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PRODUGCAO E USO DE NANOCAPSULAS
MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS
METALICOS. A presente invencao trata do
processo sintético para a producéo de
nanoparticulas multiparedes complexadas com
metais ou ions metélicos, como por exemplo
metais alcalinos ou alcalino terrosos, metais de
transicdo ou terras raras, incluindo prata, ouro,
platina, cobre, cadmio, cobalto, paladio, mais
especialmente ferro ou zinco, que permite a
ligacdo de pequenas moléculas,
macromoléculas ou biomoléculas de origem
sintética, biossintética ou natural, como, por
exemplo, proteinas, peptideos, fendis, aminas,
acidos carboxilicos, sacarideos, alcaldides,
acidos ribonuciéicos ou desoxirribonucléicos,
aptameros, anticorpos, anticorpos monoclonais e
especialmente aminoacidos, proteinas, enzimas
e fragmentos de anticorpos, constituindo uma
inovacao para o desenvolvimento de sistemas
nanoparticulados com superficie funcionalizada
ou multifuncionalizada. A invencao prevé o uso
do processo sintético para a funcionalizagdo da
superficie coloidal produzindo nanoparticulas
multiparedes decoradas, sendo que as
nanocapsulas multiparede decoradas pode(...)
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PROCESSO SINTETICO PARA A PRODUGAO E USO DE NANOCAPSULAS
MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS METALICOS

Campo da invenc¢do

A presente invengdo trata do processo sintético para a producdo de
nanoparticulas multiparedes complexadas com metais ou ions metalicos, como por
éxemplo metais alcalinos ou alcalino terrosos, metais de transi¢do ou terras raras, |
incluindo prata, ouro, platina, cobre, cadmio, cobalto, palédib, mais vespecialmente,
ferro ou zinco, que permite a ligagdo de pequenas moléculas, l*hacromoléculas ou
biomoléculas de origem sintética, biossintética ou natural, como, por exemplo,
proteinas, peptideos, fendis, éminas, acidos carboxilicos, sacarideos, alcalbides,

acidos ribonucléicos ou desoxirribonucléicos, aptameros, anticorpos, anticorpos

‘monoclonais e especialmente aminoacidos, proteinas, enzimas e fragmentos de

anticorpos, constituindo uma inovagéo para o desenvolvimenio de sistemas
nanoparticulados com superficie funcionalizada ou multifuncionalizada. A invengéo
prevé o uso do processo sintético: para a funcionalizagéo da superficie coloidal
produzindo nanoparticulas multiparédes decoradas, sendo que as nanocapsulas
multiparede de;:oradas pddem ser usadas para o'diégn_éstico de doengas na 4rea da
saude,como por exemblo,v- terapia genética, cancer, inflamagéo, dogngas
deiqéneraﬁﬁas. |
Estado da técniéa

As aplicacbes da nanotecnologia mostram o “efeito nano” para a faixa de
algumas dezenas de nanometros a 800 nhm de didmetro médio (Garnett e Kallinteri,
2006).

Dentre as nanoparticulas poliméricas destacam-se as nanoesferas e as

nanocapsulas (Schaffazick et al., 2003). As primeiras sdo compostas de polimeros
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lineares distribuidos em matrizes nanoscopicas, enquanto que as segundas

correspondem a um ntcleo oleoso envolto por uma parede polimérica. Esses tipos

de nanoparticulas poliméricas se caracterizam por encapsular farmacos, ativos

cosméticos ou agroquimicos. Recentemente, estudos desenvolvidos mostraram que .
nanocapsulas de nicleo lipidico (Guterres et al., 2001; Jager et al., 2009; Venturini

et al., 2011) séo diferenciadas de nanocépéulas poliméricas convencionais devido a

sua supraestrutura qué consiste em uma disperséo de substancias lipofilicas liquida

e s6lida, revestida por uma Unica parede polimérica (Cruz et al., 2006; Jager et al.,

2007; Jager et al., 2009).

A sintese de sistemas poliméricos nanoparticulados conjugados a anticorpos
pode ser obtida a partir da utilizag&o de polimeros biodegradéveis e biocompativeis
como € o caso do poli(acido latico-co-acido gliclico) (PLGA), poli(acido latico) (PLA)
e da poli(e-caprolactona) (PCL).

Uma busca nos bancos de dados do ISI (Institute for Science Information)
mostra a partir da década de 1990 um crescimento exponencial de publicagbes
referentes a associagéo dos termos nano e férmacos, mostrando o desenvolvimento

da 4rea de nanotecnologia em salide nesta virada de século. No mesmo sentido, na

* busca por patentes (Derwent Innovations Index - 1963-nov/2010) observam-se 4:381

patentes de base nanotecnolégica depositadas para a sa(de. Essas andlises nos

trazem nitidamente a relevancia do tema e a importancia do desenvolvimento
cienﬁﬁco e tecnoldgico na area de nanotecnologia em salide.

