invencdo constitui, portanto, um
método preferido para estabelecer um diagndéstico e um monitoramento dos
pacientes diabéticos, em especial para avaliar a eficacia de um tratamento
antidiabético.

[033] Assim, o presente pedido tem por objeto um método de
andlise, por eletroforese capilar, de hemoglobinas glicadas (uma ou mais
hemoglobina(s) glicada(s)) que compreende um ou mais residuo(s) de glicose,
contidos em uma amostra biolégica, que compreende uma ou mais
hemoglobina(s), e o referido método compreende a utilizacdo de uma
composicdo tampédo que compreende pelo menos um composto capaz, de um
lado, de complexar especificamente residuos de glicose (um ou mais residuo(s))
de hemoglobina glicada (uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s)) da amostra
biologica e, de outro lado, fornecer a essas hemoglobinas glicadas varias
carga(s) elétrica(s) negativa(s) em pH alcalino (isto é, de pH superior a 7).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[034] Por "varios" entende-se no sentido do presente pedido, pelo
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menos dois, ou seja, dois ou mais de dois, por exemplo, dois, trés, quatro, cinco,
seis, sete, oito, nove dez ou mais de dez.

[035] Por "pelo menos um(a)" entende-se, no sentido do presente
pedido, um(a) ou mais.

[036] O termo "hemoglobina" engloba, no sentido da presente
invencdo, qualquer forma ou fracdo de hemoglobina (inclusive as fragbes
menores), seja ela normal ou anormal, bem como as diversas variantes
dessas hemoglobinas (h4 menos pelo menos 1.000 variantes descritas da
hemoglobina).

[037] Por "hemoglobina glicada"” entende-se, no presente
pedido, qualquer hemoglobina modificada pela fixagdo de um ou mais de
acucar(es), em particular de uma ou mais glicose, glicose-6-fosfato, frutose
1-6 difosfato ou piruvato, em um ou mais cadeia(s) de globina
qualquer(quaisquer) que seja(m) a(s) cadeia(s) de globina. O(s) acucar(es)
pode(m) ser fixado(s) sobre um aminoacido que se encontra em posi¢cao N-
terminal sobre uma cadeia de globina e/ou sobre um aminoacido que possui
um grupo amino livre (lisina, por exemplo).

[038] O termo "cadeia de globina” designa, no presente pedido,
qualquer cadeia de globina conhecida do técnico no assunto, em particular uma
cadeia escolhida entre as cadeias alfa (a), beta (B), delta (6 ) e gama (y), sejam
elas normais ou anormais, ou ainda uma variante de uma dessas cadeias. Em
um modo de realizacdo particular, a referida "cadeia de globina” € uma cadeia
beta, por exemplo, uma cadeia beta uma hemoglobina A1, em particular Aic, S
ou C.

[039] Quando nesses modos de realizacéo da presente invencao,
e feita referéncia a hemoglobina glicada, deve-se entender que os referidos
modos de realizacdo se aplicam em especial a cada tipo particular de

hemoglobina glicada citado no presente pedido.
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[040] Salvo indicacao contréria, cada modo de realizagdo descrito
no presente aplica-se independentemente e/ou em combinacdo com qualquer
uma ou varias dos outros modos de realizacao descritos.

[041] O método de analise por eletroforese capilar da presente
invencao aplica-se a uma amostra biolégica que compreende pelo menos uma
hemoglobina glicada com um ou mais residuo(s) de glicose e que compreende
necessariamente, em uma ou mais cadeia(s) de globina e em particular nas
cadeias beta, um residuo de glicose ligado ao aminoacido localizado que se
encontra em posicdo N-terminal. Essas hemoglobinas s&o chamadas de
"hemoglobinas glicadas em posi¢cédo N-terminal” no presente pedido.

[042] O referido método permite separar uma ou mais
hemoglobina(s) glicada(s) em posi¢do N-terminal da hemoglobina glicada das
outras hemoglobinas glicadas (isto €, das hemoglobinas glicadas cujas cadeias
de globina sé@o desprovidas de residuo de glicose ligadas ao aminoécido que se
encontra em posi¢cao N-terminal) ou das hemoglobinas ndo-glicadas, que estéo
eventualmente presentes na amostra biologica analisada.

[043] De acordo com uma realizacao particular, 0 aminoacido que
se encontra no N-terminal na(s) cadeia(s) beta é a valina.

[044] O método analitico da presente invencdo é, em um modo
preferido, destinado a analisar uma amostra biolégica que compreende
hemoglobina Aic. Ele € em particular apropriado para separar a hemoglobina Axc
de outras ou das outras hemoglobinas (glicadas de forma diferente ou néo
glicadas) eventualmente presentes na amostra biologica analisada e, em
particular, de outras fracbes menores, por exemplo da HbA1a e da HbA1b.

[045] De acordo com um modo de realizacao particular, o método
analitico da presente invencdo permite separar a hemoglobina Sic e/ou a
hemoglobina Cic, das outras hemoglobinas (glicadas de forma diferente ou néo

glicadas) eventualmente presentes na amostra bioldgica analisada.
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[046] Por "composicao tampéo" entende-se uma composicédo, em
particular uma solugéo, que conserva aproximadamente o mesmo pH, apesar da
adicdo de pequenas quantidades de acido ou de uma base, ou a despeito de
uma diluicéo.

[047] O termo "complexar” ou "complexacdo" é usado no presente
pedido para significar que uma associa¢ao (quimica ou meramente fisica) ocorre
entre duas entidades, em particular entre duas moléculas (por exemplo, uma
molécula pequena e uma macromolécula) através dos grupos funcionais.

[048] Em um modo de realizacdo preferido, uma dessas duas
entidades (o composto capaz de complexar residuos de glicose) é associada
com (por exemplo, reage com um grupo cis-diol), em particular com dois grupos
hidroxila vicinais, de um residuo de glicose da outra entidade (uma hemoglobina
glicada).

[049] Como mostrado na parte “"exemplos”, complexar
especificamente o(s) residuo(s) de glicose de uma ou mais hemoglobina(s)
glicada(s) e fornecer-lhes cargas negativas em pH alcalino significa, no presente
pedido, que o composto usado na presente invengao permite deslocar o pico de
migracao eletroforética que corresponde a uma hemoglobina glicada em posicéo
N-terminal por glicose, fora da area de migracéo eletroforética que corresponde
a hemoglobina glicadas em posicdo N -terminal por outro acucar (por exemplo,
a glicose-6-fosfato, frutose 1-6 difosfato, ou piruvato), e de preferéncia fora da
zona dos picos de migracdo eletroforética que corresponde as outras
hemoglobinas da amostra. Assim, as fragbes menores que ndo contém um
residuo de glicose ligado a cadeias do aminoacido N-terminal das cadeias beta,
em particular as fragbes Aia e Aip, Nndo interferem com a analise da HbAic de
acordo com método da presente invengao.

[050] A titulo de exemplo, a capacidade de um composto de

complexar especificamente residuos de glicose de uma ou mais hemoglobina(s)
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glicada(s) e de fornecer cargas negativas em pH alcalino, no sentido da presente
invengao pode ser constatada pelo seguinte teste: uma amostra de referéncia
(por exemplo, "mistura HbA1a, HbA1b ", "Alc" e "Ao" da Exocell, Reino Unido),
contendo diferentes fragbes de hemoglobina glicada purificadas e em particular
as fragdes Ao e Aic ou as fracdes Ao, Aib € Aia é introduzida em uma eletroforese
capilar que contém a seguinte composi¢ao tampédo: 200mM de CHES, 20mM de
putrescina, entre 10 e 120 mM (por exemplo, 50mM ou 30 mM) do composto a
ser testado, se necessario, 2,5 g/l de cloreto de sodio, agua, e, se necessario,
uma base para ajustar o pH para um valor superior a 9, por exemplo 9,4. Uma
eletroforese capilar em solucao livre capilar em capilar nu é entéo realizada, por
exemplo em um aparelho Capillarys® (Sebia), com um comprimento de onda de
415 nm. Em seguida, foi estudado o perfil eletroforético obtido; se a separacéo
for perfeita HbA1c entre o pico correspondente a HbAo (ou em funcéo do tipo de
amostra usado, entre o pico correspondente a HbA1c e 0s picos correspondentes
a HbAo, HbA1b e bA1a), nesse caso o composto testado é considerado como
capaz de complexar especificamente residuos de glicose e de fornecer cargas
negativas em pH alcalino no sentido da presente invengao. Inversamente, se 0
pico que corresponde & HbA1c e 0 que corresponde a HbA1b (ou, em funcédo do
tipo de amostra utilizada, o pico correspondente a HbA1c, ou 0 que corresponde
a HbAo, HbA1r ou HbAla) se sobrepuser ou se acavalarem, nesse caso 0
composto de teste ndo é considerado adequado para implementar a presente
invencao.

[051] A concentracdo do composto a ser testado € dada apenas a
titulo indicativo no teste indicado acima, se uma concentragdo de 10 a 120 mm
de composto a ser testado ndo permitir obter uma separacao suficiente entre o
pico que corresponde ao HbA1c e 0 pico que corresponde a outras hemoglobinas
da amostra no teste indicado acima, € possivel sair dessa faixa de concentracao

a fim de obter uma separacéo 6tima do pico correspondente a HbA1c.
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[052] Qualquer composto quimico (isto é, geralmente uma
molécula organica), qualquer anticorpo, polipeptideo, peptideo ou qualquer outro
composto capaz de complexar especificamente residuos de glicose e fornecer
cargas negativas em pH alcalino, no sentido da presente invencdo pode ser
usado na presente invengcdo. Um anticorpo apropriado pode ser gerado por
qualquer método conhecido do técnico no assunto e pode ser, por exemplo, um
anticorpo policlonal ou monoclonal, um anticorpo quimérico, um fragmento de
anticorpo, por exemplo um fragmento Fab.

[053] Como ilustrado na parte "exemplos”, o acido borico ndo é um
composto quimico capaz de complexar especificamente residuos de glicose e
fornecer cargas negativas em pH alcalino, no sentido da presente invencao, pois
ele ndo permite realizar uma andlise confiavel e, em particular, uma dosagem
confidvel de hemoglobinas glicadas e em particular da HbA1ic.. Exemplos de
compostos quimicos apropriados sao estdo definidos mais precisamente a
sequir.

[054] Cada residuo de glicose complexada com o0 composto capaz
de complexar especificamente residuos de glicose interage com uma molécula
de composto diferente.

[055] De acordo com um modo de realizacdo particular, quando
ele estiver presente em quantidade suficiente na composicdo tampao da
presente invencdo, o referido composto é capaz de complexar especificamente
o(s) residuo(s) de glicose N-terminais de uma hemoglobina glicada, isto €, de
complexar especificamente, para cada cadeia de globina (em particular beta)
que compreende um residuo de glicose ligado ao aminoéacido localizado em
posicdo N-terminal, o referido residuo de residuo. O referido composto € assim
capaz de complexar especificamente cada residuo de glicose ligado a valina em
posicdo N-terminal nas cadeias beta da hemoglobina Aic ou ainda de uma

hemoglobina ou Sic ou Cic.
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[056] De acordo com um modo de realizagao particular, o referido
composto € capaz, quando estiver presente em quantidade suficiente na
composicao tampéo da presente invencao, de complexar especificamente todos
os residuos de glicose das hemoglobinas glicadas em posi¢cdo N-terminal de
glicose.

[057] De acordo com um modo de realizacao particular, o referido
composto € capaz, quando estiver presente em quantidade suficiente na
composicao tampéo da presente invencao, de complexar especificamente todos
os residuos de glicose de uma hemoglobina, qualquer que seja sua posi¢ao
sobre a(s) cadeia(s) de globina. Assim, quando o referido composto esta
presente em quantidade suficiente na composi¢cao tampao da presente invencao,
uma molécula de hemoglobina com um nuimero x de residuos de glicose pode
fixar um nimero x de moléculas do referido composto.

[058] Ao se complexar especificamente com um ou mais residuos
de glicose de hemoglobinas glicadas de uma amostra biologica, o referido
composto confere a essa ou essas hemoglobina(s) glicada(s) véarias cargas
elétricas negativas em pH alcalino, ou seja, permite sobrecarregar essa(s)
hemoglobina(s) glicada(s) com cargas elétricas negativas em pH alcalino.

