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(57) Resumo: NANOPARTICULAS DE CARBONO BIOCOMPATIVEIS PARA APLICAGAO BIOLOGICA COMO
MODULADORES ENZIMATICOS. A presente patente de invencéo caracteriza-se pela obtencéo de sistemas de nanoparticulas
de carbono biocompativeis para atuacdo como moduladores enzimaticos direcionados para o tratamento e preven¢éo de
doencas, conservagdo de alimentos e aspectos ambientais. As nanoparticulas de carbono do tipo pontos de carbono exibem um
forte efeito reversivel sobre a atividade catalitica das enzimas. Onde, através dos ensaios e parametros cinéticos, uma das
nanoparticulas possui efeito inibitério podendo ser utilizada no tratamento de doengas e outra possui efeito modulador, podendo
ser aplicada, por exemplo, no tratamento de efluentes. Os experimentos de espectroscopia de dicroismo circular e fluorescéncia
molecular, demonstram uma interacdo de moderada a forte entre as nanoparticulas e a enzima, sendo responséavel pelos efeitos
exercidos sobre a atividade catalitica.
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Nanoparticulas de carbono biocompativeis para aplicacéo biolégica como

moduladores enzimaticos.

Campo da Invencgéo

[001] A presente patente de invencg&o caracteriza-se pela obtencéo de sistemas de
nanoparticulas de carbono biocompativeis para atuacdo como inibidores e/ou
moduladores enzimaticos direcionados para o tratamento e prevencdo de doencas,

conservacgao de alimentos e aspectos ambientais.
Fundamentos da Invencéo

[002] As macromoléculas presentes nos organismos vivos, como lipideos, &acido
nucléicos e proteinas, desempenham funcdes bioldgicas importantes. Dentre as
moléculas proteicas, podemos destacar as enzimas, que modulam diversas respostas
fisioldgicas, pois estdo envolvidas em diversas reacfes bioldgicas, tanto em processos
naturais dentro de um organismo vivo, quanto em processos sintéticos, em aplicacdes

industriais.

[003] Muitos estudos estdo direcionados a desenvolver substancias que aumentam a
atividade catalitica das enzimas, no entanto, em outras situacdes € necessario uma
diminuicao ou inibicdo da atividade enzimatica. Essa estratégia vem sendo utilizada em
diversas situacdes tais como, a conservacao de alimentos in natura ou industrializados,
agentes terapéuticos no combate a microorganismos, principalmente virus e bactérias,
além de sua aplicacdo no tratamento de diversas doencas humanas, que possuem

enzimas como principal alvo terapéutico.

[004] A patente KR20160072174 descreve uma composicdo com atividade herbicida,
constituida por derivados do Ariloxifenoxipropionato, cujo mecanismo de acao esta
baseado na inibicdo da enzima acetil-CoA carboxilase. No pedido de patente
CN100579582C é descrito o0 uso de inibidores das enzimas dipeptidil peptidase IV e alanil

aminopeptidase para o tratamento e profilaxia da arteriosclerose e alergias. Ja na patente
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KR101912850B1 apresenta uma série de compostos que tem a capacidade de modular

a atividade enzimatica de metaloenzimas.

[005] Apesar de ja ter sido sintetizado e estudado iniUmeras substancias que modulam a
atividade catalitica de diversas enzimas, ainda se faz necessario o estudo de novos
compostos com a mesma finalidade. Pois, a maioria dessas substancias sdo moléculas
tradicionais, de natureza organica, que apresentam diversas limitacbes de uso, como
baixa solubilidade, alta toxicidade, acentuados efeitos colaterais, e além disso, muitas
delas sdo fotossensiveis ou susceptiveis a degradacdo quando inserida nos meios

biolégicos, até mesmo pelas proprias enzimas.

[006] Com o intuito de contornar esses problemas, ao longo dos ultimos anos surgiram
varios estudos sobre como as nanoparticulas e 0s nanomateriais interagem com
proteinas e enzimas, e como eles interferem na atividade catalitica dessas biomoléculas.
A patente US20180243336 demonstra o uso de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO
— Np) que atuam como inibidor enzimatico, causando um efeito antimicrobiano. Outro
estudo, descrito na patente US20080103459, demonstra que nanoparticulas de argila
contendo aluminio e magnésio em sua composi¢cao, sdo capazes de inibir enzimas como

lipases e proteases, com a finalidade de tratar dermatites causadas por enzimas fecais.