Nos (ltimos anos, suspensdes aquosas de nanoparticulas poli’méricas com
diametro controlado foram desenvolvidas, baseado na variagdo da tenséo interfacial

da fase organica (Poletto el at., 2008). Paralelamente, a presenca da parede



10

15

20

25

3/14
polimérica de nanocapsulas foi determinada por fluorimetria utilizando-se uma sonda
de ambiente quimico (Jager et al., 2007).

O uso da nanotecnologia em aplicagbes diagnésticas aumenta a expectativa
da obtengdo de sistemas mais eficientes para prevencéo e diagnésticos clinicos,
bem corﬁo no monitoramento de diversas patologias em nivel molecular (Jain et al.,
2005). O uso de anticorpos monoclonais e fragmentés de anticorpos que conservafn
a capacidade de ligagdo especifica com o antigeno sao investigados por diversos
autores em diferentes aplicagdes (Shoenfeld et al. 2004, Lobo et al., 2008).

O uso de nanoparticulas inteligentes contendo anticorpos e fragmentos de
anticorpos & uma alternativa promissora para o diagnéstico de doengas.‘ 0

desenvolvimento de nanoparticulas conjugadas a fragmentos de anticorpos de

cadeia unica (scFv) séo especialmente desejaveis na busca da ligagdo em sitio

espech;ico mantendo-se um controle no reconhecimento molecular.

A estratégia de ligagdo das espécies moleculares ou macromoleculares na
superﬁme das nanocapsulas multiparede produzundo nanocépsulas multtparede
decoradas é baseada na qwmtssorgao em sitio espeouflco através da coordenacgédo
Versétil de diversas fungdes no centro metalico sem' produgéo de residuos téxicos.
Essa solugdo representa um avango tecnolég;co quando comparada as estratéglas
exustentes de click chem:stry, que em geral a conjugag&o polimero-proteina é
baseada na formagéo de ésteres ou amidas pela conjugagéo de acidos com alcodis
ou aminas, ou ainda, pelas reagdes de cicloadicdo [4+2] que necessitam de
condigbes e funcionalizagdes especificas. A ativagdio de acidos por carbodiimida
para sua conjugagdo com aminas € largamente utilizada, mas tem o inconveniente
da falta de controle do.nimero de proteinas conjugadas e ndo oferece uma

conjugacao sitio especifica (Boyer et al., 2011). A conjugagéo para a funcionalizagéo



10

15

20 .

25

4/14

de polimeros pré-formados com proteinas baseada em um acoplamento covalente
tem limitagdes, pois a eficiéncia da conjugagdo depende de uma série de
parametros como o tipo e localizagdo dos grupos funcionais nas biomolécglas, a
area superficial das particulas, o nimero de moléculas ligadas ao carreador e o tipo
de ligante. Nessas reagbes de acoplamento, a extenséo do ligante e do agente de
acoplamento podem reduzir a eficiéncia do processo devido éo impedimento estéreo
(acessibilidade diminuida) (Boyer et al., 2011).

O desenvolvimento de‘ nanocdpsulas multiparede munidas de sitios
especificos de ligagdo para a coordenagdo dos sitio metdlico com diferentes
funéionalidades contendo atomos de nitrogénio, oxigénio, enxofre, fésfbro, dentre
outros, vem solucionar os ‘problem_as técnicos apresentados pelas estratégias
geralmente utilizadas. A versatilidéde da ligagdo de coordenagdo imprime a essa
invengéo uma potencialidade de aplicagdo em diferentes setoreg econdémicos como
o petroquimico, o de biocombustivel, 0 agroquimico, o cosmético e higiene‘pessoai,
e mais espepiaimente o farmacéutico. Além disso, a estratégia de ligagéo por reagao
interfacial pbr coordenacgdo a sitio metalico imprime a versétilidade tdo almejada

pelos nanotecnélogos, a multifuncionalizacéo de superficie de nanoparticulas.

- Descrigao resumida da invengéo

A ‘invengéo aqui proposta visa um processo sintético e uso de nanocapsulas
multiparedes complexadas com ions metalicos. A invengdo de resume no
desenvolvimento dg n_anocépsulas multiparedes complexadas com\.i.ons metalicos
capazes de agregar diversas possibilidades de uso na prevengéo ou diégnésticos de
doengas. A tecnologia estd baseada na versatilidade de conjugagédo por reagdes
interfaciais de ligantes conhecidos.em sitios especificos de ligagdo na nanoparticula.

Diferentes espédies moleculares ou macromoleculares de origem sintética,
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biossintética ou natural portando diversas funcionalidades como aminas, acidos

carboxilicos, fenéis, cetonas, aldeidos, tidis, suifetos, derivados aromaticos,

porfirinas, sacarideos, polissacarideos, lipidios, peptideos, proteinas, enzimas,
anticorpos, fragmentos de anticorpos, pcssibilita. o reconhecimento do complexo por
moléculas ou antigenos especificos. Estas possibilidades s&@o alcangadas pela
capacidade de interacdo kentre‘os ions metalicos das nanoparticulaé multiparedes
com os grupamentos hidroxila, carboxilas, aminas, cetonas, aldeidos, tidis e sulfetos
presentes em inimeras moléculas. |

A conjugagéo de nanocapsulas multiparede com anticorpos ou fragmentos de
anticorpos, por exemplo, leva a uma nanocapsula multiparede decorada, sendo um
elaborado captador de diversos antigénos, © que torna esta tecnélogia Unica como
preVengéo ou diagnéstico de doengas. Como plataforma tecnolégica, a versatilidade
dessas nanocapsulas n';ultiparede complexadas com metais ou fons métélicos abre
novas fronteiras para a decoragcdo de superficie de coléides nanotecnolégicos,

obtidos seja por métodos fop-down ou bottom-up, produzindo-se nanoparticulas

funcionalizadas ou multlfuncmnaltzadas de forma rapida, sem necess:dade de

purificagdo e sem gerar residuos. A movagéo e baseada em prmciplos das
tecnologias hmpas.