[059] O referido composto fornece varias cargas elétricas
negativas em pH alcalino a cada residuo de glicose assim complexado uma
mesma hemoglobina. Devido a esse aporte de cargas elétricas negativas em pH
alcalino, a hemoglobina que compreende pelo menos um residuo de glicose tem
sua mobilidade eletroforética modificada sob o efeito de sua complexa¢cdo com
o referido composto. Isso se manifesta, em um perfil eletroforético, pelo
deslocamento do ou dos picos de eletroforese que correspondem as
hemoglobinas glicadas com um ou mais residuo(s) de glicose que estao
presentes na amostra biolégica analisada.

[060] Todas as hemoglobinas que compreendem pelo menos um
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residuo de glicose que estédo presentes amostra biolégica formam um complexo
com o composto que complexa a glicose e que confere cargas elétricas
negativas em pH alcalino (desde que, evidentemente, que o referido composto
esteja presente em quantidade suficiente para complexar cada uma dessas
hemoglobinas). Entretanto, as diferentes hemoglobinas e em particular as
diferentes hemoglobinas que compreendem pelo menos um residuo de glicose
na origem um ponto diferente isoelétrico (devido a natureza de suas cadeias de
globina, o numero e a posicdo dos ou residuo(s) de glicose nessas cadeias de
globina e 0 numero, a natureza e a posi¢do dos outros acucares eventualmente
ligados nessas hemoglobinas). Considerando as cargas elétricas negativas em
pH alcalinas fornecida pela complexacdo de cada residuo de glicose com o
referido composto, a diferenca de carga entre essas diferentes hemoglobinas é
ainda mais pronunciada quando elas estdo em forma complexada com o referido
composto.

[061] As hemoglobinas glicadas que compreendem um residuo de
glicose ligado ao aminoacido que se encontra em posicao N-terminal em pelo
menos uma de suas cadeias de globina (em particular nas cadeias beta)
possuem por causa disso pelo menos uma glicose a mais que as outras
hemoglobinas (glicadas de forma diferente ou nédo glicadas). Em particular, a
hemoglobina Aic possui nas cadeias beta pelo menos uma glicose a mais do que
outras fracoes menores da hemoglobina Ai. Consequentemente, quando s&o
complexadas de acordo com a presente invencao, essas hemoglobinas glicadas
em posicdo N-terminal sdo carregadas mais fortemente com cargas elétricas
negativas em pH alcalino pelo referido composto que as outras hemoglobinas
(as hemoglobinas glicadas que ndo compreendem um residuo de glicose ligado
ao amino acido N-terminal das cadeias de globina ou as hemoglobinas né&o-
glicadas).

[062] Ao aumentar assim a diferenca de mobilidade eletroforética
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existente entre as diferentes hemoglobinas que compreendem glicose e/ou entre
uma ou mais hemoglobina(s) que compreendem glicose e as outras
hemoglobinas presentes na amostra biolégica analisada, obtém-se uma melhor
separacao entre uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s) em posi¢cao N-terminal
e a(s) outra(s) hemoglobina(s) eventualmente presente(s) na referida amostra,
particularmente entre a hemoglobina Aic e as outras fragcbes menores da
hemoglobina A1, eventualmente presentes na referida amostra.

[063] Assim, 0 método da presente permite separar
eficazmente hemoglobinas glicadas em posi¢cdo N-terminal, e em particular
a HbA1c, das outras hemoglobinas e das outras fragdes menores presentes
em uma amostra biolégica que contém outras hemoglobinas. Além disso,
interferentes classicos tais como as formas I|abeis, acetiladas ou
carbamiladas nao interferem com a dosagem da HbAlc da presente
invencdo. O método da presente invencao permite em particular, evitar as
interferéncias que possam resultar, na auséncia de cargas elétricas
negativas em pH alcalino adicionadas pela complexacao, da co-migracéo de
hemoglobina Aic e das outras fracbes menores da hemoglobina A1 (como
HbAi1a € HbA1b) presentes na amostra bioldégica, na etapa de separacao
eletroforética.

[064] A ou as hemoglobina(s) glicada(s) em posicdo N-terminal
assim separada(s) pode(m) em seguida ser dosada(s), em presenca de outras
ou das outras hemoglobinas eventualmente presentes na amostra biologica
analisada. Pode-se portanto dosar, por exemplo, a THbAic na presenca de
outras fracbes menores da hemoglobina A1 e, em particular, na presenca de
HbA1a e/ou HbA1b, sem que essas outras fracbes menores presentes na amostra
biol6gica analisada interfiram com essa dosagem.

[065] O termo "dosar” ou "dosagem" significa, no presente pedido,

determinar a quantidade da hemoglobina ou das hemoglobinas de interesse em

Petic&i0 870200053105, de 29/04/2020, pég. 29/74



19/55

presenca eventualmente de uma ou mais outra(s)hemoglobina(s) da amostra
biolégica analisada e/ou a proporcéo da referida ou das referidas hemoglobina(s)
de interesse em relacdo a quantidade total de hemoglobina ou em relacdo a
quantidade de certas hemoglobinas presentes na referida amostra.

[066] A dosagem realizada na presente invencdo pode ser
semiquantitativa; é medida entdo a porcentagem de uma hemoglobina dada em
relacdo a quantidade de outra hemoglobina ou de outra(s) hemoglobina(s)
presente(s) na referida amostra. Assim, no caso da HbAi, é medida entdo
geralmente a porcentagem de HbAic em relacdo a quantidade de outra(s)
hemoglobina(s); a area do pico eletroforético que corresponde a HbAic € em
geral dividida pela area do pico que corresponde a HbAo ou entdo pela soma
(area do pico que corresponde a HbA1c + a &rea do pico que corresponde a HbAo)
pela soma (area de todos os picos de HbA) ou entdo pela soma (area do pico
que corresponde a HbA1c + &rea do pico que corresponde a HbAo + area do pico
que corresponde a HbA?), ou ainda superficie total do perfil eletroforético.

[067] Pode também se tratar de uma dosagem quantitativa; os
resultados sdo entéo expressos em milimols (mmol) de uma hemoglobina dada
por mol de outra hemoglobina ou de outra(s) hemoglobina(s) presente(s) na
referida amostra, por exemplo, em mmols de HbA1c por mol de HbA.

[068] Em um modo particular da presente invencdo, o composto
que complexa especificamente residuos de glicose de hemoglobinas glicadas e
gue conferem a essas hemoglobinas glicadas cargas negativas em pH alcalino
compreende varios grupos funcionais, em particular dois ou mais de dois grupos
funcionais.

[069] Pelo menos um desses grupos funcionais complexa
especificamente um residuo de glicose (particularmente um residuo de glicose
ligado ao aminoacido que se encontra em posi¢do N-terminal de uma cadeia de

globina) interagindo, por exemplo, com um grupo cis-diol, em particular com dois

Petic&0 870200053105, de 29/04/2020, pég. 30/74



20/55

grupos hidroxila vicinais de um residuo de glicose. A titulo de exemplo, esse(s)
grupo(s) pode(m) ser um grupo boronato, em particular um grupo boronato tal
como definido no presente pedido.

[070] Esse(s) grupo(s) que complexam a glicose, pode(m)
fornecer uma carga elétrica negativa em pH alcalino por residuo de glicose
complexado, ou seja, uma ou mais carga(s) negativa(s) em pH alcalino por
molécula de hemoglobina complexado (uma carga negativa, se a molécula de
hemoglobina compreender apenas um residuo de glicose e n cargas negativas
se a molécula de hemoglobina compreender n residuos de glicose).

[071] O outro, um dos outros, ou 0s outros(s) grupo(s)
funcional(ais) do referido composto (isto €, o(s) grupo(s) funcional(ais) que nao
complexam a glicose) fornecem por sua vez uma ou mais carga(s) elétrica(s)
negativa(s) em pH alcalino para cada residuo de glicose complexada com uma
molécula da referida hemoglobina.

[072] Assim, nesse modo de realizacdo particular da presente
invencao, cada molécula de composto que complexa especificamente residuos
de glicose da presente invengdo compreende pelo menos um grupo funcional
capaz de complexar um residuo de glicose de uma hemoglobina glicada (e em
particular um residuo de glicose N-terminal de uma hemoglobina glicada em
posicdo N-terminal) e pelo menos um grupo funcional que ndo complexa a
glicose, mas permite sobrecarregar essa hemoglobina glicada com cargas
negativas em pH alcalino, pois ele fornece uma ou mais carga(s) negativa(s)
adicional(ais) em pH alcalino a essa hemoglobina glicada. O grupo funcional
capaz de complexar a glicose pode igualmente fornecer uma carga elétrica
negativa em pH alcalino.

[073] De acordo um modo de realizacdo particular da presente
invencéo, o composto que complexa especificamente residuos de glicose e que

fornece cargas negativas em pH alcalino (mais precisamente, cada molécula
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desse composto) fornece, para cada residuo de glicose complexado, varias
cargas negativas em pH alcalino a uma molécula de hemoglobina glicada, e em
particular a uma hemoglobina glicada em posi¢céo N-terminal. De preferéncia, ele
fornece para cada residuo de glicose complexado, pelo menos duas (em
particular duas, trés, quatro, cinco ou seis) cargas elétricas negativas em pH
alcalino a uma molécula de hemoglobina glicada.

[074] De acordo com um modo de realizacdo particular da
presente invencao, o grupo funcional, ou pelo menos um dos grupos funcionais
que complexam especificamente residuos de glicose é negativamente carregado
em pH alcalino.

[075] De acordo com um modo particular da presente invencao, o
composto capaz de complexar especificamente residuos de glicose de
hemoglobinas glicadas e fornecer-lhes cargas negativas em pH alcalino
compreende um ou mais grupos ionizaveis (em particular anionizaveis) em pH
alcalino. Estes grupos ionizaveis podem ser de diferentes tipos. Por exemplo, o
composto pode conter um ou mais carboxilato(s), carboxila(s), sulfonato(s) e/ou
sulfonila(s). O referido composto pode ser em particular um &cido policarboxilico,
especialmente um acido dicarboxilico ou &cido tricarboxilico. O referido
composto também pode igualmente ser um acido polissulfénico, em particular
um &cido dissulfénico ou trissulfonico.

[076] Em um modo de realizacao particular da presente invencgao,
O grupo, um dos grupos ou 0s grupos que fornecem uma ou mais carga(s)
elétrica(s) negativa(s) em pH alcalino para cada residuo de glicose complexado
de uma molécula de hemoglobina glicada compreende(m) um ou mais grupo(s)
ionizavel(eis) em pH alcalino tais como definidos no presente pedido, em
particular um ou mais (em particular dois ou trés) grupo(s) carboxilato, carboxila,
sulfonato e/ou sulfonila.

[077] De acordo com um modo de realizacdo particular da
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presente invengdo, 0 grupo, um dos grupos ou 0S grupos que complexam
especificamente residuos de glicose compreende(m) ou consiste(em) um ou
mais grupo(s) boronato.

[078] Por "grupo boronato" entende-se, no presente pedido,

um grupo de férmula:

no qual D1 e D2 sdo escolhidos independentemente um do outro,
entre um grupo hidroxila e um grupo suscetivel ser hidrolisado para dar um
grupo hidroxila em solugéo aquosa, em particular a um pH alcalino.

[079] Em um modo particular de realizagc&o da presente invencéo,
o referido grupo boronato que € o grupo -B(OH)z, (também denominado grupo
boronila) ou uma forma ionizada, em particular-B(OH) .

[080] Em um modo de realizagao particular da presente invencéo,
0 composto capaz de complexar especificamente residuos de glicose de
hemoglobinas glicadas e fornecer-lhes cargas negativas em pH alcalino é

() um composto boronato de férmula geral RB(OH)2 (também
composto também denominado acido borénico), ou de férmula geral
RB(OH) 3, cujo grupo R compreende pelo menos uma arila e/ou uma alquila
(linear, ramificada ou ciclica) e/ou uma aralquila e/ou uma combinacéao
delas, e o referido grupo R fornece uma ou mais carga(s) elétrica(s)
negativa(s) em pH alcalino para cada residuo de glicose complexado como
grupo boronato, ou

(if) um sal desse composto boronato.

