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NANOCCOMPLEXOS CONJUGADOS E SEU USO

Campo da invencdo:

A presente invengac se aplica ao campe de diagndsticos e
terapia e se refere a nanocomplexos, o©0s gquais compreendem
nanoparticulas metalicas ou magnéticas assocladas a um
polimero e conjugadas com uma lectina e um flucrdforo, bem
como © 2 Seu usc no  preparo de um medicamento para o
diagnéstico e o tratamento de tumores.

Fundamentos da invencdo:

A convergéncia da biotecnologia e da nanotecnologia
premove o© desenvolvimento de nanomateriais hibridos, que
incorporam as propriedades cataliticas e de reconhecimento
dos bicmateriais (talis como as proteinas e enzimas) com as
propriedades magnéticas, eletrdnicas, opticas e cataliticas
das nancparticulas.

A funcicnalizacdo de nanoparticulas com biomoléculas
resulta em mudancas nas suas propriedades e interacgdes com o©
meio ambiente, ¢ gue faz com gue as mesmas apresentem um
elevado potencial para aplicagdes na biomedicina.

Assim, a transferéncia de energia e/ou transferéncia
eletrdnica entre nanoparticulas e biomoléculas conjugadas
podem resultar na fotoexcitagde de um dos componentes,
afetando as preopriedades do nanomaterial hibride e fazendo
com que este possua potencial para uma grande variedade de
aplica¢des biotecnoldgicas.

As lectinas correspondem a uma classe estruturalmente
diversa de proteinas ou glicoproteinas, as gquais se ligam
egpecifica ou reversivelmente a monco e oligossacarideos. Por
apresentarem especificidade, as lectinas tornam-se

interessantes para aplicagdes na biomedicina, uma vez Jque
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auxiliam na diferenciacdo entre ceélulas normails € tumorais,
devido a glicosilagdo alterada na superficie celular destas
ditimas.

A jacalina €& uma proteina nativa encontrada na semente
da jaca, gue apresenta massa molar de 66000 g mol™ e possui
diversas atividades, como estimulante potente e seletivo de
funcdes distintas das células T, habilidade de reconhecer
especificamente IgA de soro humano e interagir com regides
especificas do CD4.

hlem disso, a Jjacalina tem se mostrado especifica no
reconhecimento e ligagdc de oligossacarideos o ligados a
algumas células tumorais.

Biomoléculas e complexcs de biomoléculas tém  sido
assocliados a deteccgao de cancer, come, por exemplo, per meio
de dispositivos que utilizam sondas baseadas em lectinas.
Neste caso, a lectina se liga preferencialmente a
carboldratos da superficie de células anormais e, entdo, um
anticorpo especifico para esta lectina e marcado com um
fluordéforo se liga, dando o resultado positivo.

Qutrcs materiais inteligentes, o0s quais fazem uso de
nanoparticulas magnéticas biocompativeis, também tém sido
reportados, como por exemplo, estruturas do tipo M-5-L-Z, nos
quais M representa as nancoparticulas magnéticas, S representa
um composto biocompativel, L representa um grupo de conexao e
Z representa um grupo gue pode ser constituido de proteinas,
acidos nucléicos ou outro componente capaz de se ligar de
forma especifica ac dominio de uma bicmacromolécula
intracelular.

Ainda, sondas bioldgicas que incluem um substrato e

nanoparticulas inorgdnicas imobilizadas permitem gque as
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nancparticulas funcionem como conectores para a ligagao de
uma molécula especifica, permitindo a detecgdo de células
tumorais.

Desta maneira, complexcs formados por nanoparticulas
associadas a polimeros e conjugadas a lectina marcada com um
fluordforo sao promissores para aplicagdes no diagnéstico e
tratamento de cancer.

Estado da técnica:

O documento de antericridade US 2009/0208409 descreve um
agente de detecgdo gque inclui um lipossoma polimerizado ou um
polimero, uma lectina ou anticorpo e um agente de imagem, no
gqual a lectina conjugada & capaz de se ligar a carboidratos
ou glicoproteinas expressas por neoplasmas ou pdlipos
gastrointestinais.