O presente invento trata do dfesenVolvimento de nanoparticulas, mais
especialmente nanocéapsulas, formadas por mditiplas paredes e complexadas com
metais ou fons metalicos a serem decoradas com moléculas ou macromolécglas de
origem sintética, biossintética ou natural. Dito sistema nanoparticulado sendo }uma
plataforma nanoestruturada na ligac&o por reagéo interfacial de moléculas, como é o
caso de peptideos, pequenas moléculas, proteihas, enzimas, anticorpos e

fragmentos de anticorpos. O objetivo € de que esse processo sintético seja utilizado
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para produzir nanocapsulas multiparede decoradas. O uso dessas nanocapsulas em
métodos diagnésticos das mais diversas doengas € uma inovagdo para o
monitoramento ou detec¢do de moléculas especificas, como antigenos, anticorpos
ou marcadores especificos.
Descrigédo dos desenhos
- A figura 1 represenfa a distribuicdo do tamanho de particulas obtido por
difragdo de laser (Mastersizer 2000) para (A) NC PCL e (B) NC PCL-
Quitosana 0,3%. Parametros demonstrados por volume e numero de
particulas (n=3); |
- A figura 2 representa a distribuicdo do tamanho de parti’culas obtido por
~ difracéo de laser (Mastersizer 2000) para (A) NC PCL-quitosana, (B) MCMNA
Fe?* 50 g mL™, (C) MCMN Fe?* 100 pg mL™, (D) MCMN Zn? 10 yg mL*, (E)
MCMN Zn?* 25 pg mL-‘,a(i=)' MCMN Zn?* 50 ug mL™ e (G) MCMN Zn?* 100 Lg
" mL". Todos as MCMN foram adicionadas de excesso de fenilalanina (3:1,
relagéo molar). Parametros demonstrados por volume e numero de parti.cu!as
(n=3); | | |
- A ﬁgura 3 representa a distribuiggo do tamanho de particulas (Z-Average) e
' iﬁdice'jdé' poiidiépekrséof:(F"D.!) thi}dois‘ pb,r espalhamento de luz dindmico
(Zetasizer ZS) para (A) NC PCL, (B) NC IYPCL‘—QﬁitOSana, (C)-MCMN Fe** 50
ug mL™" - Fenilalanina, (D) MCMN Zn?* 25 ug mL™" —Fenilalanina, (E) MCMN
Fe® 50 pg mL™ — Enzima (3,99 U mL™), (F) MCMN Zn? 25 pg mL"* - scFv
“antiLDL(-) 200 yg mL™,
Descrigéo detalhada da invengdo
Inicialmente foram sintetizadas as nanocépsulas multiparedes. O

revestimento com quitosana representava elemento chave nesta construgéo, uma
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vez que, permitiria a futura adsorgao de Iiganteé metalicos em seus grupamentos
aminas livres. Diferentes concentragdes de quitosana foram avaliadas: 0,3; 0,5; 1 e
2%. Todas foram avaliadas inicialmente quanto a distribuicdo do tamanho de
particulas e polidispersidade (SPAN) por difracdo de laser. Sendo que nas
concentragdes de quitosana de 0,5; 1 e 2% havia desestabilizagdo da formulagao
com conseqliente aparecimento dé distribuicbes micrométricas. Porém, quando |
0,3% de quitosana eram adicionados, obtivemos somente uma Unica populagéo .
nanométrica, com cerca de 10 a 15 nm maior do que antes do revestimento (figura
1). Observamos que © diémet.ro’ médio em volume das particulas (D[4,3]) ea
polidispersdo (SPAN) foram respectivamente: NC PCL 119 nm e 0,88 e para NC
PCL-Quitosana 134 and 0,96.

Posteriormente foi analisada a diferenga de potencial elétrico no plano de
cisalhamento das particulas (potencial“‘\Zeta) por meio da andlise da mobilidade
eletroforética (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., UK). Obtivemos um
potencial zeta (milivolts — mV) negatjvo antes do revestimento (-15,1 + 1,05 mV)
devido basicamente a presenga de bargas negativas ocasionada da lecitina e a
b_o’sterior inversao pa'ra valores pOsiﬁvqs (+ 9,3 + 2,54 mV) quando do revestimenfo
com o~poi§méro catibnico, qqitosana. ‘Som,ente’ um - tnico pico de. distribuicag de
éarg;as‘ fdi identificado, o qu’ei garanté. uma homoéenéidade no revestimento do
sistema.