[081] Assim, em pH alcalino, aléem da carga elétrica negativa em
pH alcalino, fornecida pelo grupo boronila ou boronato dos compostos boronato

ou de seu sal, o grupo R fornece uma ou mais carga(s) elétrica(s) negativa(s)
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adicional(ais) para cada residuo de glicose complexado com o grupo boronila ou
boronato.

[082] Por "composto de formula geral RB(OH)z2"entende-se
igualmente, no sentido do presente pedido, qualquer forma ibnica em
equilibrio com ela, em particular RB(OH)-3, ou qualquer outra forma
suscetivel de estar em equilibrio com ela, em funcéo das condi¢cdes do meio.

[083] Um "sal", no sentido do presente pedido designa qualquer
sal, e em particular um sal de sodio, de litio ou de potéssio.

[084] O grupo R do composto boronato da presente invencao
pode também incluir outras funcdes e/ou heteroatomos, além da ou das
funcdes arila, alquila, aralquila ou uma de suas combinacgdes.

[085] Em um modo de realizacao particular, o grupo R fornece,
duas ou mais de duas (de preferéncia duas), cargas elétricas negativas em
pH alcalino para cada residuo de glicose complexado com o grupo boronila
ou boronato do composto boronato da presente invenc¢éo ou de seu sal.

[086] Em um modo de realizagao particular, o grupo R consiste
de uma ou mais arila(s), alquila(s) (linear(es), ramificada(s) ou ciclica(s))
e/ou aralquila(s) e/ou uma combinacéao delas.

[087] De acordo um modo de realizacgéo particular, a ou as arila(s),
alquila(s), aralquila(s) ou outros grupos funcionais e/ou heteroatomos ou suas
combinagcbes presente(s) no grupo R do composto boronato da presente
invencao pode(m) ser substituido(s).

[088] O termo "substituido”, tal como usado no presente pedido
pode significar monossubstituido ou, ao contrario, polissubstituido, em particular,
di-, tri-, tetra-, penta ou hexa-substituido.

[089] Os substituintes podem ser em particular grupos ionizaveis
(em particular anionizaveis) em pH alcalino, tal como definidos no presente

pedido. O grupo R pode também incluir um ou mais heteroatomos, ou outros
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grupos funcionais.

[090] De acordo um modo particular da presente invencéo, o
grupo R do composto boronato fornece, para cada residuo de glicose
complexado, uma ou mais carga(s) elétrica(s) negativa(s) em pH alcalino a uma
molécula de hemoglobina glicada. De preferéncia, ele fornece para cada residuo
de glicose complexado, uma, duas, trés ou quatro cargas elétricas negativas em
pH alcalino a uma molécula de hemoglobina glicada.

[091] Um composto boronato tal como definido acima inclui
principalmente acidos borbnicos e, em particular, acidos fenilborénicos.

[092] De acordo com um modo particular da presente invencéo, o
composto capaz de complexar especificamente residuos de glicose de
hemoglobinas glicadas e fornecer-lhes cargas negativas em pH alcalino é um
fenilboronato polissubstituido, em particular um fenilboronato dissubstituido, por
exemplo por grupos carboxila(s) e/ou sulfonila(s).

[093] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencao, o grupo R do composto boronato ou de seu sal é um acido
dibasico, em particular um &cido dicarboxilico. De acordo com um modo de
realizacdo particular da presente invengdo, o composto boronato é um &cido
dicarboxifenilborénico, de preferéncia escolhido entre o &cido 3,5-
dicarboxifenilborénico e 3,4-dicarboxifenilbordnico.

[094] Assim, a titulo de exemplo, pode ser usado, como um
composto boronato, 3,5-dicarboxifenilborénico (3,5 dCPBA). Esse composto
esta disponivel comercialmente em particular junto a Combi-blocks Inc. (San
Diego, Estados Unidos), com o nome comercial acido 3,5-dicarboxifenilborénico
e junto a Apollo Scientific Ltd. (Cheshire, Reino Unido), com o nome comercial
acido 3,5- dicarboxifenilbordnico.

[095] Na composicdo tampdo da presente invencdo, a

concentracdo de composto capaz de complexar especificamente residuos de
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glicose de hemoglobinas glicadas e fornecer-lhes cargas negativas em pH
alcalino esta geralmente em excesso estequiométrico em relacdo a quantidade
total de proteinas, em particular em relacdo a quantidade total de todas as
hemoglobinas presentes na amostra biolégica ou em relagdo a quantidade total
de todas as hemoglobinas que compreendem glicose presentes na amostra
biolégica. Assim, a quantidade desse composto na composi¢cdo tampao €
superior a quantidade necessaria para que todos os residuos de glicose das
hemoglobinas presentes na amostra sejam complexados pelo referido composto
quando uma amostra é diluida ou uma parte dessa amostra na composi¢cao
tampdo. Assim, para cada molécula de hemoglobina glicada que compreende
glicose presente na amostra biologica analisada, existem pelo menos tantas
moléculas desse composto na composicao tampao quantos residuos de glicose
presentes nessa molécula de hemoglobina glicada. Isso permite obter uma
separacao completa da hemoglobina glicada ou das hemoglobinas glicadas de
interesse das outras hemoglobinas também presentes na amostra bioldgica
analisada.

[096] De acordo com um modo particular de realizagcdo da
presente invencdo, na composicdo tampdo da presente invencdo, a
concentracdo de composto capaz de complexar especificamente residuos de
glicose de hemoglobinas glicadas e fornecer-lhes cargas negativas em pH
alcalino esta compreendida entre 0,10 e 100 mM, de preferéncia entre 10 e
60mM, e mais preferencialmente entre 20 e 50 mm, por exemplo, 30 mm ou
50mM.

[097] A expressao "compreendido(a) entre x e y" significa, no
presente pedido, que as extremidades x e y estéo incluidas no intervalo de valor
x-y indicado.

[098] Em um modo de realizagéo particular, a composi¢cao tampéao

da presente invencdo compreende ainda:
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- um composto tampéao que possui um pKa compreendido entre 8,0
e 11,0,

- e/ou um retardador de fluxo, e/ou

- uma base; e/ou

- um sal e/ou

- uma solucéo de diluicdo apropriada, por exemplo agua.

[099] Assim, a composicdo tampdo da presente invencéo
compreende ou consiste de (i) um composto capaz de complexar
especificamente residuos de glicose de hemoglobinas glicadas e fornecer-lhes
cargas negativas em pH alcalino, e (ii) um ou mais e em particular todos os
compostos escolhidos a entre: um composto tampdo que possui um pKa
compreendido entre 8,0 e 11,0, um retardador de fluxo, uma base (em particular
um sal de sodio (por exemplo, cloreto de sd6dio)), uma solucdo de diluicdo
apropriada (por exemplo, 4gua) e suas misturas.

[0100] O composto tampdo €é de preferéncia um composto
zwitteridnico. Ele em particular ser escolhido entre AGP, AMPD, AMPSO, bicina,
CABS, CAPS, CAPSO CHES, HEPBS, metilamina, TABS, TAPS, taurina, e
tricina e tris; em particular, sdo escolhidos de preferéncia CAPS, CAPSO ou
CHES, de preferéncia CHES. Esses compostos possui uma grande capacidade
de tampéao nos pH alvo (pH 8-11) e séo particularmente apropriados para obter
uma boa focalizacdo das hemoglobinas.

[0101] A concentracdo do composto tampdo na composicao
tampdao da presente invencao esta geralmente compreendida entre 20 e 500 mM,
de preferéncia entre 50 e 400 mM, mais preferencialmente entre 100 e 350 mM,
ou entre 150 e 300 mM, por exemplo, cerca de 200 mM ou cerca de 300 mM.

[0102] O retardador de fluxo destina-se a aumentar o efeito das
diferencas de carga elétrica a fim de obter uma boa resolucdo de separacao

entre as diferentes hemoglobinas. Esse tipo de composto age diminuindo o
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fluxo eletro-osmaético, o que retarda a migracdo de diferentes fracfes e
permite aumentar sua separacgao. O retardador de fluxo utilizado pode ser
uma diamina alifatica, em particular uma diamina alifatica escolhida entre
1,3-diaminopropano, 1,4-diaminobutano (putrescina), 1,5-diaminopentano
(cadaverina), 1-6, diaminohexano, a espermina e a DETA, ou um derivado
do diamina alifatica ou uma de suas misturas.

[0103] Por "derivativo", entende-se em particular aqui uma
poliamina alifatica, uma poliamina, um sal (por exemplo, sal de sodio) ou uma
mistura de suas misturas.

[0104] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencao, o retardador de fluxo € escolhido entre a putrescina, seus
derivados e suas misturas.

[0105] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencdo, o retardador de fluxo é a putrescina. Em particular, a
putrescina esta forma pura, com, se necessario, a adicdo de sal (em particular
um sal de sédio, por exemplo, cloreto de s6dio).

[0106] De acordo com outro modo de realizagdo particular da
presente invenc¢ao, o retardador de fluxo € o cloridrato de putrescina (ou putrescina
2HCI).

[0107] Na composicdo tampao da presente invencdo, a
concentracdo do retardador de fluxo esta4 vantajosamente compreendida entre
0,10 e 40 mM, de preferéncia entre 10 e 30 mM e mais preferencialmente entre
15 e 25 mM, por exemplo, 20 mM.

[0108] A base eventualmente adicionada a composi¢cédo tampéo
permite ajustar o pH da referida composi¢do. E possivel usar uma base
pertencente a familia dos hidroxidos, em particular uma base escolhida entre
o hidréxido de litio, o hidroxido de sodio, o hidroxido de potassio, o hidroxido

de rubidio, o hidroxido de césio, o hidroxido de francio, um hidréoxido de

Petic&i0 870200053105, de 29/04/2020, pég. 38/74



28/55

mono-, di-, tri- ou tetra alquil amdnio e suas misturas.

[0109] De acordo um modo de realizacdo particular da presente
invencdo, a base eventualmente adicionada a composi¢ao tampéo € hidréxido
de sodio.

[0110] Vantajosamente, uma quantidade suficiente base é
adicionada a composicao tampao para que seu pH seja superior ou igual a 9,0,
de preferéncia compreendido entre 9,0 e 11,0 e mais preferencialmente
compreendido entre 9,0 e 10,0, por exemplo compreendido entre 9,3 e 9,5, e
mais preferencialmente ainda um pH de 9,4 ou 9,5. Um pH alcalino superior a
9 permite obter fracbes de hemoglobina carregadas negativamente (sendo que
0 ponto isoelétrico das hemoglobinas esta compreendido entre 6,05 e 7,63).

[0111] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencdo, o sal eventualmente presente na composicdo tampao da
presente invencdo € um sal de sbdio, de preferéncia o cloreto de sodio. A
composicdo tampéao pode compreender, por exemplo, 2,5 g/l de cloreto de sddio.

[0112] De acordo um modo de realizacdo particular da presente
invencdo, quando a composi¢do tampdo compreender putrescina, em particular
putrescina pura, ela compreende igualmente um sal (em particular, um sal de sédio),
de preferéncia cloreto de sodio, por exemplo, 2,5 g/l de cloreto de sédio.

[0113] De acordo com outro modo de realizagdo particular da
presente invencao, a composi¢ao tampao compreende cloridrato de putrescina,
nao compreende cloreto de sodio, e de preferéncia ndo compreende nenhum
sal.

[0114] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invengao, a composi¢cao tampao compreende ou consiste de:

- 200mM de CAPSO;

- 10 mM de putrescina (por exemplo, putrescina 2HCI, ou

putrescina pura e cloreto de sodio);
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- 50mM de acido 3,5-dicarboxifenilborénico;

- agua, e

- Se necessario, uma base, por exemplo, a soda, para ajustar o pH,
por exemplo a um valor superior a 9 ou 10 e, de preferéncia a um valor de 10,2;

ou, mais preferencialmente, de:

- 200mM de CAPSO;

- 15 mM de putrescina (por exemplo, putrescina 2HCI, ou
putrescina pura e cloreto de sodio);

- 100mM de acido 3,5-dicarboxifenilborénico;

- agua, e

- se necessario, uma base, por exemplo a soda, para ajustar o pH,
por exemplo a um valor superior a 9 ou 10 e, de preferéncia a um valor de 10,2;

ou, mais preferencialmente ainda, de:

- 200mM de CHES;

- 20mM putrescina (por exemplo, a putrescina 2HCI ou putrescina
pura e cloreto de sédio);

- 30mM de acido 3,5-dicarboxifenilborbnico;

- agua, e

- Se necessario, uma base, por exemplo, a soda, para ajustar o pH,
por exemplo a um valor superior a 9, e de preferéncia a um valor de 9,4.