[007] Dos varios tipos de nanomateriais que foram desenvolvidos, as nanoparticulas de
carbono, como o grafeno, os nanotubos (CNTs) e quantum dots (QDs), que tem
despertado bastante interesse na area da medicina e biotecnologia. Recentemente, na
patente W02014175635, foi descrito o uso de um complexo estavel, enzima com oxido
de grafeno, como células de biocombustivel. Em outra patente, KR20190015685, foram
desenvolvidos complexos com nanoestruturas de carbono que aumentam a

acessibilidade do substrato ao sitio ativo de enzimas.

[008] Dentro das nanoestruturas de carbono, pode-se destacar o carbons dots (CDs), ou
pontos de carbono, que constituem uma recente classe de nanoparticulas esféricas de
carbono de dimenséo zero, pois sdo extremamente pequenas, com diametro inferior a
10 nm. Devido as suas propriedades de baixa toxicidade, alta biocompatibilidade e
caracteristicas fotoluminescentes, estudos vem demonstrando o uso dos carbon dots em

diversas aplicacdes na area da saude como biosensores, imagens biolégicas, como
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contrastes (BR 10 2018 005838 0), carreadores de farmacos, no terandstico de cancer,

entre outros.

[009] Na patente CN110882216A é explicado o uso de uma nanoenzima, composta por
carbono dots dopado por ferro, com seletividade células tumorais. JA na patente
CN111066792A foi desenvolvida uma nanoenzima de carbono dots, que pode ser
utilizada na deteccao de varias biomoléculas como glicose, acido urico e colesterol por
exemplo. Outros estudos, como Ren et al 2015, Li et al 2015 e Li et al 2019, demonstram

a interacao e/ou o efeito de carbon dots na atividade catalitica de algumas enzimas.

[011] Atualmente, algumas nanoparticulas modularam a atividade enzimatica, através da
diminuicdo ou aumento da atividade, no entanto os dados sobre os efeitos dos carbon
dots sobre a atividade enzimatica na literatura sao poucos, limitados ou estdo em fases
de estudos embrionarias. Além disso, € necessario desenvolver novos inibidores e/ou
moduladores enzimaticos estaveis a degradacdo e reversiveis sobre a atividade

enzimatica.

[012] Portanto a presente invencdo tem como principal objetivo demonstrar o uso de
nanoparticulas de carbono, do tipo carbon dots, sem modificacbes pos-sintéticas e/ou
presenca de aditivos, desenvolvidos a partir de biomoléculas, como inibidores e/ou
moduladores enzimaticos, com propriedades almejadas para serem aplicados

comercialmente.

[013] Por conta da sua estrutura e arranjo molecular, os Cdots tém diversas vantagens
para o uso com essa finalidade, quando comparado com moléculas organicas e outros
tipos de nanomaterias que ja foram testados. Os CDs possuem maior estabilidade
guimica, o que torna esses compostos mais resistentes em ambientes bioldgicos; grande
area superficial; alta biocompatibilidade, alta solubilidade em &agua, baixo custo de
producdo e boa reprodutibilidade. Além disso, a superficie dos CDs possui uma grande
area e muitos grupos funcionais como carboxilas, amidos e hidroxilas (figura 1a-b), que
ao interagir com as enzimas promovem diferentes interacdes quimicas e novos padroes

de inibicdo e modulacéo.

[014] Essa variedade de grupos funcionais na superficie dos CDs, proporciona outras
vantagens, como a possibilidade de conjugacdo com outras substancias, outros
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inibidores e moduladores, farmacos, o que pode promover um sinergismo na modulagéo
enzimatica e/ou um direcionamento do efeito dessas nanoestruturas e substancias para

células ou bioestruturas especificas, de acordo com a necessidade da aplicagéo.
Breve descricdo dos desenhos

A Figura 1 apresenta os espectros de infravermelho das nanoparticulas Cdots-Conc A
(Fig. 1a) e Cdots-BSA (Fig. 1b)

A Figura 2a-b apresenta os resultados do potencial zera das nanoparticulas Cdots-Conc
A (Fig. 2a) e Cdots-BSA (Fig. 2b). A figura 2c-d apresenta o resultado da espectroscopia
de dicroismo circular da enzima tirosinase na auséncia e presenca das nanoparticulas
Cdots-Conc A (Fig. 2c) e Cdots-BSA (Fig. 2d).

A Figura 3a-b mostra os graficos de Lineweaver-Burk da tirosinase com varias
concentragdes das nanoparticulas Cdots-Conc A (Fig. 3a) e Cdots-BSA (Fig. 3b). A figura
mostra a atividade enzimética da tirosinase incubada com diferentes concentracdes das
nanoparticulas Cdots-Conc A (Fig. 3c) e Cdots-BSA (Fig. 3d).