O documentc inglés GB 2427157 A descreve microesferas
revestidas, para serem usadas no tratamento do céncer. As
esferas apresentam uma camada de base e uma camada funcional,
compreendendo um agente magnetizante, colorido, fluorescente
ou radiativo e um agente efetor que compreende uma proteina,
anticorpo, lectina, enzima, dentre outros.

0 documento de anterioridade WC/2007/097593 se refere a
um nanocompdésito magnético, scluvel em agua, gue pode ser
utilizade tanto como agente de contraste para diagnosticar
cdncer por meio de ressonadncia magnética como também como um
sistema de liberagdo de farmacos para, simultaneamente,
diagnosticar e +tratar o cancer pela polimeriza¢do de um
medicamento.

0 documento WO 2007082057 AZ ensina um métodoe de
identificacgéao de cancer, que consiste em um ensaic

compreendendo uma pluralidade de lectinas, dentre elas, a
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jacalina.

0 documento brasileiro BR PI 05180422 A revela uma
técnica histogquimica para diagndstico de neoplasmas, gque se
baseia na luminescéncia de lectinas de ocorréncia natural
e/ou sintéticas conjugadas com compostos luminescentes.

0 estudo intitulado “Andlise digital de imagens de
neoplasias da pele avaliadas pela histoquimica com lectinas:
marcador potencial para alteracdes bioquimicas e diagndstico
diferencial de tumores” ensina gque nmodificacdes nos
glicoconjugados de superficie celular estao associadas a
adesdc de células alteradas e ao desenvolvimento de
caracteristicas de tumores invasivos.

QO artigo “Altera¢do dos sitios de ligagdo da lectina no
célon normal e na colite ulcerativa” mostra gque lectinas
apresentam um  padréo de reconhecimento para tecidos
lesionados por meio de diferencas na expressio de
carboidratos, 0 gue as torna marcadores histoldgicos
promissores para diferenciar um epitélio glandular nermal de
um tecido inflamado.

Nenhum dos documentos do estade da técnica relata o uso
de nanoparticulas metédlicas ou magnéticas associadas a
polimeros, lectinas e fluordforos, as quals permitem o usc de
diferentes técnicas para o diagndstico e tratamento de
cancer, como a deteccdo por microscopia de fluorescéncia e
por imagens de resscnancia magnética.

Sumirio da invencdo:

L presente invencdo se refere a nanocomplexecs 03 guals
compreendem nhanoparticulas metalicas ou magnéticas asscociadas
a um polimero e conjugadas com uma lectina e um flucrdforo,

bem como © seu uso no preparo de um medicamento para o
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diagnostico e o tratamento de tumecres.

Breve descrigdo das figuras:

A figura 1 é uma imagem de microscopia de transmissdo
eletrdnica gue demonstra o nanocomplexo de nanoparticulas de
ouro associadas a lectina jacalina.

A figura 2 €& uma representagdo grafica dos espectros de
ultraviecleta-visivel do nanocomplexce de nanoparticulas de
ouro associadas a lectina jacalina (a), a nanoparticula livre
(b} e a lectina livre {c).

A figura 3A ¢é uma imagem de microscopia optica do
nanocomplexo de nanoparticulas de ouro assocladas a lectina
jacalina incubadoe com células do tipo Hela.

A figura 3B & uma imagem de fluorescéncia do
nanccomplexo de nanoparticulas de ouro asscociadas a lectina
jacalina incubado com células do tipo Hela.

A figura 3C €& uma imagem de microscopia odptica do
nanocomplexo de nanoparticulas de ouro associadas a lectina
jacalina incubado com células do tipo fibroblastos L929.

A figura 3D & uma imagem de fluorescéncia do
nanocomplexo de nanoparticulas de ource associadas a lectina
jacalina incubado com células do tipo fibroblastos L929.

A figura 3E é uma imagem de microscopia Optica do
nanocomplexo de nanoparticulas de ouro asscociadas a lectina
jacalina incubado com cé&lulas do tipo K562.

A figura 3F & uma imagem de fluorescéncia do
nanccomplexo de nanoparticulas de ouro associadas a lectina
jacalina incubado com células do tipo K562.