[0115] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencdo, a composicdo tampdo compreende ou consiste dos
constituintes indicados acima, nas concentracdes indicadas acima, € um ou mais
sais, em patrticular cloreto de sodio, por exemplo, 2,5 g/l de cloreto de sodio.

[0116] Como ilustrado na parte exemplo, essas composicoes
tampdo permitem obter uma separacédo perfeita de hemoglobina HbAic das
outras hemoglobinas presentes na amostra biolégica analisada, bem como uma

separagao entre elas das diferentes fragdes menores (incluindo HbA1a, HbA1, €
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HbA1c) sem paralelo no campo da eletroforese capilar em solucéo livre.

[0117] O termo "amostra biolégica" designa, no presente pedido,
qualquer fluido biologico que compreende globulos vermelhos. O referido fluido
biolégico pode prover de um paciente humano sadio ou doente (por exemplo,
um paciente diabético) ou ser de origem animal, em particular provir de um
mamifero ndo humano (sadio ou doente). O referido fluido biolégico (humano ou
mamifero ndo humano) pode ser, por exemplo, sangue, em particular sangue
arterial normal ou ndo, lavado, decantado, centrifugado, hemolisado ou total. As
amostras biolégicas podem também ser de origem sintética ou purificada.

[0118] A presente invencdo € particularmente Util para a analise de
amostras de sangue, em particular para a analise de uma amostra de sangue
proveniente um paciente diabético ou de um mamifero ndo humano diabético.

[0119] De acordo com um modo de realizagdo particular, a referida
amostra biolégica compreende ou consiste de varias hemoglobinas, em
particular varias hemoglobinas glicadas que compreendem um residuo de
glicose ligado a aminoacido que se encontra em posicdo N-terminal em pelo
menos uma cadeia de globina (por exemplo, cadeias beta), e particularmente de
hemoglobina Axic.

[0120] A amostra biologica utilizada pode ser diluida antes da
analise por eletroforese capilar com uma solucao de diluicdo apropriada, por
exemplo, uma solucdo hemolisante e/ou uma solucao de tampéo de analise, em
particular a composicéo tampao da presente invencao. A analise é de preferéncia
realizada a partir de uma amostra de sangue hemolisada.

[0121] De acordo com outro modo de realizacdo particular, a
amostra biologica é diluida, em um primeiro tempo, em uma solucdo
hemolisante, e em seguida na composicédo tampao da presente invencao.

[0122] O termo "solugéo hemolisante” designa, no presente pedido,

uma solucao capaz de provocar a hemolise dos glébulos vermelhos, ou seja, a
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destruicdo dos glébulos, e de hemoglobina. Ela pode permitir, dependendo da
sua composicao, uma lise total dos glébulos vermelhos, usando eventualmente
um movimento fraco mecéanico adicional (vortex, agita¢do,...). A solucdo
hemolisante pode compreender aditivos usuais de lise celular, por exemplo, o
Triton X100, que € comumente usado em uma concentracdo de 1 g/l. A solugéo
hemolisante pode ainda opcionalmente compreender um composto capaz de
complexar especificamente residuos de glicose de hemoglobinas glicadas e
fornecer-lhes cargas negativas em pH alcalino, tal como definido no presente
pedido.

[0123] A titulo de exemplo, a solugdo hemolisante pode ser
escolhida no grupo constituido pela solucdo hemolisante Capillarys®
Hemoglobin(e) da Sebia, a solucdo hemolisante MINICAP® hemoglobin(e) da
sebia, a solucdo hemolisante HydraGel® HbA1c da Sebia, a &gua puro, &gua com
adicdo de tensoativo, em particular a agua com adicao de Triton X100 (por
exemplo 1 g/l de Triton X100) e suas misturas.

[0124] De acordo um modo de realizacdo particular, o método de
analise por eletroforese capilar da presente invencao compreende as seguintes
etapas:

(a) a introducdo em um capilar de eletroforese, da composicéo
tampéo da presente invengdo e da amostra biolégica; e

(b) a separacdo dos componentes da referida amostra biolégica por
eletroforese capilar.

[0125] Essas duas etapas sdo geralmente antecedidas por uma
etapa de diluichio da amostra biologica, por exemplo, em uma solucao
hemolisante. Essa etapa de diluicdo pode ser realizada em particular no suporte
de amostras, por exemplo, em um equipamento Capillarys® (Sebia) ou na cupula
MINICAP® (Sebia).

[0126] Na etapa (a), a composicdo tampdao da presente invencgao e
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a amostra biolégica podem ser introduzidas separadamente (simultaneamente
ou ndo) em um mesmo capilar de eletroforese, e a mistura é entdo realizada no
capilar. Pode-se, por exemplo, introduzir, no capilar de eletroforese,
primeiramente a composi¢cao tamp&o da presente invengéo, e em seguida a
amostra.

[0127] De modo alternativo, a amostra biologica pode ser
introduzida em uma capilar de eletroforese na etapa (a) na forma de uma mistura
com a composicao tampéo da presente invencao.

[0128] Dependendo do tipo de aparelho de eletroforese capilar
utilizado e em funcdo do numero de analises a serem realizadas, € utilizado
um Unico capilar ou varios capilares em paralelo. Quando se dispde de um
anico capilar, esse capilar € geralmente utilizado vérias vezes
sucessivamente, de modo a poder realizar varias andalises. Evidentemente,
quando varios capilares sao utilizados, pode-se, se necessario, realizar varias
migracdes eletroforéticas sucessivas, durante as quais varios capilares sao
usados em paralelo.

[0129] A etapa de separacao dos constituintes da amostra bioldgica
por eletroforese capilar consiste em particular em aplicar ao(s) capilar(es) um
campo elétrico de voltagem suficiente para permitir a separacdo de uma ou mais
hemoglobina(s) glicada(s) de interesse das outras proteinas, e em particular das
outras hemoglobinas que podem estar presentes na amostra bioldgica.

[0130] As condicdes de realizacdo da eletroforese capilar em veia
liguida séo as condi¢des habitualmente implementadas pelo técnico no assunto
para as etapas de introducdo da amostra e da composi¢cdo tampao no ou nos
capilar(es) e de separacdo dos constituintes da amostra por migracao
eletroforética. O campo elétrico aplicado pode ser, por exemplo, de cerca de 400
V/cm. Elas podem compreender usualmente uma lavagem dos capilares com

uma solucéo de lavagem, uma lavagem com a composicao tampao utilizada para
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a analise, ou uma mais diluicdo(des) eventual(ais) da amostra, a introducdo da
amostra no ou nos capilar(es), a migragao e a deteccdo. Essas etapas podem
ser realizadas por autdmatos.

[0131] Condicdes de realizacdo de uma eletroforese capilar séo,
por exemplo, as condicdes apropriadas para usar o autébmato Capillarys® da
Sebia ou MINICAP® da Sebia.

[0132] A etapa de separacao dos constituintes da amostra biolégica
€ geralmente seguida de uma etapa de deteccdo de uma ou mais proteina(s),
em particular de uma ou mais hemoglobina(s) presente(s) ha amostra bioldgica,
e mais particularmente uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s) de interesse
presente(s) na amostra bioldgica, por exemplo, a hemoglobina Axc.

[0133] A etapa de deteccdo pode ser feita, em particular, através
da medicdo da absorvéncia, incluindo, por exemplo, a um comprimento de onda
de cerca de 415 nm, especifico da hemoglobina; as hemoglobinas podem ser
analisadas a um comprimento de onda de aproximadamente 200 nm, mas para
evitar interferéncias com em particular as proteinas plasmaticas, que sédo de
preferéncia analisadas a um comprimento de onda de 415 nm.

[0134] No contexto de realizacdo da presente invencdo, a
apresentacao dos resultados da separacao eletroforética pode ser feita do modo
ilustrado nos exemplos, na forma de perfis eletroforéticos gerados a partir de um
sinal de deteccao proporcional a quantidade de hemoglobina detectada. Assim,
0 método da presente invencdo compreende geralmente ainda uma etapa de
geracdo de um eletroforegrama a partir do sinal de deteccéo.

[0135] Tal como indicado acima, quando estiver presente na
amostra bioloégica analisada, uma hemoglobina de interesse pode ser
quantificada. Para isso, determina-se a superficie do pico que corresponde a
referida hemoglobina.

[0136] Assim, o referido método compreende geralmente uma
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etapa de determinacdo, em particular a partir do eletroforegrama, da quantidade
de uma ou mais hemoglobina(s) presente(s) na amostra biolégica e/ou da
proporcdo de um ou mais de hemoglobina(s) presente(s) na amostra biologica
em relacdo a quantidade total de proteinas, a quantidade total de hemoglobina
e/ou a quantidade de certas hemoglobinas (por exemplo, em relacdo a
quantidade de HbA ou de HbAo) presentes na amostra bioldgica. Pode-se
determinar, em particular, a propor¢ao de hemoglobina glicada Aic, Sic e/ou Cic
presente na amostra bioldégica em relacdo a quantidade total de todas as
hemoglobinas ou em relacdo a quantidade de certa(s) hemoglobina(s) presentes
na amostra bioldgica, por exemplo, em relagdo a quantidade total de
hemoglobina A, S e/ou C, respectivamente.

[0137] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencao, essa dosagem pode ser obtida diretamente a partir do perfil
eletroforético.

[0138] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencdo, o método de analise compreende ainda uma etapa de
quantificacdo de uma ou mais hemoglobina(s) presente(s) na amostra bioldgica
analisada em relacédo a um ou mais calibrador(es) padrao (por exemplo, uma ou
mais amostras biologicas de referéncia); isso permite padronizar os resultados.

[0139] Assim, a fim de obter um nivel de precisdo elevado na
dosagem, cada capilar € geralmente calibrado em cada partida do aparelho de
eletroforese utilizando amostras biologicas de referéncia (por exemplo, amostras
padréo contendo concentracdes conhecidas de diferentes fragdes hemoglobina
glicada natural e/ou sintéticas, e se necessario, purificadas). Por exemplo, para
dosar a HbAic, sdo geralmente utilizados pelo menos dois calibradores, por
exemplo, um primeiro calibrador que compreende uma forte concentracao
conhecida de HbAi,, e um segundo calibrador que compreende uma

concentragdo baixa conhecida de HbAzc. E entdo medida, com cada capilar do
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aparelho de eletroforese, a quantidade de HbA1c presente em cada calibrador.
Isso permite estabelecer, para cada capilar, uma camada de regressao (em pelo
menos dois pontos), que permitira a seguir padronizar as mensuracdes
efetuadas com esses diferentes capilares. I1sso permite também padronizar os
resultados obtidos em relacdo a um método de referéncia, usando os valores
HbAlc determinados por esse método para os calibradores.

[0140] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invencdo, a eletroforese capilar realizada € do tipo eletroforese capilar
em solucéo livre, em particular do tipo de eletroforese capilar em solucéo livre
capilar(es) nu(s).

[0141] Do ponto de vista dos materiais utilizados para os capilares,
eles sdo comuns em eletroforese capilar. O técnico no assunto saberd adaptar
a natureza do capilar e seu tamanho as necessidades da analise.

[0142] Por exemplo, em um modo de realizacdo particular, o ou 0s
capilar(es) de eletroforese capilar é (sdo) de silica fundida.

[0143] A presente invencao tem igualmente por objeto o uso do
método de andlise por eletroforese capilar, de acordo com a presente invencao
para separar uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s) que compreende(m)
glicose e mais precisamente uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s) que
compreendem cada uma, em uma ou mais cadeia(s) de globina (por exemplo,
em cadeias beta), um ou mais residuo(s) de glicose ligado(s) ao aminoacido que
se encontra em posi¢cao N-terminal, de outras proteinas, em particular, de pelo
menos outra hemoglobina e de preferéncia das outras hemoglobinas presente(s)
em uma amostra bioldgica e, se necessario, para dosar a referida ou as referidas
hemoglobina(s) glicada(s).