Descricdo da invencao

[015] As substancias, materiais de partida, composi¢cdes, métodos e enzimas citadas no
texto séo informacdes e modelos fornecidos como exemplos para que se tenha um total
entendimento da invencéo. E evidente, que esses modelos descritos neste documento
podem ser exemplificados de diferentes formas, ndo devendo ser interpretados como

uma limitacdo do escopo dessa divulgacéo.

[016] Além disso, os valores de substancias, materiais e tempos citados nessa invencao,
sédo exemplos de valores escolhidos na demonstragcéo do estado da arte, e estao dentro
de um intervalo de valores largamente testados. Nao estando o desfecho do produto e

sua aplicacao, condicionada especificamente aos valores que aqui sdo apresentados.

[017] A presente patente demonstra nanoparticulas de carbono, do tipo carbono dots,
capaz de ser utilizada como inibidor e/ou modulador enzimatico. O termo nanoparticula
se refere a uma estrutura em que todas as trés dimensdes sdo menores do que 1

micrémetro, ou seja, menores que 1000 nm. A nanoparticula descrita nessa divulgacéo
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foi sintetizada de acordo com esses aspectos citados, tendo um tamanho médio de

particula de 5 nm e forma quase esféricas.

[018] As nanoparticulas carbon dots descritas nessa divulgagcdo foram sintetizadas a
partir de biomoléculas, nesse caso proteinas, através de um método simples por pirélise,
escolhidas de maneira genérica como molécula fonte de carbono para o procedimento,
pois essa natureza biomolecular do material de partida, aumenta a sua compatibilidade
com diversos organismos. No entanto, o uso dessas macromoléculas citadas, deve ser
visto como um exemplo de um material de partida que pode ser utilizado no
desenvolvimento dos Carbon dots aqui citados, ndo estando os produtos descritos nessa

invencao limitado a escolha apenas dessa substancia como material de partida.

[019] Dessa maneira, a presente invencao demonstra um modelo que pode ser utilizado
para a aplicacdo e o desenvolvimento de outros tipos e exemplos de carbono dots
inibidores e/ou moduladores enzimaticos, provenientes de outras moléculas e materiais

de partida como fonte de carbono.

[020] Em certos aspectos, a presente invencédo compreende o uso de nanoparticulas de
carbono, do tipo carbon dots, como inibidores e/ou moduladores enzimaticos. Dentro
desse universo dos carbon dots, a maioria dos estudos desenvolvidos tem como
finalidade, a aplicacdo desse tipo de nanoparticula de carbono como carreadores de
outras substancias, sensores ou até mesmo como uma nanoenzima. Por se tratar de um
tema relativamente novo, foram encontrados poucos estudos e nenhuma patente
demonstrando o uso de carbon dots, com as caracteristicas descritas nessa invencao,

na inibicdo e/ou modulacdo enziméatica.

[021] As poucas nanoparticulas carbon dots utilizadas anteriormente com a finalidade
descrita nessa divulgacédo, consistiram no resultado de desnaturacdo, ligacbes
irreversiveis com a enzima e/ou imobilizacdo das enzimas. Ou muitas vezes, foi
necesséria uma modificagcdo na estrutura original desses Cdots, como um
enriguecimento das particulas, através de dopagem com outros atomos,
encapsulamento de outras substancias, ou mudancas na quiralidade dessas
nanoestruturas para que pudessem desempenhar sua acéo inibitoria e/ou moduladora

sob as enzimas.
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[022] No entanto o tipo de aplicacdo descrito nessa divulgacao, ja fornece carbon dots
em sua estrutura original, sem grandes modificacées quimicas, com uma inibicdo e/ou
modulacdo enzimatica Unica, proporcionando uma interacao reversivel, sem mudancas
conformacionais prejudiciais a enzima e uso biologicamente seguro, como ja
demonstrado em outros estudos. Essas caracteristicas fazem com as nanoparticulas
descritas nessa divulgacéao, desempenhem um efeito semelhante a um processo natural,
tal como uma modulacdo enzimatica biomimética, além de possuir varias propriedades

almejadas que permitem sua aplicacdo comercial.

[023] Sobre o termo inibicdo enzimética entende-se como reducdo a atividade da enzima
em qualquer porcentagem, quando comparado a atividade enzimatica na auséncia das
nanoparticulas descritas nessa divulgacéo. Ja o termo modulacao, refere-se tanto a um
efeito de diminuicdo e/ou um efeito de aumento da atividade catalitica da enzima. Sendo
ambos, inibicdo e/ou modul¢do, proporcionada pelo contato entre as nanoparticulas

descritas com a enzima, sem a necessidade de imobilizacdo dessa enzima.