Posteriormente ions metalicos ferrq. e zinco foram adsorvidos sobre as
nanocépsulas multiparedes. Foram testadas concentragdes de Zn?* de 10, 25, 50 e
100 ug mL™ e de Fe?* de 50 e 100 ug mL™". Como agente de decoragso, utilizamos o
aminoécido fenilalanina em excesso {(proporgdo molar 3:1 fenilalanina:MCMN).

Observamos através da difragéo de laser a manutengéo da distribuigdo nanométrica
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guando concentragdes de 50 pug mL™* de Fe®* ou 10 e 25 pug mL" de Zn® foram
testadas (figura 2).

Uma vez sintetizadas as MCMN adsorvidas de ions metalicos, utilizamos dois
produtos, MCMN Zn?* 25 ug mL"' e MCMN Fe? 50 ug mL', em ensaios de
decoragdo com diferentes ligantes (figura 3). O complexo MCMN Fe?* 50 ug mL™
apresentou bons resultados para a ligagéo db aminodcido fenilalanina e da enzima.
Testamoé diferentes faixas de concentragdes para esfa enzima, sendo elas
representadas por unidades enzimaticas conjugadas ao complexo (0,09; 0,99; 3,99;
9,97 e 19,9 U mL™). Observamos a manutengso de um perfil nanométrico unimodal
até a concentragéo de 3,99 U mL™".

Ja o complexo MCMN Zn** 25 pg mL™ foi decorado com fenilalanina e com
fragmentos de anticorpos de cadeia Unica anti-LDL modificada [scFv anti-mLDL].
Testamos as concentragdes de 25, 50, 100, 2069 500 Hg mL" de scFv anti-mLDL
(Tabela 1). Observamos gradativo aumento do tamanho médio na medida em que

maiores concentragdes de scFv anti-mLDL eram conjugadas ao complexo

vnanopar’ticulado. ApGs esta etapa, utilizamos o sistema MCMN — scFv anti-mLDL. em

testes de Captagéo com lipoproteinas LDL modificada (ﬁ'n_LDL) e LDL Nativa-(néo
modlflcada) (Tabela 1). Verificamos que.quando a LDL modlf:cada era adicionada,
havia uma hgagao eSpeCIflca entre esta lipoproteina e o complexo contendo o
fragmento de anticorpo. Por sua vez, quando LDL nativa foi adicionada, n&o houve
aumento de tamanho do sistema MCMN-scFv anti-mLDL.

Assim, a formacgdo do 'complexo proposto para reconhecer mLDL teve seu
objetivo alcangado, uma vez que também nao houve blogueio do sitio especifico de
ligagdo ao antigeno no fragmento de anticorpo apés sua conjugagéo com o MCMN

Zn** 25 pg mL™'. As novas nanocapsulas multiparede decoradas com scFv anti-
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mLDL mostraram-se especificas para ligagdo com mLDL, apresentando aplicagéo

no diagnéstico de doencgas relacionadas com a aterosclerose.

Amaostra

Tabela 1. Avaliagéofdo, tamanho médio de particula_s (Z-average) e indice de
polidispers&o '(PD}) através' da técnica de egpalhamento de luz ’dinéémico» (DLS)
(Zetésiier ZS) para o complexo MCMN Zn?* 25_ ug mL™" apés réagéo' com diferentes
concentragées de scFv anti-mLDL para decorar as MCMN e verificagdo da ligagdo
especifica com a lipoproteina de baixa densidade modificada (mLDL) e com a nativa
(LDLnativa)

Os complexos metalicos adsorvidos em nanocapsulas multiparedes
representadas pela sigla MCMN constituem um produto para ligagéo superficial de
moléculas ou macromoléculas como € o caso peptideos, enzimas, anticorpos,

fragmentos de anticorpos: e pequenas moléculas. Essa sintese possibilita
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modernizar técnicas diagnésticas, ea obtengéo de novos produtos uma vez que
possibilitam a complexagéo de substancias especificas pela sua coordenagédo em
sitios especificos das nanocapsulas multiparede. Uma exempilificagdo da utilizagédo
das MCMN e a possibilidade de ligagdo especifica com substéncias moleculares,
macromoleculares ou fragmentos de anticorpos anti-mLDL em uma regido molecular
conhecida do fragmento e sem agravos para a especiﬁéidade de ligagdo ao
antigeno.