[0144] A presente invencdo tem também por objeto uma
composicao tampéo apropriada para a analise por eletroforese capilar de uma

amostra biologica que compreende hemoglobinas e em particular de uma ou
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mais hemoglobina(s) glicada(s), e mais particularmente uma ou mais
hemoglobina(s) glicada(s) que compreendem uma ou mais glicoses em uma ou
mais cadeias de globina (por exemplo, nas cadeias beta). A referida composi¢cao
tampao compreende pelo menos um composto capaz, de um lado, de complexar
especificamente residuos de glicose de hemoglobinas glicadas e, de outro lado,
de fornecer a referida ou as referidas hemoglobina(s) véarias cargas elétricas
negativas em pH alcalino.

[0145] A referida composi¢ao tampdao € em particular a que € usada
para implementar o método de analise por eletroforese capilar de uma amostra
biolégica apresentado no presente pedido.

[0146] Em particular, de acordo com um modo de realizacdo
particular da presente invencdo, a composicao tampdo compreende, a titulo de
composto capaz de complexar especificamente residuos de glicose e de
fornecer cargas elétricas negativas em pH alcalino, um derivado bordnico de
acido policarboxilico em particular um &cido dicarboxilico ou &cido tricarboxilico,
por exemplo o &cido 3,5-dicarboxifenilbordnico.

[0147] De acordo com outro modo de realizagdo particular da
presente invenc¢ao, a composicdo tampado compreende, além do composto capaz
de complexar especificamente residuos de glicose e de fornecer cargas elétricas
negativas em pH alcalino

- um retardador de fluxo; e/ou

- um composto tampé&o que possui um pKa entre 8,0 e 11,0; e/ou

- uma base; e/ou

- um sal (em particular, um sal de sédio, por exemplo, cloreto de
sédio) e/ou

- uma solucéo de diluicdo apropriada, por exemplo, agua.

[0148] Esses diferentes componentes podem ser tais como

definidos no presente pedido.
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[0149] De acordo com um modo de realizagdo particular da
presente invengao, a composicao tampéao tem um pH superior ou igual a 9,0, de
preferéncia um pH entre 9,0 e 11,0 e mais preferencialmente um pH
compreendido entre 9,0 e 10 0, por exemplo, um pH compreendido entre 9,3 e
9,5, e mais preferencialmente ainda um pH de 9,4. Esse pH pode ser obtido em
particular pelo fornecimento de uma quantidade suficiente de uma base tal como
definida acima.

[0150] As composicoes tampdo da presente invencdo S&o
preparadas de maneira usual para composicdes de tampédo de analise, ou seja,
por adicao dos constituintes em forma liquida, sélida a ser diluida, a um suporte
aceitdvel. De maneira usual, o suporte € a agua, a agua destilada ou
desmineralizada.

[0151] A presente invencdo trata ainda de um kit (ou kit) que
compreende uma composicdo tampdo da presente invencdo e, quando
necessario, uma bula de uso, para realizar a analise eletroforética. Em outras
palavras, o kit da presente invencdo pode compreender ou consistir de uma
composicdo tampéo da presente invencédo e de um material de embalagem e,
quando necessério, uma bula de uso.

[0152] Assim, o kit da presente invengcdo compreende, em
particular, um composto capaz de complexar especificamente residuos de
glicose de hemoglobina glicada e de fornecer cargas negativas em pH
alcalino, tal como definido no presente pedido. Quando o referido kit
compreender, além desse composto, outros compostos, em particular um ou
mais composto(s) escolhido(s) entre: um composto tampao que possui um
pKa compreendido entre 8,0 e 11,0, um retardador de fluxo, um base, um
sal (em particular, um sal de sodio, por exemplo. cloreto de sodio), uma
solucdo de diluicdo apropriada (por exemplo, dgua) e suas misturas, 0s

diferentes componentes desse kit podem ser condicionados para serem
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misturados extemporaneamente ou, ao contrario, serem embalados juntos,
em particular em uma mesma composicdo na forma de uma mistura. De
modo alternativo, certos compostos desse kit podem ser condicionados
separadamente, ao passo que outros sao condicionados juntos, em
particular na forma de uma mistura.

[0153] Em um modo de realizac&o particular da presente invencéo,
a composicao tampao da presente invencéo é fornecida em uma ou mais partes,
a serem reconstituidas pelo usuéario antes da andlise. Isso pode permitir, por
exemplo, atenuar um problema de estabilidade que pode se manifestar quando
todos os componentes ou certos componentes da referida composicdo séo
condicionados na forma de uma mistura.

[0154] O kit da presente invengao pode ainda compreender uma
ou mais solucédo(0es) de lavagem capilar e/ou uma ou mais barra(s) de
diluicdo e/ou uma ou mais solucao(des) apropriada(s) para diluir a amostra
biolégica a ser analisada (por exemplo, uma solucdo hemolisante, em
particular uma solugdo hemolisante tal como definida no presente pedido)
e/ou uma ou mais amostra(s) biolégica(s) de referéncia (por exemplo, fracdes
glicadas naturais e/ou sintéticas, e se necesséario, purificadas) para calibrar
cada capilar.

[0155] A presente invencao tem igualmente por objeto o uso de
uma composicao tampao tal como definida no presente pedido e/ou de um kit da
presente invencao, para a analise, por eletroforese capilar, de hemoglobinas
glicadas (uma ou mais) que compreendem um ou mais residuo(s) de glicose, em
particular hemoglobinas Aic, Sic e Cic, contidos em uma amostra biologica que
compreende uma ou mais hemoglobina(s).

[0156] A presente invengdo tem também por objeto o uso de
uma composicao tampéao tal como definida no presente pedido e/ou de um

kit da presente invencdo e/ou de um composto capaz de complexar
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especificamente residuos de glicose (um ou mais) de hemoglobinas glicadas
(uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s)) e fornecer a essa ou essas
hemoglobina(s) glicada(s) véarias cargas elétricas negativas em pH alcalino,
para separar, por eletroforese capilar, uma ou mais hemoglobina(s)
glicada(s) que compreendem um residuo de glicose ligado ao aminoacido
gue se encontra em posicao N-terminal em pelo menos uma cadeia de
globina (por exemplo, nas cadeias beta) e, mais particularmente, para
separar, por eletroforese capilar, a hemoglobina Aic de outras proteinas, em
particular, de pelo menos outra hemoglobina e, de preferéncia, das
hemoglobinas presente(s) em uma amostra bioldgica, e, se necessario, para
dosar a ou as referidas hemoglobina(s) assim separada(s).

[0157] A composicdo tampdo de acordo com a presente
invencao, o kit de acordo com a presente inven¢ado e/ou um composto capaz
de complexar especificamente residuos de glicose de hemoglobinas
glicadas e de fornecer cargas elétricas negativas em pH alcalino tal como
definido no presente pedido € em particular apropriados para um uso, por
exemplo, no contexto de um método da presente invencdo, para o
diagnéstico da diabete em um ser humano ou um mamifero ndo humano
e/ou para o monitoramento do equilibrio glicémico de um ser humano ou de
um mamifero ndo humano (em particular, um sujeito diabético), sobretudo
para avaliar a eficdcia de um tratamento contra a diabete e/ou adaptar um
tratamento contra a diabete em um sujeito diabético. A ou as amostra(s)
biolégica(s) analisada(s) provém entdo do referido ser humano ou do
referido mamifero ndo humano.

[0158] O termo diabete tal como utilizado no presente pedido
refere-se a diabete de tipo 1 e/ou a diabete de tipo 2.

[0159] A presente invencdo trata também do uso de uma

composicéo tampéao de acordo com a presente invengao, de um kit de acordo
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com presente invencdo e/ou de um composto capaz de complexar
especificamente residuos de glicose de hemoglobinas glicadas e de fornecer
cargas negativas em pH alcalino, tal como definido na presente, para a
fabricacdo de um kit de diagnostico. O referido kit de diagndstico pode ser
usado em particular para o diagnéstico da diabete em um ser humano ou em
um mamifero ndo humano e/ou para monitorar o equilibrio glicémico de um
ser humano ou de um mamifero ndo humano, em um sujeito diabético. O
referido kit pode assim permitir avaliar a eficacia de um tratamento contra a
diabete em um ser humano ou em um mamifero ndo humano com diabete
e/ou adaptar um tratamento contra a diabete em sujeitos diabéticos.

[0160] A taxa de HbAic estd geralmente compreendida, entre 4 e
6% (ou seja, 20 a 42 mmols deHbAic por mols de hemoglobina no sangue) em
um ser humano nédo diabético, e superior a 7% em um paciente diabético (na
auséncia de tratamento).

[0161] Se a taxa de HbAic estiver compreendida entre 6 e 7%
(ou seja, uma concentracdo de 42 a 53 mmols por mols de hemoglobina
HbA1ic no sangue), é aconselhavel iniciar um tratamento antidiabético.

[0162] Para além do limiar de 8%, que equivalente a uma
concentracdo de 64 mmols de HbA1ic por mols de hemoglobina no sangue
(Panteghini et John, 2007), o paciente fica exposto a um risco aumentado
de desenvolver de uma das complicacdes da diabete (microangiopatia,
macroangiopatia ...). E aconselhavel modificar o tratamento antidiabético.

[0163] Outras caracteristicas e vantagens da presente invencao
aparecem nos exemplos a seguir e nas figuras que ilustram a realizacado da
presente invencéo.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[0164] Figura 1: eletroferograma obtido em CE Agilent a partir de

uma amostra de sangue humano qualquer utilizando o tampdo de anélise
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descrito na patente US 5,599,433, que contém 100mM de CAPS e 300mM de
acido bérico (pH: 11.00; temperatura: 24°C; voltagem: 6.1 kV, ou seja, 190V/cm;
injecao: 50 mbars 20s).

[0165] Figura 2: perfis eletroforéticos padrao Aia,b € Aic obtidos em
CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém diferentes fragcdes de
hemoglobina glicada purificada utilizando o tampdo de analise descrito na
patente US 5,599,433, que contém 100mM de CAPS e 300mM de acido bérico
(pH: 11; temperatura: 24°C; voltagem: 6.1 kV, ou seja, 190V/cm; injecdo: 50
mbars 20s).

[0166] Figura 3: perfis eletroforéticos padréo Aiab € Aic obtidos em
CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém diferentes fracdes de
hemoglobina glicada purificada, utilizando uma composi¢cao tampéao que contém
200mM de CAPSO e 10mM de putrescina mas que ndo contém um composto
borato, nem um composto boronato (pH: 10.20; temperatura: 24°C; voltagem:
6.1 kV, ou seja, 190V/cm; injecao: 50 mbars 20s).

[0167] Figura 4: perfis eletroforéticos padréo Aia,b € Aic obtidos em
CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém diferentes fracdes de
hemoglobina glicada purificada, utilizando uma composicao tampdao que contém
200mM de CAPSO, 10mM de putrescina e 50mM de borato (pH: 10.20;
temperatura: 24°C; voltagem: 6.1 kV, ou seja, 190V/cm; injecdo: 50 mbars 20s).

[0168] Figura 5: perfis eletroforéticos padrao Aia,b € A1ic obtidos em
CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém diferentes fracdes de
hemoglobina glicada purificada, utilizando uma composi¢cao tampé&o que contém
200mM de CAPSO, 10mM de putrescina e 50mM de acido 3-
dicarboxifenilborénico (pH: 10.20; temperatura: 24°C; voltagem: 6.1 kV, ou seja,
190V/cm; injecéo: 50 mbars 20s).

[0169] Figura 6: perfis eletroforéticos padréo Aia,b € Aic obtidos em

CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém diferentes fracdes de
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hemoglobina glicada purificada, utilizando uma composi¢cdo tampdao que contém
200mM de CAPSO, 10mM de putrescina e 50mM de &cido 3,5-
dicarboxifenilborénico (pH: 10.20; temperatura: 24°C; voltagem: 6.1 kV, ou seja,
190V/cm; injecéo: 50 mbars 20s).