[024] Em relacdo a reversibilidade, significa que o efeito na atividade enzimatica
provocado pela presenca das nanoparticulas é revertido com a diminuicdo da oferta
dessas nanoestruturas no meio. O que acontece com a remog¢ao das nanoparticulas do
mesmo meio que a enzima esta presente e/ou quando ocorre 0 aumento da

concentracdo do substrato nesse mesmo ambiente.

[025] Na presente descri¢do é utilizado a enzima tirosinase como modelo de enzima para
demonstrar a modulacdo enzimética das nanoparticulas carbon dots. A escolha foi feita
como fator de comparacéo, para uma melhor exemplificacdo a aplicac&o, pois outros
estudos ja utilizaram a mesma enzima. Um exemplo desses estudos € o de Yang et al
2016, em que demonstrou a inibicdo enzimatica por nanoparticulas de amido, sob a
enzima tirosinase. Contudo essa escolha ndo tem o objetivo de limitar os resultados
descritos nessa patente, podendo ser utilizado diversos outros exemplos de enzimas
para a aplicacdo proposta nessa divulgacéao, tais como amilases, hidrolases, catalases,
acilase, lipases, celulases, uréases, pectinases, oxidases, lacases, proteases, entre

outras enzimas presentes em seres Vivos.
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[026] Além disso, para avaliar e demonstrar o efeito de modulacéo dos carbon dots sobre
a enzima tirosinase, foi selecionado a L-dopa, conhecida como 3- (3,4-Di-hidroxifenil-
2,5,6-d3) -L-alanina, como substrato para enzima citada. N&o sendo limitado o efeito
inibitério e/ou modulador dos carbon dots sobre a enzima, a condicdo do uso desse
substrato citado. Podendo ser utilizado outros substratos para a enzima tirosinase ou
para outras enzimas, se for utilizado modelos com outras enzimas, como ja foi citado,

para demonstrar o efeito e a aplicagdo da nanoestrutura descrita nessa patente.

[027] A presente invencao fornece a aplicacdo de carbon dots com forte atividade
inibitéria e/ou modulatdria sobre enzimas. A analise da cinética de inibicdo enzimética
dessas nanoparticulas, utilizando o modelo de Michales Menten, demonstra que a
inibicdo pelas nanoparticulas descritas nessa invencdo ocorre de maneira competitiva,
reversivel, com forte interacdo entre as nanoestruturas e a enzima. Além disso,
demonstra excelentes valores de ICso (parametro que se refere a metade da
concentracdo inibitéria maxima), quando comparado a outras substancias ja utilizadas

comercialmente.

[028] Outra caracteristica importante das nanoparticulas apresentadas nessa divulgacéo
que produzem é uma alta interacdo com a enzima, e consequentemente uma forte
inibicdo e/ou modulacdo enzimatica, € a sua superficie hidrofébica e carregada
negativamente (figura 2a-b). Mahmoudi et al 2011, demonstram que a presenca de
cargas negativas na superficie das nanoparticulas, fazem com que essas nanoestruturas

interajam com moléculas proteicas, como enzimas por exemplo.

[029] A partir da sintese no desenvolvimento dos carbon dots descritos nessa patente,
obtém-se a diversos grupos hidrofébicos em sua superficie, remanescentes da
biomolécula utilizada como material de partida, como os grupos -CHs. Essas interacfes
hidrofébicas demonstradas pela fluorescéncia entre o carbon dots e a enzima descritos
nessa divulgacdo, aumentam a interacdo quimica entre a nanoparticula e estruturas
proteicas. Pois, de acordo com relatos da literatura, Mahmoudi et al 2011, apesar de
existir interacbes quimicas de outros tipos, as hidrofobicas dominam o balanco

energético em diversos exemplos estudados.
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[030] Além disso, a presenca de diversos grupos funcionais oxigenados e nitrogenados
na superficie das nanoparticulas descritas, tais como carboxilas, hidroxilas e aminas,
permitem a interacdo e/ou conjugagcdo com outras moléculas, como farmacos, o que as
torna potencialmente Gteis em diversas aplicagbes farmacéuticas para serem utilizadas

em tratamento e diagnaostico.
Exemplos de concretizacdo da invencao

[031] Sao apresentados alguns exemplos de possiveis composicbes e aplicacbes
contendo em sua composi¢cao nanoestrutura, descritos na presente invengao, capazes