A figura 3G é uma imagem de microscopla 6ptica do
nanoccmplexc de nanoparticulas de ouro associadas a lectina

jacalina incubado com células mononucleares do sangue.
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A figura 3H ¢ uma imagem de fluorescéncia do
nanccomplexo de nanoparticulas de curc associadas a lectina
jacalina incubado com células mononucleares do sangue.

Descricdo detalhada da invencdo:

A presente invengido se refere a nanocomplexos, os quails
compreendem nanoparticulas metalicas ou magnéticas assocladas
a um polimero e conjugadas com uma lectina e um fluordforo,
bem como seu uso.

As particulas metdlicas sdo selecionadas do grupo que
consiste em nanoparticulas ou nanobastdes (“nanoreds”) de
ouro. Dentre as particulas magnéticas que podem ser
utilizadas, tem-se nanoparticulas magnéticas de Fes04, CoFes04
e MnFe»04.

Os peclimeros sdo selecionados do grupo gque consistem em

poli{amidoamina) de geracdo 4 (PAMAM-G4) , polialilamina
hidreclorada (PAH), polidialil dimetil cloreto de amdnio
(PDDA}, quitosana, polivinil alcool (PVA), polivinil

sulfénico (PVS) e poliestireno sulfonado (PSS).

Dentre os fluordéforos, pode-se destacar o isotiocianato
de fluoresceina ou alexalfldor488.

Mais especificamente, a invenc¢dc relata a conjugagdo de
nanoparticulas de ouro e nanoparticulas magnéticas de oéxido
de ferro, associadas com o polimero PAMAM-G4 e conjugadas com
lectinas, incluindo a Jacalina, PNA (peanut agglutinin) e
ConA (Concanavalin A). Em uma modalidade especifica da
invencdo, faz-se uso da jacalina, encontrada na semente da
jaca, a qual é marcada com o fluordforo isotiocianato de
fluoresceina.

C nanocomplexo da presente invengdo apresenta elevada

especificidade por células leucémicas (leucemia mieldide
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crébnica - K562) e do cédncer cervical humano (Hela), gquando
comparadas com células saudaveis mononucleares do sangue ou
fibroblastos saudaveis.

Ainda, o© nanocomplexo apresenta alta versatilidade,
possibilitando a deteccdo de células tumorais por microscopia
de fluorescéncia ou ressondncia magnética nuclear, devido a
presenga do marcador fluorescente e das nanoparticulas.

Em uma modalidade especifica da invengao, um farmaco
pode ser adicionado a este complexo, sendo ligado & proteina
por complexacao.

A doxorrubicina, a qual & utilizada no tratamento de
cancer, apresenta grupamentos hidroxila e amino em =sua
estrutura, e pode ser facilmente ancorada.

Método de obtengdo do nanocomplexo:

0Os nanocomplexos desta invengdo podem ser obtidos pela
conjugagdo da lectina marcada com nanoparticulas de ouro ou
nanoparticulas magnéticas de oéxido de ferro, associadas ao
polimero PAMAM-G4.

As nanoparticulas de ourc sdc obtidas em uma uUnica
etapa, por meio da reducao dos ions na presenga do dendrimero
PAMAM-G4, enquanto as nanoparticulas de Fe304 sdo obtidas pelo
método da coprecipitacdo na presenga do polissacarideo
Dextran.

As nanoparticulas sao lavadas em tampao por
centrifugagdo e, posteriormente, conjugadas com a lectina,
previamente marcada com o fluordéforo por complexacdo.

Em uma modalidade especifica dessa 1invencgdo, as
nanoparticuias metdlicas e magnéticas sao conjugadas com a
jacalina previamente marcada com o fluordforo isotiocianato

de fluoresceina.
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Para a obtencdo dos dois nanococomplexos, as etapas de
extragdo e marcagao da Jacalina sao as mesmas e estao
descritas a sequir:

- Extragdo da jacalina:

A lectina jacalina € obtida a partir do extrato bruto
das sementes de Artocapus Inftegrifolia.

As sementes sd3o lavadas com Aagua destilada, secas a
temperatura ambiente e, entdo, trituradas e ressuspensas em
tampdo PBS 0,15 mol L' e pH 7,4.

Esta mistura permanece em agitacdo por 12 horas a 4°C,
sendo, entdc, centrifugada a 4000 rpm em uma centrifuga
refrigerada a 4°C.