[0170] Figura 7: perfis eletroforéticos padrao Aia,b € Aic obtidos em
CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém diferentes fragcdes de
hemoglobina glicada purificada, utilizando uma composi¢cao tampéao que contém
200mM de CAPSO, 15mM de putrescina e 100mM de acido 3,5-
dicarboxifenilborénico (pH: 10.20; temperatura: 30°C; voltagem: 10 kV, ou seja,
310V/cm; injecéo: 50 mbars 20s).

[0171] Figura 8: perfis eletroforéticos padréo Ao, A1a,b € A1c obtidos
em CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém de I1*HbAo e/ou
diferentes fracdbes de hemoglobina glicada purificada, utilizando uma
composicdo tampédo que contém 200mM de CHES, 20mM de putrescina e 30mM
de &cido 3,5-dicarboxifenilborénico em pH: 9.40. Capilar de silica fundida, ndo
revestido (temperatura: 34°C; voltagem: 17.3 kV, ou seja, 520V/cm; injecéo
50mbars 20s).

[0172] Figura 9: perfis eletroforéticos padréo Ao, A1a,b € A1c Obtidos
em CE Agilent a partir de amostras de referéncia que contém de THbAo e/ou
diferentes fracdbes de hemoglobina glicada purificada, utilizando uma
composicdo tampéo que contém 200mM de CHES, 20mM de putrescina e 30mM
de acido 3,4-dicarboxifenilborénico em pH: 9.40. Capilar de silica fundida, ndo
revestido (temperatura: 34°C; voltagem: 17.3 kV, ou seja, 520V/cm; injecao
50mbars 20s).

[0173] Figura 10: perfis eletroforéticos padréo Aia,b € Aic obtidos
com Capillarys® (Sebia) a partir de amostras de referéncia que contém diferentes
fracbes de hemoglobina glicada purificada, utilizando uma composi¢céo tampéo

gue contém 200mM de tampédo CH ES, 20mM de putrescina e 30mM de acido
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3,5-dicarboxifenilborénico, em pH 9.40. Capilar de silica fundida, ndo revestido
(temperatura: 34°C; voltagem: 9.4kV, ou seja, 520 V/cm; injecdo 20 mbars 6s).

[0174] Figura 11: eletroferograma obtido com Capillarys®
(Sebia) a partir de uma amostra de sangue humano qualquer diluida a 1/6
na solucdo hemolisante (agua + 1 g/L de Triton X100), utilizando uma
composic¢do tampao que contém (A) 200 mM de tampao CAPSO, 10 mM de
putrescina e 50 mM de &cido 3,5-dicarboxifenilborénico em pH 10.2, ou, (B)
200mM de tampédo CHES, 20mM de putrescina e 30mM de acido 3,5-
dicarboxifenilborénico, em pH 9.40. Capilar de silica fundida, n&o revestido
(temperatura: 34°C; voltagem: 9.4kV, ou seja, 520 V/cm; injecao 8 mbars
6s).

[0175] Figura 13: eletroferograma obtido com Capillarys® (Sebia) a
partir de uma amostra de sangue humano qualquer que compreende uma
variante HbE, diluida a 1/6 na solu¢do hemolisante (dgua + 1 g/L de Triton X100),
utilizando uma composicdo tampdo que contém 200mM de tampdo CH ES,
20mM de putrescina e 30mM de acido 3,5-dicarboxifenilborénico, em pH 9.40, e
um capilar de silica fundido, ndo revestido (temperatura: 34°C; voltagem: 9.4kV,
ou seja, 520 V/cm; injecao 8 mbars 6s).

[0176] Figura 14: eletroferograma obtido com Capillarys® (Sebia) a
partir de um controle AFSC diluido a 1/6 na solugdo hemolisante (agua + 1 g/L
de Triton X100), utilizando uma composi¢do tampdo que contém 200mM de
tampé&o CHES, 20mM de putrescina e 30mM de &cido 3,5-dicarboxifenilborénico,
em pH 9.40, e um capilar de silica fundida, ndo revestido (temperatura: 34°C;
voltagem: 9.4kV, ou seja, 520 V/cm; injecéo 8 mbars 6s).

[0177] Figura 15: eletroferograma obtido com Capillarys®
(Sebia) a partir de um pool de sangue qualquer que compreende variantes
F e Bart's, diluido a 1/6 na solucdo hemolisante (agua + 1 g/L de Triton

X100), utilizando uma composicao tampao que contém 200mM de tampéao

Petici0 870200053105, de 29/04/2020, pég. 54/74



44/55

CHES, 20mM de putrescina e 30mM de acido 3,5-dicarboxifenilbordnico, em
pH 9.40, e um capilar de silica fundido, ndo revestido (temperatura: 34°C;
voltagem: 9.4kV, ou seja, 520 V/cm; injecdo 8 mbars 6s).

[0178] Figura 16: eletroferograma obtido com Capillarys®
(Sebia) a partir de uma amostra de sangue humano qualquer que
compreende uma variante HbD, diluida a 1/6 na solu¢cdo hemolisante (Agua
+ 1 g/L de Triton X100), utilizando uma composicao tampédo que contém
200mM de tampédo CHES, 20mM de putrescina e 30mM de &cido 3,5-
dicarboxifenilborébnico, em pH 9.40, e um capilar de silica fundido, né&o
revestido (temperatura: 34°C; voltagem: 9.4kV, ou seja, 520 V/cm; injecéo 8
mbars 6s).

[0179] Figura 18A: Gel de agarrose HbAio realizado em
autdmato Hydrasys® (Sebia). Pistas 1 e 2: calibrador Aic fraco (5,0%) e
calibrador Aic forte (10,8%). Pistas 3 a 9: sangue qualquer total incubado
3h a 37°C com glicose a uma concentracao de O g/L (referéncia; pista 3),
1g/L (pista 4), 5g/L (pista 5), 10g/L (pista 6), 20g/L (pista 7), 30g/L (pista 8)
e 50g/L (pista 9).

[0180] Figura 18B: perfis de eletroforese capilar obtidos com o
analisador Capillarys® (Sebia) com as mesmas amostras que as da figura
18A. A andlise néao foi, todavia, realizada para a amostra que contém 1 g/L de
glicose pois ndo h&d uma diferenca visivel de gel (figura 18A). Amostras
diluidas a 1/6 na solugdo hemolisante (agua + 1g/L de Triton X100), utilizando
uma composicao tampao que contém 200mM de tampao CHES, 20mM de
putrescina e 30mM de &cido 3,5-dicarboxifenilborénico, em pH 9.40, e um
capilar de silica fundido, néo revestido (temperatura: 34°C; voltagem: 9.4kV,
ou seja, 520 V/cm; injecao 8 mbars 6s).

[0181] Figura 18C: quadro recapitulativo dos valores de HbAlc

obtidos em gel de agarrose e com o analisador Capillarys® (Sebia) para as
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andlises dos sangues apresentados nas figuras 18A e 18B.

Concentragdo em glicose % Alc gel % Alc EC
(g/L)

0 (controle) 4.1 4.2
1 4.5 )
5 4.6 4.3
10 5.3 4.3
20 7.8 4.1
30 8.6 4.1
50 14.8 4.1

EXEMPLOS

A - MATERIAIS E METODOS

ELETROFORESE CAPILAR

[0182] O principio de separacao é a eletroforese capilar em solucao
livre em pH alcalino (pH > 9), a fim de obter fragées de hemoglobinas carregadas
negativamente (o ponto isoelétrico das hemoglobinas est4 compreendido entre
6,05 e 7,63).

[0183] A eletroforese capilar de amostras biologicas é realizada em
um aparelho de eletroforese capilar dotado de 8 capilares de silica fundida com
um didmetro interno de 25 microns, um comprimento Util de 16 cm e um
comprimento total de 18 cm (sistema de eletroforese capilar Capillarys (Sebia))
ou em um aparelho de eletroforese capilar dotado de um capilar de silica fundida
com um didmetro interno de 25 microns, um comprimento Util de 24 cm e um
comprimento total de 32 cm (sistema de eletroforese capilar 3°CE da Agilent
Technologies).

[0184] A deteccéo é realizada a um comprimento de onda de
415nm. As amostras de sangue sao diluidas em uma solucdo hemolisante
(Triton X100 1 g/L na agua) e injetadas por injecao hidrodinamica. O capilar
€ lavado antes de cada analise com soda 0,25 M, e depois com a

composicao tampéao.
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COMPOSICAO TAMPAO

[0185] As composi¢des tampdo nas quais a eletroforese capilar é
realizada compreendem agua, um composto tampao de pKa compreendido entre
8 e 11 (CAPS, CAPSO ou CHES conforme os casos), uma base que permite
ajustar o pH ao valor desejado, eventualmente um retardador de fluxo
(putrescina), e eventualmente um composto borato (4cido borico) ou boronato.

[0186] O acido 3,5-dicarboxifenilborénico (3,5-dCPBA) foi obtido
junto as empresas Combi-blocks Inc. (San Diego, USA) e Apollo Scientific Ltd
(Cheshire, Reino Unido).

[0187] O &cido 3,5-dicarboxifenilborénico (3,4-dCPBA) foi
sintetizado pela BoroChem SAS (Caen, Franga).

B - RESULTADOS

EXEMPLO 1
[0188] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de um sangue
humano qualquer (que compreende hemoglobinas HbAo, HbA1 e HbA?) diluido a
1/6 em uma solucdo hemolisante (1g/L de Triton X100 dissolvido em agua
desmineralizada), utilizando o tampao de andlise descrito na patente US
5,599,433, que contém 100mM de CAPS e 300mM de acido borico, pH 11. O
eletroferograma obtido é apresentado na figura 1. Constata-se que a separagao
entre os picos de hemoglobinas é ruim.
EXEMPLO 2
[0189] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras
de referéncia (Exocell, USA), que contém diferentes fragcbes de hemoglobina
glicada purificada (fracées Ao e Aic ou fracdes Ao, A1b € A1a), utilizando o tampéo
de analise descrito na patente US 5,599,433, que contém 100mM de CAPS e
300mM de acido bérico, pH 10.20. Os perfis eletroforéticos padréo Aia,b e Aic
obtidos sdo apresentados na figura 2. Constata-se claramente que a separagéo

entre as hemoglobinas HbAic e HbAa,» € insuficiente; o pico eletroforético HbA1c
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se superpde aos picos de HbA1a/HbA1b.
EXEmMPLO 3
[0190] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras
de referéncia (Exocell, USA), que contém diferentes fragdes de hemoglobina
glicada purificada (fracdes Ao e Aic ou fragdes Ao, Aib € Aia), utilizando uma
composicdo tampao que contém 200mM de CAPSO e 10mM de putrescina
(pH10.20) mas que ndo contém um composto borato, nem um composto
boronato. Os perfis eletroforéticos padrdo Aia,b € Aic Obtidos séo apresentados
na figura 3. O pico que corresponde a HbA1c co-migra com o de HbAo.
EXEMPLO 4
[0191] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras
de referéncia (Exocell, USA), que contém diferentes fragcdes de hemoglobina
glicada purificada (fracdes Ao e Aic ou fragdes Ao, Aib € Aia), utilizando uma
composi¢cdo tampdo que contém 200mM de CAPSO, 10mM de putrescina e
50mM de borato (pH 10.20). Os perfis eletroforéticos padrao Aiab € Aic obtidos
sao apresentados na figura 4. O pico que corresponde a HbA1c encontra-se entre
0s picos que correspondem a HbAo e HbA1a/HbA1r € € muito préximo do pico
que corresponde as outras HbA1 para permitir uma dosagem confiavel de HbA1c.
EXEMPLO 5
[0192] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras
de referéncia (Exocell, USA), que contém diferentes fragcdes de hemoglobina
glicada purificada (fracdes Ao e Aic ou fracdes Ao, Aib € Aia), utilizando uma
composigdo tampao que contém 200mM de CAPSO, 10mM de putrescina e
50mM de acido 3-carboxifenilborénico (pH 10.20). Os perfis eletroforéticos
padrao Aia,b € A1c Obtidos sdo apresentados na figura 5. O pico que corresponde
a HbA1c encontra-se entre os picos que correspondem a HbA1b € HbA1a.
EXEMPLO 6

[0193] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras
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de referéncia (Exocell, USA), que contém diferentes fragdes de hemoglobina
glicada purificada (fracdes Ao e Aic ou fragdes Ao, Aib € Aia), utilizando uma
composicao tampdao que contém 200mM de CAPSO, 10mM de DAB e 50mM de
acido 3,5-dicarboxifenilborénico (pH 10.20). Os perfis eletroforéticos padrao Aia,b
e Aic obtidos sé&o apresentados na figura 6. O pico que corresponde a HbA1c
encontra-se apos os que correspondem a HbA1p e HbA1a.