Este sistema MCMN é constituido de uma nanocéapsula de nicleo lipofilico
revestida por um sistema multiparede. Estas paredes possuem em sua constituigéo
um polimero lipofilico, emulsionante ou tenso-ativo, um tensoativo né'\ofiénico, um
tensoativo i6nico e um pblimero ~ibnico, como | por exemplo: poli(epsflon-
caprolactona), polissorbato 80, lecitina e quitosana. O revestimento do ndcleo
lipofilico ocorre'\ com a deposigdo do polimero lipofilico e reQéstimento com 0s
tensoativos n&o-ibnico e idnico ou emuisiontantes ou poloxamers. Em seguida a

ligacdo do polimero idnico, quitosana, ocorre por interagdes eletrostaticas e,

-finalizando, a compiexagédo .com metais ou fons metalicos, por exemplo de ferro

(Fe"“‘) ou zinco (an“)‘ proporciona a pres’engé de sitio especificos para é, ligagdo
s_upe_rﬁcial de‘ diferentes molégulas através. da coordenagéo ‘com..grupamentos
quiinicbs contendo oXiééhio; ‘nitrvogénio,‘fésfbro:,'enkofre como hidroxilas, 'cérbt;xilés_,
carbonilas, aminas, amidas, histidinas, piridinas e outros compostos heterociclicos,
carbamatos, tiocarmabatos ou tiol, sulfetos, sulfonamidas, sulfongs, sulféxidos,
sulfatos, fosfinas, fosfonatos ou fosfatos, carboxilatos, oximas, heterociclos, entre
outras, como histidina.

Iniciaimente foram preparadas nanocapsulas de nucleo lipidico e parede de :

poli(epsilon-caprolactona) através do método de deposicéo interfacial de polimeros
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pré-formados (Jager et al., 2009). Neste método a fase organica composta de- (PCL)
poli(epsilon-caprolactona) (MW 14.000 g mol™) (0,1 g) (Aldrich, Franga),
monoestearato de sorbitano (SPAN 60%) (0,04 g) (Delaware, Brasil), lecitina (Lipoid
S 75%) (0,03 g) (Lipoid®, Alemanha), triglicerideos do 4cido caprico/caprilico (0,120
g) (Alpha Quimica, Brasil) e acetona (25 mL) (Nuclear, Brasil) foi dissolvida em
Erlenmeyer durante 1h a 40°C. Esta fase foi vertida sobre uma fase aquosa sob
agitacao na temperatura ambiente, cdntendo polissorbatb 80 (Tween 80%) (0,08 g)
(Alpha Quimica, Brasil) e agua (50 mL). Apés 10 min, a acetona foi eliminada e a
fase aquosa concentrada sobre presséo reduzida com auxilio de um evaporador

rotatério (Biichi, Alemanha). O volume final foi ajustado pa'ra 10 mL. Posteriormente,

as nanoparticulas de PCL foram revestidas com um polimero catiénico de baixa

massa molar chamado quitosana (Aldrich, Franga). A quitosana na concentragdo de
0,3% havia sido previahente dissolvida durante 24h em uma solugéo .;.z;quosa de
acido acético a 1%. Cerca de 1 mL desta solugdo de quitosana foi lentamente
adicionada sobre 9 n‘xL‘ da suspensdo contendo as nanocépsulas de PCL, sendo

este processo feito sobre agitagdo moderada (500 RPM) e assim permanecendo por

“4h. Desse modo, oc_orreu “interagéo eletrostatica entre as cargas negativas

fomecidésnpela lecitina ha-nano'cépsula de PCL,com' cargas positivas presente na

quitosana, formando desta maneira uma nanoestruturagdo multiparedes. Esta

~ recebeu este nome porque é formada de diferentes constituintes, sendo eles, o

polimero PCL, polissorbato 80, lecitina e quitosana.

Posteriormente foi feita a adsorgéo dos fons metalicos ferro (Fe**) ou zinco
(Zn?") nas nanocapsulas muitiparedes. Primeiramente, preparamos solugdes padréao
de ZnCl, (1 ug mL™? de Zn?") e FeCly.4H,0 (1 pg mL™" de Fe?*). A concentrago final

de fons adicionados as nanocapsulas multiparedes foi de 25 ug mL™ de Zn** e 50 pg
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mL" de Fe?'. Desse modo sintetizamos um sistema nanoestruturado chamado de
nanocapsulas multiparedes com complexos metélicos (Metal Complex Multi-wall
Nanocapstules - MCMN).

Este sistema possui alta reatividade e é capaz de interagir quimicamente com
diversos grupos quimicos como é o caso de grupamentos contendo oxigénio,
nitrogénio, fésforo, enxofre ‘como hidroxilas, carboxilas, carboxilatos, carbdnilas, ‘
aminas, amidas, histidinas, piridinas e outros compostos heterociclicos, carbamatos,
oximas, tiocarmabatos ou tiol, sulfetos, sulfonamidas, sulfonas, sulféxidos, sulfatos,
heterociclos, fosfinas, fosfonatos ou fosfatos, entre- o;Jtras fungdes. Esta alta
reatiilidade pode tambérﬁ comprometer sua estabilidade, por isso, se faz n'ecessério
em 2 min apés a adsorgéo dos ions a adicdo de um agente de ligagéo a estes
MCMN que devem estar sob agitagdo magnética (500 RPM). Como exemplo da
utilizag:éq de agentes de decofégéo e conseqilentemente estabilizadores destes
complexos, podem ser utilizadas substancias organicas como acidos carboxilicos,
aminas, peptideos, especnalmente aminoacidos, por exemplo fenllalanlna en2|mas
por exemplo proteases ou enzimas lisossomais e também fragmentos de antlcorpos
como por exemplo aqueles scFv anty-mLDL gue reconhecem Ilpoprotema de baixa

densidade (LDL) minimamente oxidada. Independente destes exemplgs ,tesfados,

' inGmeras séo as moléculas que podem reagir e decorar o sistema MCMN, uma vez

que, a reagéo pode ocorrer com qualquer molécula que disponha dos grupamentos
quimicos citados acima disponiveis para a ligagéo.