O sobrenadante, o gqual corresponde ac extrato brutec, é
separado e purificado por cromatografia de afinidade,
utilizande-se uma resina contendo D-galactose imobilizada
equilibrada com tampdc PBS.

Apds a passagem do extrato bruto, as proteinas presentes
no extrato bruto e que ndo possuem afinidade pela D-galactcse
sdo retiradas com tampdo PBS e coletados em tubos de 10 mL
até que nao se cbserve mais a absorcdo em 280 nm.

A Jjacalina é, entido, eluida com tampdo PBS contendo 0,2
mol L' de D-Galactose e o eluato passa por uma etapa
adicional de purificacdo utilizando cromatografia de exclusao
molecular.

Para isto, volumes de 1 mL da proteina sdo aplicados em
uma coluna de cromatografia de exclusdo molecular com resina
de dextrose, acoplada a um sistema de cromatégrafo,
previamente eqguilibrado com tampdo PBS, em fluxo de 0,5 mL
min~?, monitorado pela absorbincia em 220 e 280 nm.

- Marcag¢do da jacalina com o fluordforo:
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A jacalina é marcada com o fluoréforo isotiocianato de
fluoresceina, cujo comprimento de onda de absorcac esta na
faixa de 450 a 500 nm.

Para tal fim, uma solucgdo de isoticcianato de
fluoresceina 0,01 nol.L™? em tampdo PBS pH 7,4 & adicionada a
suspensdo de jacalina 1,0 mg mL™’.

QO sistema ¢é mantido em agitacdo e protegido da luz a
temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora. Em seguida,
o excesso de isotiocianato de fluorescelna ¢é eliminado por
didlise no mesmo tampac em uma membrana de 25 kDa.

— Obtengdo das nanoparticulas de ouro assocladas ao
PAMAM-G4 :

A sintese das nanoparticulas de ouro é realizada na
presenca do PAMAM-G4, gque permite nao sé a estabilizacgdo e
controle da forma e tamanho das nanoparticulas, como também
facilita a 1ligagao com a proteina devido a presenca de
grupamentes amino.

A sintese ocorre pela adigdo de volumes iguais de HAuCl,
1,0 mmol L' e PAMAM-G4 0,07 mmol L' e, em seguida, uma
solugdo de acido férmico 10% v/v sob agitacido magnética forte
por 4 h.

C sistema &, entdo, retirade da agitacdo, mantido em
repouso e protegido da luz por 4 horas, sendo, entdo,
centrifugado e ressuspenso em tampdo fosfato 10 mmol L™ e pH
7,4 para eliminar o excesso de polimerc e &acido provenientes
da sintese.

- Conjugacde das nanoparticulas de ouro asscciada ao
PAMAM-G4 com a jacalina:

Cerca de 200 pL desta solucdo de nanoparticulas de ouro

associadas ao PAMAM-G4 (0,3 mmol L™') sao dispersas em tampao
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fosfato 10 mmol L' e pH 7,4 e 1,3 mL de uma solugdo contendo
aproximadamente 1,0 mg mL™' de jacalina.

O sistema é mantido sob agitagdo a 4°C e protegido da
luz por aproximadamente 24 horas. A separacdo do excesso de
jacalina n&o conjugada <c¢om as nanoparticulas de ouro
associladas €& realizado por centrifugacdc a 13000 rpm e 4°C
por 15 minutos.

o sobrenadante € descartado e o} precipitado é
ressuspenso em 500 pL de tampdo fosfato 10 mmol L e pH 7,4.
0 ciclo de lavagem é repetido para garantir que todo o
excesso de proteina seja eliminado.

- Obten¢do das nanoparticulas magnéticas de Ooxido de
ferro associadas ao Dextran:

As nanoparticulas magnéticas de ©6xido de ferro (Fei0y)
sdo obtidas pelo método da coprecipitacgdo, gque consiste em
uma reacdo de alcalinizacdo controlada, no qual uma base é
adicionada a uma socolucdo de sais ferro II e III.