EXEMPLO 7

[0194] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras

de referéncia (Exocell, USA) que contém diferentes fracdes de hemoglobina
glicada purificada (fracdes Ao e Aic ou fragdes Ao, Aib € Aia), utilizando uma
composigdo tampdo que contém 200mM de CAPSO, 15mM de retardador de
fluxo (putrescina) e 100mM de é&cido 3,5-dicarboxifenilborénico (pH 10.20). Os
perfis eletroforéticos padrdo Aiab € Aic Obtidos sdo apresentados na figura 7.
Constata-se que o pico que corresponde a HbA1c encontra-se ap0s 0s picos que
correspondem a HbA1b e HbA1a € € bem distinto desses picos; a separagao entre
a hemoglobina HbA1c e as hemoglobinas HbA1a € HbA1b € excelente.

EXEmMPLO 8

[0195] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras

de referéncia que contém a HbAo e/ou diferentes fragdes de hemoglobina glicada
purificada (fragdes Ao e Aic ou fragdes Ao, Aib € Aia), utilizando uma composicéo
tampéao que contém 200mM de CHES, 20mM de retardador de fluxo (putrescina)
e 30mM de &cido 3,5-dicarboxifenilborénico (em pH: 9.40). Os perfis
eletroforéticos padrdo Ao, Aiab € Aic obtidos sdo apresentados na figura 8.
Constata-se que o pico que corresponde a HbA1c encontra-se apds 0s picos que
correspondem a HbAo, HbA1» e HbA1c e € bem distinto desses picos; a separagao
entre a hemoglobina HbA1c e as hemoglobinas HbA1a e HbA1b € excelente.

EXEmMPLO 9

[0196] Uma eletroforese capilar foi realizada a partir de amostras
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de referéncia que contém de a HbAo e/ou diferentes fragcbes de hemoglobina
glicada purificada (fracdes Ao e Aic ou fragdes Ao, Aib e Aisz), utilizando uma
composicao tampéao que contém 200mM de CHES, 20mM de retardador de fluxo
(putrescina) e 30mM de acido 3,4-dicarboxifenilborénico (em pH: 9.40). Os perfis
eletroforéticos padrdo Ao, Aia,b € Aic obtidos sdo apresentados na figura 9.
Constata-se que o pico que corresponde a HbA1c encontra-se ap0s 0s picos que
correspondem a HbAo, HbA1» e HbA1a e é bem distinto desses picos; a separagéo
entre a hemoglobina HbA1c e as hemoglobinas HbA13 e HbA1b é excelente.

[0197] Comparando os perfis eletroforéticos dos exemplos 8 e 9,
constata-se que o acido 3,5-dicarboxifenilborénico permite obter um resultado
ligeiramente melhor em termos de separagao da HbAic em relagdo as outras
fracBes, ao passo que o acido 3,4-dicarboxifenilborénico permite obter um
resultado ligeiramente melhor em termos de focalizagao.

EXEmMPLO 10

[0198] Uma eletroforese capilar foi realizada com Capillarys®
(Sebia) a partir de amostras de referéncia (Exocell, USA) que contém diferentes
fracOes de hemoglobina glicada purificada (fracdes Ao e Aic ou fragdes Ao, Aib €
A1a), utilizando uma composi¢édo tampao que contém 200mM de tampéo CH ES,
20mM de putrescina e 30mM de acido 3,5-dicarboxifenilborénico, em pH 9.40.
Os perfis eletroforéticos padréo Aiab € Aic Obtidos sdo apresentados na figura
10. Constata-se que o pico que corresponde a HbA1c encontra-se apds 0s picos
que correspondem a HbAib e HbA1a e é bem distinto desses picos; a separagao
entre a hemoglobina HbA1c e as hemoglobinas HbA1a e HbA1b € excelente.

EXEMPLO 11

[0199] Andlises por eletroforese capilar foram realizadas a partir de
um sangue humano qualquer diluido a 1/6 na solu¢do hemolisante (dgua + 1 g/L
de Triton X100), utilizando uma composi¢cao tampao que contém seja 200mM de

tampdo CAPSO, 10mM de putrescina e 50mM de acido 3,5-
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dicarboxifenilborénico, em pH 10.20, seja 200mM de tampao CHES, 20mM de
putrescina e 30mM de &cido 3,5-dicarboxifenilborénico, em pH 9.40. Os
eletroferogramas obtidos com Capillarys® (Sebia) utilizando um capilar de silica
fundida, n&o revestido, s&o apresentados nas figuras 11A e 11 B,
respectivamente. Foi observada nos 2 casos uma separacdo perfeita da
hemoglobina HbA1c das outras formas de hemoglobinas.

EXEMPLO 12

[0200] Estudou-se a influéncia da concentracdo de acido 3,5-

dicarboxifenilborénico na composicdo tampao sobre a separagdo entre as
hemoglobinas Aic e Ao. A composi¢cdo tampao utilizada continha 200mM de
CAPSO, 15mM de Putrescina e 0 a 120mM de 3,5-dicarboxifenilboronico. Os
resultados s&o apresentados na Tabela A. Constata-se que a separagéo Aic/ Ao
aumenta com a concentracdo de acido 3,5-dicarboxifenilborénico.

TABELA A

ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ACIDO 3,5-DICARBOXIFENILBORONICO

NA COMPOSICAO TAMPAO SOBRE A SEPARACAO ENTRE AS HEMOGLOBINAS A1ic E Ao

(TEMPERATURA: 30°C: VOLTAGEM: 10KV, OU SEJA, 310V/CM).

[3,5-dCPBA] | At=t A —t Ao (min) | AUt =[t Arc—tAd] /tAc| [ T Ao (min)
0 0 0 18,042
10 0,918 0,050 18,316
20 1,757 0,093 18,96
30 2,018 0,104 19,341
30 1,979 0,105 18,927
40 2,264 0,116 19,502
50 2,546 0,127 19,991
60 2,885 0,139 20,699
70 3,04 0,143 21,218
80 3,224 0,149 21,688
90 3,56 0,158 22,495

100 3,998 0,172 23,249
120 4,568 0,187 24,478
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EXEmMPLO 13

[0201] Eletroforeses capilares foram realizadas com Capillarys®
(Sebia) a partir de quatro amostras diferentes diluidas a 1/6 na solucdo
hemolisante (Agua + 1 g/L de Triton X100): sangue humano qualquer que
compreende uma variante HbE (figura 13), um controle AFSC (figura 14), um
pool de sangues quaisquer que compreende variantes F e Bart's (figura 15) e um
sangue humano qualquer que compreende uma variante HbD (figura 16). A
eletroforese capilar foi realizada em uma composicdo tampdo que contém
200mM de tampdo CH ES, 20mM de putrescina e 30mM de &cido 3,5-
dicarboxifenilborénico, em pH 9.40, utilizando um capilar de silica fundida, néo
revestido.

[0202] As figuras 13-16 mostram a auséncia de interferéncias
das principais variantes da hemoglobina (E, F, S, C, D e Bart) com a fracéo
HbA1c. Nota-se, todavia, que no caso da hemoglobina Bart, a resolugdo nao
é total entre as fragbes Hb Bart e HbAic. Consequentemente, para poder
dosar a HbAic em presenca de Hb Bart, é preciso poder quantificar essas
duas fragbes gracas a um método de integracdo apropriado. Se isso nao for
possivel, sera preciso alertar o usuario a esse respeito, na eventualidade de
ele observar esse tipo de perfil com ressalto sobre o pico esperado.

EXEMPLO 14

[0203] Os resultados obtidos por eletroforese capilar pelo método
da presente invencdo utlizando o analisador Capillarys® (Sebia) foram
comparados com os resultados obtidos com uma das técnicas de referéncia: a
HPLC com um analisador Variant Il Turbo® (Bio-Rad).

[0204] A eletroforese capilar foi realizada a partir de sangues totais
diluidos a 1/6 na solucdo hemolisante (agua + 1 g/L de Triton X100), em uma
composi¢ao tampao que contém 200mM de tampédo CHES, 20mM de putrescina

e 30mM de acido 3,5-dicarboxifenilborénico, em pH 9.40.
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[0205] A Tabela B mostra a excelente correlagdo dessa nova
técnica de analise por eletroforese capilar com a analise da HbA1c por HPLC com
o Variant Il turbo® de Bio-Rad. Apds calibracdo dos dados EC utilizando 2
calibradores (Alc fraco e Alc forte), os valores obtidos pelo método da presente
invencdo sao muito préximos dos valores obtidos pelo método de referéncia.

TABELA B

COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS PELOS INVENTORES POR ELETROFORESE

CAPILAR COM O ANALISADOR CAPILLARYS® (SEBIA) COM OS RESULTADOS OBTIDOS

POR HPL C cOM O ANALISADOR VARIANT Il TURBO® (B10-RAD).

Amostra | % Aic— |Valores brutos %| Valores corrigidos | Coluna HPLC — EC
HPLC Aic - EC % Aic— EC corrigido
1 55 3,9 5,3 0,2
2 6,9 5,5 6,7 0,2
3 7,1 6,1 7,1 0,0
4 8,9 8,4 8,7 0,2
5 6,6 5,5 6,8 -0,2
6 8,3 7,3 8,4 -0,1
I 5,1 4,1 5,4 -0,3
8 6,4 5,2 6,5 -0,1
9 6,5 4.9 6,2 0,3
10 6,1 4,7 6,0 0,1
11 5,2 3,6 5,3 -0,1
12 12,7 13,3 12,5 0,2
13 6,4 5,5 6,6 -0,2
14 6,5 5,0 6,3 0,2
15 7,0 5,8 6,8 0,2
16 9,4 8,9 9,0 0,4
17 5,3 3,9 5,5 -0,2
18 7,5 6,2 7,5 0,0
19 6,2 4,7 6,1 0,1
20 6,8 5,7 6,8 0,0
21 7,9 7,1 7,9 0,0
22 9,3 8,9 9,2 0,1
23 5,2 3,8 5,3 -0,1
24 8,3 7,4 8,3 0,0
25 8,0 6,9 8,1 -0,1
26 8,9 8,2 8,8 0,1
27 6,3 51 6,3 0,0
28 6,1 4,6 6,0 0,1
29 7,6 6,6 7,5 0,1
30 8,8 8,1 8,5 0,3
31 7,7 6,7 7,7 0,0
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EXEMPLO 15

EsTuDO QUE DEMONSTRA A AUSENCIA DE INTERFERENCIA DA FRACAO LABIL DA

HBA1c coM A DOSAGEM DA HBA1c PELO METODO DE ACORDO COM A INVENCAO

[0206] Na hipdtese de que composto que complexa a glicose e
fornece cargas negativas em pH alcalino utilizado no método de anélise da
presente invencdo seja capaz de interagir com a glicose sanguinea (essa
interacdo € hipotética e ndo demonstrada), um estudo de eventual interferéncia
da glicose livre sobre o resultado da dosagem da HbA1c foi realizada da seguinte
maneira: um sangue qualquer foi incubado durante 3 horas a 37°C com
diferentes concentragdes de glicose (de 0 a 50g/L), de modo a criar uma forma
labil da HbA1c (forma obtida antes do rearranjo da molécula (rearranjo de
Amadori)). Depois de realizada a incubagédo, as amostras de sangues foram
centrifugadas e os sedimentos obtidos foram reconstituidos em agua fisioldgica
e a solugéo hemolisante (15ul de sedimento + 25uL de agua fisiolégica + 160pl
de solucdo hemolisante (adgua + 1g/L Triton X100)) e depois analisadas
paralelamente em um autémato Hydrasys® da Sebia (gel HbA1c) e com técnica
Capillarys® (Sebia) utilizando a composicdo tampdo que contém 200mM de
tampéo CHES, 20mM de putrescina e 30mM de &cido 3,5-dicarboxifenilborénico,
em pH 9.40.