O sistema MCMN composto de ions ferro ou zinco é capaz de agregar
diversas possibilidades de uso. Seus fons sdo capazes de complexar divérsas
moléculas, uma vez que, possuem elevada capacidade de interagdo com

funcionalizagdes organicas presentes em inimeras moléculas.
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O modo de ligagdo superficial entre os ions metalicos e os grupamentos
quimicos presente nos ligantes é de facil padronizagéo, diferentemente de outros
tipos de ligagdes quimicas que necessitam de reagentes especificos, elevado
tempos de reacdes, além de gerarem em alguns casos residuos t6xicos que devem
ser removidos e tratados para evitar impaéto ao meio ambiente.
A ligagdo supefficial, através de reagbes interfaciais, com Iigantes

conhecidos, como pequenas moléculas, sacarideos, aminoacidos, enzimas,

- anticorpos ou fragmentos de anticorpos, peptideos ou proteinas, possibilita a

decoragéo da superficie ongunando produtos inovadores.

0] seu uso com anticorpos possibilita termos um elaborado captador de
antigenos especificos, o que possibilita aperfeigoar métodos preventivos e de
diagnéstico de doengas mediadas por estes antigenos.

A sintese de MCMN é de facil exécugéo, proporciona ligagbes estaveis com
seus ligantes, além de ser um sistema nanométrico com dlémetros de particulas

entre 10 nanometros e 10 mwrometros MCMN séao caractenzadas por diametros

- médios (D[4,3]) na faixa de 50 nanometros e 5 micrometros e polidispersao (SPAN)

na fa‘ixa de 0,5 e 5,0.

-0 snstema MCMN ferro (Fez*') ou . Zinco (an") podera ser utlhzado ,
pnnclpalmente no dxagnésttco de aterosclerose € como carregador de moléculas ou
macromoléculas de origem sintética, biossintética ou natural, espec&almente
proteinas e enzimas, como transportador de ligantes, moléculas ou de aminoacidos
como a fenilalanina e/ou no desenvolvimento de‘ modernos métodos diagnésticos na
industria biomédica. Um primeiro exemplo de um produto é a suspensdo de
nanocapsulas multiparede revestidas com scFv a ser utilizado na prevengéo ou

diagnéstico de doengas transmissiveis e néo transmissiveis. Um segundo exemplo
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de produto é a suspensdo de nanocapsulas multiparede revestidas com enzimas,
relacionadas com alguma deficiéncia enzimatica. E, ainda, um terceiro exemplo de
produto é a suspenséo de nanocapsulas multiparede revestidas com protease com
aplicagao na terapia de cancer ou na debridagao de tecidos.

Também é um sistema capaz de conjugagdo com compostos presentes no
meio ambiente e deste modo tem importante fungéo como identificador de moléculas
ambientais tais como poluentes, residuos e agrotoxicos.

Deve ficar evidente aos conhecedores da técnica que a presente invengéo
pode ser configurada de muitas outras formas especificas sem apartar-se do espirito
ou do escopo da invengéo. Particularmente, deve-se compreender que a invengéo
pode ser cbnﬁgurada nas formas descritas. |

Portanto, os exemplos e configuragbes presentes devem ser considerados

. como ilustrativos e néo restritivos, e a invengao néo deve ser limitada aos detalhes

fornecidos neste documento, mas podem ser modificados dentro do escopo e

equivaléncia das reivindicagdes anexas.
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REIVINDICAGOES
1. PROCESSO SINTETICO PARA A PRODU(}[RO DE NANOCAPSULAS
MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS METALICOS, produzindo
nanocapsulas multiparedes decoradas baseado na quimissor¢éo em sitio especifico

através da coordenagdo versatii de diversas fungdes no centro metalico sem

~ produgdo de residuos téxicos caracterizado pela ligacdo se dar por reagéo

interfacial dos sitios . metalicos com moléculas ou macromoléculas de origem
sintética, biossintética ou natural e pela capacidade das nanocapsulas multiparedes
ligarem quimicamente, individualmente ou em combinagéo, sitios metalicos que se
ligam quihicamente, individualmente ou em combinagdo, com os grupamentos
contendo oxigénio, hi’trogénio, fésforo, enxofre como hidroxilas, 'carboxilas,
carboxilatos, carbonilas, aminas, amidas, histidinas, piridinas e outros compostos

heterociclicos, carbamatos, oximas, tiocarmabatos ou tiol, sulfetos, sulfonamidas,

sulfonas, sulféxidos, sulfatos, heterociclos, fosfinas, fosfonatos ou fosfatos,

presentes em inUmeras moléculas.

2. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM iONS METALICOS,

~ caracterizadas por serem formadas por nicleo, miltiplas paredes e complexadas

com metais ou fons metalicos.