Assim, & uma solucdo 3 mmol L' de sais de ferro II e III
na proporgadao de 1:2, respectivamente, e na auséncia de
oxigénio (N; ¢é borbulhado constantemente a solugdo para
evitar a oxidagdo da magnetita a maghemita), adiciona-se o
polissacarideo natural Dextran 0,5 g L™, que, além de ser
biccompativel, possui muitos grupamentos hidroxila que sao
utilizados para ancorar a proteina.

O sistema é mantido em agitagdo por 20 minutos a
temperatura ambiente e, entdo, adiciona-se hidrdéxido de
aménio até pH préximo a 9.

0 sistema permanece em agitacdo por 7 ‘horas a
temperatura ambiente e, entdo, é centrifugado e ressuspenso

trés vezes em A&gua para retirar o excesso de base e
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polissacarideo.

- Conjugagdo das nanoparticulas de Fe3;04 associadas ao
Dextran com a jacalina:

Em uma etapa de conjugag¢ao analoga aquela executada para
as nanoparticulas de ouro, as nanoparticulas de Fes04
funcicnalizadas com Dextran sado réssuspensas em tampdo
fosfato 10 mmol L' e conjugadas com a jacalina.

O sistema ¢ agitado por 12 horas a 4°C e, entdo, o
excesso de proteina € eliminado por centrifugagdo.

Os nanccomplexos contendo as nancparticulas (ouro e
O6xido de ferro) estabilizados em polimeros e a Jacalina
marcada com o fluordforo possuem uma concentragdo final da
ordem de pmol L' com relacdo a proteina.

A Figura 1 mostra uma 1imagem de microscopia de
transmissdoc eletrdnica das nanoparticulas de ouro associadas
ao PAMAM-G4 e conjugadas com a jacalina.

E possivel observar a formagcdo de estruturas do tipo
core-shell (nicleo e concha), devide & funcionalizagdo das
nanoparticulas com a proteina.

Na figura 2, sdo demenstrados oS espectros de
ultravioleta-visivel do nanocomplexo de nanoparticulas de
ourc associadas a lectina jacalina (a), a nanoparticula livre
(b} e a lectina livre (c).

E possivel observar a presenca da proteina mesmo apds
varios ciclos de centrifugagdo e lavagem em tampao, sugerindo
uma forte interagdo desta com as nanoparticulas.

Testes e resultados:

Experimentos in vitro qualitativos foram realizados por
microscopia de fluorescéncia, utilizando células primérias do

sangue, leucémicas (K562), de cédncer cervical humano (Hela} e
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fibreoblastos saudéaveis.

As células foram semeadas em placas de cultura de 24
pogos, com volume final de 500 uL, e tratadas com as
concentracdes de 1,0 pmol L' do nanocomplexo de nanoparticula
de ouroc associada ao PAMAM-G4 e conjugada com Jjacalina e o
fluordfore isotiocianato de fluoresceina e os controles
jacalina/fluordéforo e nanoparticula de ourc / PAMAM.

Os volumes das placas foram centrifugados e lavados em
tampdo PBS, no minimo trés vezes, € as imagens obtidas no
microscdpic de fluorescéncia com objetiva de 40x estao
demonstradas nas Figuras 2A a 2H.

Pelas figuras, observa-se que o nanccomplexo se liga
apenas as células leucémicas e as do tipo Hela, © gue as
torna importante para aplicagdes como marcador de células
cancerigenas para o© tratamento e diagndstice precoce de
cancer.

O acumulo das nanoparticulas nas celulas possibilita a
detecgdo precoce do céncer por meio da utilizagao das
nancparticulas magnéticas como agentes de contraste em
imagens de ressonancia magnética e/ou por fluorescéncia,
visto que o complexo estd marcado com o fluoréforo.

O acumulo das nanoparticulas pode ser utilizado, ainda,
para o tratamento por hipertermia ou fototermia. Neste caso,

um campo magnétice oscilante é aplicade provocando oscilagdo

das nanoparticulas magnéticas e, conseguentemente, um
agquecimento local, ocasionando a morte das células
cancerigenas.

Em outras modalidades desta invencdo, um farmaco pode
ser adicionado a este complexo.

A doxorrubicina, uma droga utilizada no tratamento de
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cancer, possui grupamentos  hidroxila e amino em sua
estrutura, os gquals podem ser facilmente ligados a proteina
por complexacdo. Neste caso, o complexo deve ser novamente
centrifugado e ressuspenso em tampdo para que o excesso da
droga seja eliminado.