[0207] O gel HbA1c obtido pela andlise com o autdmato Hydrasys®
(ver a figura 18A) permite confirmar a formacéo de fragcdo labil da HbA1ic que
migra ao mesmo nivel que a HbA1ic e em concentragédo crescente a medida que
a concentracao de glicose aumenta durante a incubacdo com o sangue. Deve-
se notar que em gel, nas condi¢c6es normais de uso definidas pela Sebia, a fracéo
labil ndo aparece, em particular em virtude do pH &cido da solugdo hemolisante.

[0208] As andlises efetuadas com Capillarys® (Sebia) com uma
composicdo tampao da presente invencdo (200mM de tampé&o CHES,

20mM de putrescina e 30mM de acido 3,5-dicarboxifenilborénico, em pH
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9.40), nas mesmas amostras de sangues, mostram inversamente que a

dosagem nédo é perturbada pela presenca de glicose livre, qualquer que

seja a concentracédo de glicose incubada, no intervalo estudado (0 a 50g/L):

os perfis e os valores da HbAlc nao se alteraram (ver figuras 18B e 18C).
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REIVINDICACOES

1. METODO PARA ANALISE IN VITRO POR
ELETROFORESE CAPILAR, de uma ou mais hemoglobina(s) glicada(s), que
compreende pelo menos uma cadeia beta de globina que compreende um
residuo de glicose ligado ao aminoéacido que se encontra em posi¢édo N-terminal
da cadeia beta de globina, as referidas hemoglobinas glicadas estando contidas
em uma amostra biol6gica que compreende hemoglobinas, em que o métodos é
caracterizado por compreender as seguintes etapas:

(@) introducdo de uma amostra biolégica e uma composicdo
tampdo em um capilar de eletroforese, em que dita composicdo tampao
compreende pelo menos um composto capaz de complexar especificamente
residuos de glicose ligados a um amino4cido que se encontra em posi¢cao N-
terminal das hemoglobinas glicadas da amostra biolégica, e o fornecimento a
essa(s) hemoglobina(s) glicada(s), de varias cargas elétricas negativas em pH
alcalino, em que o referido composto compreende dois ou mais de dois grupos
funcionais, sendo que:

(1 pelo menos um de tais grupos funcionais, complexa
especificamente um ou mais residuo(s) de glicose, fornecendo, assim, uma
carga elétrica negativa pelo residuo de glicose complexado, e

(i) 0 outro, um dos outros ou todos 0S outros grupos
funcionais, que ndo complexam o referido um ou mais residuos de glicose,
fornece(m) a(s) referida(s) hemoglobina(s) glicada(s) com uma ou mais cargas
elétricas negativas adicionais a um pH alcalino,

(b) separacdo dos constituintes da amostra biolégica por
eletroforese capilar; e

(c) deteccdo de uma ou mais hemoglobina(s) presente(s) na
amostra biologica, e geracdo de um eletroferograma a partir do sinal de

deteccao, que é proporcional a quantidade de hemoglobina(s) detectada(s).
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2. METODO, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado
por ser para a analise por eletroforese capilar da hemoglobina Aic contida em
uma amostra bioldgica que compreende hemoglobinas.

3. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 2, caracterizado pelo referido composto capaz de complexar especificamente
residuos de glicose de hemoglobinas glicadas, da amostra bioldgica e de
fornecer cargas negativas em pH alcalino compreender um (ou mais) grupo(s)
boronila e/ou boronato e, em particular:

(1) um composto boronato de féormula geral RB(OH)2 ou
RB(OH)s, no qual o grupo R compreende pelo menos uma arila e/ou uma alquila
(linear, ramificada ou ciclica) e/ou uma aralquila e/ou outros grupos funcionais
ou heteroatomos, e/ou uma combinacdo desses grupos, e o referido grupo R
fornece hemoglobinas glicadas com uma ou mais carga(s) elétrica(s) negativa(s)
em pH alcalino para cada residuo de glicose complexado com o grupo boronato;
ou

(i) um sal do referido composto boronato.

4. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 3, caracterizado pela concentracédo, na composi¢cao tampéao, do composto
que complexa especificamente residuos de glicose de hemoglobina(s) glicada(s)
da amostra bioldgica e fornece cargas negativas em pH alcalino, estar em
excesso estequiométrico em relacdo a quantidade total de proteinas, em relagédo
a quantidade total de todas as hemoglobinas presentes na amostra bioldgica ou
em relacdo a quantidade total de todas as hemoglobinas que compreendem
glicose presentes na amostra bioldgica.

5. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pela composi¢céo tamp&o compreender ainda um retardador
de fluxo, em particular, um retardador de fluxo que & uma diamina alifatica, mais

particularmente uma diamina alifatica escolhida entre 1,3-diaminopropano, 1,4-
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diaminobutano  (putrescina), 1,5-diaminopentano  (cadaverina), 1-6-
diaminohexano, espermina e DETA, ou um derivadoda referida diamina alifatica,
por exemplo, uma poliamina alifatica, uma poliamina ciclica ou um sal de diamina
alifatica, ou uma de suas misturas, e mais particularmente ainda um retardador
de fluxo que € a putrescina ou um derivado.

6. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 5, caracterizado pela composicéo tampao compreender ainda:

- um composto tampao que possui um pKa na faixa de 8,0 a 11,0;
e/ou

- uma base; e/ou

- um sal, em particular um sal de sddio, por exemplo, cloreto de
sodio e/ou

- uma solucéo de diluicdo apropriada, por exemplo, agua.

7. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 6, caracterizado pela composicéo tampao possuir um pH superior ou igual a
9, de preferéncia entre 9,0 e 11,0 e, mais preferencialmente, um pH entre 9,0 e
10,0, por exemplo um pH de 9,4.

8. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 7, caracterizado por:

- 0 composto que complexa especificamente residuos de glicose
de hemoglobinas glicadas e fornece cargas negativas em pH alcalino
compreende um ou mais grupos anionizaveis em pH alcalino, em particular um
ou mais carboxilato(s), carboxila(s), sulfonato(s) e/ou sulfonila(s), e/ou

- 0 composto boronato, conforme definido na reivindicagéo 3:

- € um fenilboronato polisubstituido,
- em particular € um fenilboronato dissubstituido, por
exemplo, com grupos carboxila(s) e/ou sulfonila(s),

- mais particularmente € um composto no qual o grupo R &
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um diacido, de preferéncia um acido dicarboxilico,

- ainda mais particularmente, € um  &cido
dicarboxifenilbordénico, escolhido de preferéncia entre &cido 3,4-
dicarboxifenilborébnico e o  &cido  3,5-dicarboxifenilborbnico,  mais
preferencialmente o &cido 3,5-dicarboxifenilborénico, e/ou

- a concentracdo, na composi¢do tampao, do composto que
complexa especificamente residuos de glicose de hemoglobinas glicadas e
fornece cargas negativas em pH alcalino esta compreendida entre 0,10 e 100
mM, de preferéncia entre 10 e 60 mM, e mais preferencialmente entre 20 e 50
mM, por exemplo 30 mM, e/ou

- a concentragcado do retardador de fluxo na composicao tampao
esta compreendida entre 0,10 e 40 mM, de preferéncia entre 10 e 30 mM e mais
preferencialmente entre 15 e 25 mM, por exemplo, 20 mM, e/ou

- 0 composto tampéo, conforme definido na reivindicacao 6, é um
composto zwiteridnico, em particular um composto escolhido entre AMP, AMPD,
AMPSO, bicina, CABS, CAPS, CAPSO, CHES, HEPBS, metilamina, TABS,
TAPS, taurina, tricina e Tris, por exemplo, CHES, CAPS ou CAPSO, e/ou

— a concentragdo do composto tampao, conforme definido na
reivindicacdo 6, na composi¢ao tampdao esta compreendida entre 20 e 500 mM,
de preferéncia entre 50 e 400 mM, e mais preferencialmente entre 150 e 300
mM, por exemplo, 200mM.

9. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 8, caracterizado por compreender ainda:

- uma etapa de determinacdo, em particular a partir de um
eletroferograma, conforme definido na reivindicacédo 1, da quantidade de uma ou
mais hemoglobina(s) presente(s) na amostra biolégica e/ou da proporcdo de
uma ou mais hemoglobina(s) presente(s) na amostra biolégica em relacdo a

quantidade total de proteinas, a quantidade total de hemoglobina ou a
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quantidade de certas hemoglobinas presentes na amostra biologica; e/ou

- uma etapa de quantificacdo de uma ou mais hemoglobina(s)
presente(s) na amostra bioldégica em relagdo a um ou mais calibrador(es)
padronizado(s).

10. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindica¢des
1 a 9, caracterizado pela amostra biolégica ser uma amostra de sangue, em
particular uma amostra de sangue normal ou ndo, lavada, decantada,
centrifugada ou total, e a referida amostra é, se necessario, hemolisada.

11. METODO, de acordo com qualquer uma das reivindica¢tes
1 a 10, caracterizado pela amostra biolégica ser diluida em uma solucdo
hemolisante, em particular, uma solu¢cdo hemolisante escolhida entre o grupo
constituido por:

- agua pura;

- agua com adicao de tensoativo, em particular agua com adicéo
de Triton;

- uma solugéo aquosa de Triton X100, em particular uma solugéo
aquosa de Triton X100 1g/L; e

- suas misturas.

12. COMPOSICAO TAMPAO, apropriada para a analise por
eletroforese capilar de uma ou mais hemoglobinas glicadas, que compreende
um residuo de glicose ligado ao aminoacido que se encontra em posicdo N-
terminal nas cadeias beta de globina, contidas em uma amostra biolégica que
compreende uma ou mais hemoglobina(s), caracterizada pela referida
composicdo compreender pelo menos um composto que complexa
especificamente residuos de glicose ligados a um aminoacido na posicdo N-
terminal das hemoglobinas glicadas, de modo a fornecer a essa(s)
hemoglobina(s) glicada(s) varias cargas elétricas negativas em pH alcalino, em

que dito pelo menos um composto compreende um (ou mais) grupo(s) boronila
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e/ou boronato, e é:

(1) um composto boronato de férmula geral RB(OH)2 ou
RB(OH)s, no qual o grupo R compreende pelo menos uma arila e/ou uma alquila
(linear, ramificada ou ciclica) e/ou uma aralquila e/ou outros grupos funcionais
ou heteroatomos, e/ou uma combinacdo desses, e o referido grupo R fornece
hemoglobinas glicada com duas ou mais de duas carga(s) elétrica(s) negativa(s)
em pH alcalino para cada residuo de glicose complexado com o grupo boronato;
ou

(i) um sal de dito composto boronato.

13. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizada por ser conforme definida em qualquer uma das reivindicacoes 4
a 8.

14. KIT, caracterizado por compreender uma CcOMpPOSICA0
tampdao, conforme definida em qualquer uma das reivindicagdes 12 a 13, e
instrucfes para uso, se necessario.

15. USO DE UMA COMPOSICAO TAMPAO, conforme definida
em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 8 ou 12 a 13, caracterizado por ser para
a separacao, por eletroforese capilar in vitro, de uma ou mais hemoglobina(s)
glicada(s) que compreende(m) pelo menos uma cadeia beta de globina que
compreende um residuo de glicose ligado ao aminoacido na posi¢ao N-terminal,
de outras proteinas, em particular de pelo menos outra hemoglobina e, de
preferéncia, de outra(s) hemoglobina(s) presente(s) em uma amostra bioldgica.

16. USO DE UM KIT, conforme definido na reivindicagdo 14,
caracterizado por ser para a separacgao, por eletroforese capilar in vitro, de uma
ou mais hemoglobina(s) glicada(s) que compreende(m) pelo menos uma cadeia
beta de globina que compreende um residuo de glicose ligado ao aminoacido na
posicdo N-terminal, de outras proteinas, em particular de pelo menos outra

hemoglobina e, de preferéncia, de outra(s) hemoglobina(s) presente(s) em uma
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amostra bioldgica.
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