3. NANOCAPSULAS}MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS METALICOS,
de acordo com as reivindicagSes 2, caracterizadas por serem decoradas com
moléculas, macromoléculas ou biomoléculas de origem sintética, biossintética ou
natljral, para aperfeicoar produtos empregados em Salde, incluindo doengas
genéticas, cancer, inflamacgéo e doengas degenerativas.

4. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM iONS METALICOS,

de acordo com as reivindicagdes 2 e 3, caracterizadas por serem sintetizadas como
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nanocapsulas formadas por um nucleo lipofilico e revestimento de emulsionante,
tensoativos néo idnicos, tensoativos idnicos, polimeros lipofilicos ou hidrofilicos,
polimeros ibnicos, catibnicos ou anidnicos complexadas com metais ou ions
metalicos.
5. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS METALICOS,
de acordo cém as reivindilcagées 3 e 4, caracterizadas pelaé nanocépsulas terem
perfil grandlgmétrico apresentaﬁdo didmetros de particulas entre 10 nanémetros e
10 micrémetros.
6. NANQCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS METALICOS,
de acord6 com as reivindicagbes 3, 4 e 5, caracterizadas pelas nanocapsulas terem
um diametro médio (D[4,3]) ’na faixa de 50 nanémetros e 5 micrémetroé e
polidispersao (SPAN) na faixa de 0,5 e 5,0.
7. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS METALICOS,
de acordo com as reivindicagbes 3, 4, 5 e 6,caracterizadas por possuirem
distribuigéo unimodal com didmetros médios na faixa nanoscépi‘ca medido por
difragcao de lasér. |
8. NA’NocAPs'uLAs MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM fONs METALlcos,
de at::‘é;"do,»com a‘r.eivindicagéo 6‘,"caracterizacvlas pélas tjanoéépéuias‘,apréseﬁtarem
diémétrds entre 40 nénémetro:s é»4_ micrﬁaﬁefros. i -
9. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM i{ONS METALICOS,
de acordo com as reiyindicagées 6, 7 e 8, caracterizadas pelas nanocejpsutas terem
um diametro médio (D[4,3]) na faixa de 50 nanémetros e 1 micrometro.
10. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS
METALICOS, caracterizadas por serem nanoestruturadas para funciona!izagéo de

superficie pela ligagdo de moléculas efou macromoléculas como é o caso de
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pequenas moléculas de origem natural ou sintética, aminoacidos, sacarideos,
lipideos, e como peptideos, enzimas, proteinas, anticorpos 'e fragmentos de
anticorpos  originando  sistemas  nanoparticulados  funcionalizados  ou
multifuncionalizados.
11.  NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS
METALICOS, de aco‘rdo com a reivindicagdo 10, caracterizadas por bossibilitarem
a coordenacgéo de substancias em sitios especfﬁcos das nanocapsulas multiparede
através de ligagdes de coordenagéo.
12. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS
METALICOS, dé acordo com as reivindicagbes 10 e 11, carécterizadas pela
capadidade de ligagbes de coordenagéo de moléculas superficiais para atuarem
como ligantes especificos das nanocépsulas multiparedes com aplicagdo em
diferentes setores‘ ecoﬁémicps como o petroguimico, o de biocombdstivel, 0
agroquimico, o cosmético e higiene pessoal, e mais especialmente o farmacéutico.

13. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS

'METALICOS, de acordo com a-reivindicagéo 10, caracterizadas pela presenga de

_moléculas ou macromoléculas superF ciais para complexarem em sitios - especlflcos

de outras motépulas macromoléculas receptores enzumas ou estruturas cekulares
atuando como produtos de dlagnést:co de doengas. | |
14. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS

METALICOS, de acordo com a reivindicagéo 4, caracterizadas por serem

“constituidas de nanocapsulas de nucleo lipofilico revestidas por um sistema

multiparede, sendo que essas paredes possuem em sua constituigdo um polimero
lipofilico, dois tensoativos, ou um tensoativo € um emulsionante, e um

polissacarideo.
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15. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS
METALICOS, de acordo com as reivindicages 4 e 17, caracterizadas por serem
constituidas de nanocapsulas de nucleo lipofilico revestidas por um sistema
multiparede, sendo que essas paredes possuem em sua constituigdo polimeros
lipofilicos, emulsionantes e tensoativos como poliésteres, poloxamers, derivados do
sorbitano, fosfolipideos e poliésacarfdeos, especiaimente poli(epsilon—caprolactbna),
polissorbato 80, lecitina e quitosana.
16. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS
METALICOS, de acordo com as reivindicagbes 4, 17 e 18, paracterizadas pelo
revestimento do nucleo I.ipoﬁlico ocorrer com a deposicao do polimero lipofilico,
revestimento com polissorbato 80 e lecitina, seguido da quitosana por interagﬁes
eletfostéticas e, finalizando com a complexagao com metais ou ions metalicos.
17.  NANOCAPSULAS MUL‘E‘IPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS
METALICOS, de acordo com a reivindicagéio 1, caracterizadas pela capacidade
dos sitios metélicos’s'interagirem‘ com aminoacidos ou residuos de aminoacidos. |
18.  NANOCAPSULAS MULTIPAREDES. COMPLEXADAS COM IONS