Além de levar a droga especificamente para a regiao do
cancer, diminuindo os efeitos colaterais relacionados a estes
farmacos, a formagdo de um complexo como este permite a
realizagdo do diagnéstico precoce e tratamento por diversas
técnicas diferentes, o que aumenta as chances de sucesso no

tratamento do cdncer.
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REIVINDICAGOES

1. Nanocomplexe conjugade ecaracterizado pelo fato de

compreender nanoparticulas metédlicas ou magnéticas associadas

a um polimerc e conjugadas com uma lectina e um fluocrdforo.

2. Nanoconmplexo conjugado, de acordo com a

reivindicagao 1, caracterizade pelo ftato de que as

nanoparticulas metalicas sdo seleciconadas do grupo que

consiste em nanoparticulas ou nancbastdes de ouro.

3. Nanocomplexo conjugado, de acordo com a

reivindicacgao 2, caracterizado pelo fato de que as

nanoparticulas metdlicas sdo nancoparticulas de ouro.

4. Nanocomplexo conjugado, de acordo com a

reivindicacédo 1, caracterizado pelo fato de que as

nanoparticulas magnéticas sdo selecionadas do grupo gue
consiste em nanoparticulas magnéticas de Fez0,, CoFe;0; e

Mnke,04.

5. Nanocomplexo cenjugado, de acordo com a

reivindicacdo 4, caracterizado pelo fato de gue as

nanoparticulas magnéticas s3o0 nanoparticulas magnéticas de
Fes04.
0. Nanccomplexo conjugado, de acordo com a

reivindicagido 1, caracterizado pelo fato de que os polimeros

sdo selecicnados do grupo gue consistem em poli (amidoamina)
de geracdo 4 (PAMAM-G4), polialilamina hidroclorada (PAH),
polidialil dimetil cloreto de amdnio {(PDDA), guitosana,
polivinil dlcool {PVA), polivinil sulfdnico (PVS) e
poliestirenc sulfonade (PSS).

7. Nanocomplexo conjugado, de acocrdo com a

reivindicacdo 6, caracterizado pelio fatc de que o polimero &
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poli(amidoamina) de geragdo 4 (PAMAM-G4).

8. Nanocomplexo conjugado, de acordo com a

reivindicacgdo 1, caracterizado pelo fato de gque a lectina é

selecionade do grupo gue consiste em jacalina, PNA ou ConA.

9. Nanoccomplexc conjugade, de acordo com a reivindicacdo

8, caracterizado pelo fato de que a lectina € jacalina.

10. MWanocomplexo conjugado, de acordo com a

reivindicacao 1 caracterizado pelo fato de que oS

flucrdforocs sdo seleciocnados do grupo que consiste em

isotiocianato de fluoresceina ou alexalifluordB8.

11. Nanoconmplexc conjugado, de acordo com a

reivindicacac 10, caracterizade pelo fato de que o fluordforo

& isotilocianato de fluoresceina.

12. Nanocomplexo conjugado, de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 11, caracterizado pelo fato de gue um

férmaco pode, ainda, ser ancorado & lectina.

13. Nanocomplexo ccnjugado, de acordo Conm a

reivindicacao 12, caracterizado por ser o farmaco a

doxorubicina.

14, Usco do¢ nanocomplexos conjugado, conforme definido

em qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 13, caracterizado por

ser no preparo de um medicamento para o diagndstico e o

tratamento de tumores.
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Resumo
NANOCOMPLEXOS CONJUGADOS E SEU USO

B presente invencdo se refere a nanocomplexos, ©0s guais
compreendem nanoparticulas metdlicas ou magnéticas associadas
a um polimero e conjugadas com uma lectina e um fluordéforo,
bem como © seu uso no preparo de um medicamento para o
diagndéstico e o tratamento de tumores. Mais especificamente,
a invencdo relata a conjugacdo de nanoparticulas de ouro e
nanoparticulas magnéticas de ¢xido de ferro, associadas com o
polimero PAMAM-G4 e conjugadas com a lectina Jjacalina, e

marcada com ¢ fluordforeo isoticcianato de flueoresceina.