META’L’ICQS," de acordo com a reivindicagéio 1, caracterizadas pela capacidade

. dos siﬁos .mgtéﬁcosfinte;’aglirem com‘bebtidebs ou proteinaé.‘

19, NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS

METALICOS, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizadas pela capacidade
dos sitios metalicos interagirem com enzimas ou receptores.
20. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM iONS

METALICOS, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizadas pela capacidade

dos sitios metdlicos interagirem com derivados de amina.
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21. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM (iONS
METALICOS, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizadas pela capacidade
dos sitios metalicos interagirem com compostos contendo atomos nucleofilicos como
0s nitrogenados. |
22. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES < COMPLEXADAS COM [ONS
METALICOS, de acordo com a reivihdicagéo 1, caracterizadas pela capacidade
dos sitios metalicos interagirem com enzimas proteoliticas ou lisossomais.
23. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS
METALICOS, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizadas pela capacidade
dos‘ sitios metalicos interagirem an.ticorpos ou fragmentos de anticorpos. |
24, NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IiONS
METALICOS, de acordo com a reivindicagéo 1, caraéterizadas pela capacidade
dos fragmentos de anticqrpos coordené;:ios nas nanocapsulas muitiparedes se
ligarem especificamente aos antigenos especificos.

25. NANOCAPSULAS ~MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM 'fONS

: METAL!COS, de acordo com as reivindicagbes 1.e 27, caracterizadas pela

cap_acidade das nanocapsulas multiparede decoradas com fragmentos de anticorpos
seligarem especificamente aos antigenos fqrmando um complexo caracterizado,
pelo ;um‘e,nto de diametro médio. - | o

26. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS
METALICOS, de acordo com as reivindicagbes 1, 27 e 28, caracterizadas pela
capacidade das nanocéapsulas multiparede decoradas com enzimas formando um
complexo caracterizado pelo aumento de didmetro médio.

27. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS

METALICOS, de acordo com as reivindicagdes 1, 27, 28 e 29, caracterizadas pela
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capacidade das nanocéapsulas multiparede decoradas com fragmentos de anticorpos
se ligarem especificamente ao antigeno.
28. NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS
METALICOS, de acordo com a reivindicagao 19, caracterizadas pela presenca de
um nucleo lipofilico capaz carregar substancias de origem natural, biossintética ou

sintética, como farmacos, ativos cosméticos ou agroquimicos.

29. USO DAS NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM iONS

METALICOS, de acordo com as reivindicagbes anteriores, caracterizado como
insumo de formulagbes farmacéuticas, insumo de produtos diagnéstico, insumo de
cosméticos ou como insumo de produtos agroquimicos.

30. USO DAS NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM [ONS
METALICOS, de acordo com as reivindicagdes anteriores, caracterizado como
i&entiﬁcador de moléculas ambientais tais como pdi;.zentes, residuos e agrotéxicos.

31. USO DE NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM iONS

MET/\LICOS, de acordo com as reivindicagdes anteriores, caracterizado como

msumo em formulagﬁes farmacéuticas.

32 USO DE NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS

, 'METALICOS de acordo com as. relvmdxcagﬁes antenores caractenzado como

" insumo em klts dlagnéstlco

33. USO DE NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM IONS
METALICOS, de acordo com as reivindicagdes anteriores, caracterizado como
agentes de diagnéstico pela capacidade das nanocdpsulas multiparede serem

decoradas com fragmentos de anticorpos de cadeia Gnica anti-LDL modificada.
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PROCESSO SINTETICO PARA A PRODUGAO E USO DE NANOCAPSULAS
MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM iONS METALICOS

A presente invengdo trata do processo sintético para a produgéo de
nanoparticulas multiparedes complexadas com metais ou ions metalicos, como
por exemplo metais alcalinos ou alcalino terrosos, metais de transigéo ou terras
raras, incluindo prata, ouro, plétina, cobre, cadmio, cobalto, paladio, mais
especialmente ferro ou zinco, que permite a ligagdo de pequenas moléculas,
macromoléculas ou biomoléculas de origem sintética, biossintética ou naturai, -
como, por exemplo, proteinas, peptideos, fenéis, aminas, acidos carboxilicos,
sacarideos, alcaldides, 4acidos ribonuciéicos ou desoxirribonucléicos,
aptameros, anticorpos, anticorpos monoclonais e especialmente aminoécidos,
proteinas, enzimas e fragmentos dé anticorpos, cc;nstituindo uma inovagéo
para © desenvolvimento de sistemas nanoparticulados com:- supg_rffcie
funcionalizada ou multifuncionalizada. A invengédo prevé o uso do processo
sihtético ‘para a funcionalizagdo da superﬁcie coloidal produzindo

nanoparticulas . multiparedes decoradas, sendo - que as nanocapsulas

,multipared‘év decorédésf podérh- sér usadas vpar,a_:'(') diagnéstico de‘ddengas n:a‘

adrea da saude,como por exemplo terapia genética, céncer, inflamagéo,

doengas degenerativas.
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