de inibir a atividade catalitica de enzimas.
[032] Exemplo 1

[033] Nessa secédo € proposto um exemplo de aplicacdo do carbon dots descrito nessa
invencdo, quanto a sua capacidade de inibir a atividade enzimatica. Nesse intuito, é
relatado a seguir carbon dots (Cdots-Conc A) que tem como material de partida a
proteina Convanavalina A, que é capaz de inibir a enzima tirosinase, que foi utilizada

como modelo.
[034] Materiais

[035] A enzima tirosinase derivada do cogumelo e o substrato 3-(3,4-Di-hidroxifenil-2,5,6-
d3) -L-alanina (L-Dopa) sao adquiridos na Sigma-Aldrich e utilizados sem nenhuma
purificacdo adicional. Na composicdo do tampao fosfato sédo utilizados os reagentes
fosfato de s6dio monobéasico (NaH2PO) e fosfato de sédio dibasico (Na2HPO) adquiridos

na Insofar, além disso, é utilizado 4gua destilada e deionizada.
[036] Ensaio da atividade catalitica da tirosinase

[037] A atividade catalitica da enzima tirosinase € medida pelo aumento da intensidade
da fluorescéncia, comprimento de 475 nm, em funcéo do tempo, causado pelo acumulo
da o-dopaquinona, que é formado pela rea¢cédo do substrato 3-(3,4-Di-hidroxifenil-2,5,6-

d3) -L-alanina (L-dopa) com a tirosinase.
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[038] A concentracdo da tirosinase € mantida constante, enquanto sédo aplicadas quatro
concentracdes diferentes do substrato L-dopa na faixa de 0,25-2,0 mM. Antes de realizar
a medicao da atividade enzimatica, o sistema composto pela enzima tirosinase com
vérias concentracdes de Cdots-Conc A, que variam dentro de uma faixa de 0-640nM, em
tampao fosfato (pH 6,2) incubado por uma hora em uma temperatura de 5 °C. Por ser
sensivel a luz, o substrato é adicionado a mistura contendo Cdots e tirosinase momentos

antes da realizacao da leitura, que é quando se inicia as reacdes cataliticas no meio.

[039] As intensidades da fluorescéncia sdo medidas através de um leitor microplacas da
Bio Rad, no comprimento de 475 nm a cada 30s, dentro de um intervalo de trés minutos,
tendo como branco uma mistura contendo somente a enzima, o substrato e a solucdo
tampéo fosfato. A inibicdo dos Cdots na tirosinase € analisada utilizando o gréafico de
Lineweaver- Burk e a regressdo nao linear da equacdo de Michaelis-Mentan para

determinar o IC50 e as constantes relacionadas obtidas.

[040] A atividade catalitica da enzima tirosinase € inibida na presenca do Cdots-Conc A
no meio. Em um grafico de Lineweaver- Burk (figura 3a) o eixo y corresponde ao inverso
da velocidade da reacédo entre a enzima e o substrato, portanto, pode-se observar que o
valor dessa velocidade diminui gradualmente, quando comparado a velocidade da
reacdo na auséncia da nanoparticula, ocasionando uma inibicdo diretamente
proporcional, pois a medida que ocorre o aumento da concentracdo do Cdots no meio, o

efeito inibitério dos mesmos sobre a enzima também aumenta.

[041] Outro aspecto importante, € que o aumento da concentracdo das nanoparticulas
produziu varias curvas com inclinacdes diferentes, no entanto com uma interceptacéo
comum no eixo x (1/V) entre todas elas, pois o0 aumento da concentracdo do inbidor,
nessa caso a nanoparticula, ndo acarreta uma diminui¢do na velocidade maxima (Vmax)
da reacdo. Demonstrando que a inibicdo por essas nanoestruturas acontece de maneira
competitiva e reversivel, pois um aumento da concentracdo do substrato deslocara o

inibidor do sitio ativo da tirosinase.
[042] Efeito inibitorio das nanoparticulas

[043] Para calcular os parametros cinéticos e avaliar as caracteristicas da inibicéo

causada pelos Cdots na enzima tirosinase, € necessario ajustar os dados experimentais

Peticéo 870200123677, de 30/09/2020, pag. 15/26



10/15

a equacao de Lineweaver- Burk, descrita abaixo, que consiste de uma adaptacédo da

equacao de Michaelis-Menten.

Vo

[S ] * Vméx @)

1 (oc.Km) 1 1

Vméx

[044] Onde Vo € a velocidade inicial da reacdo enzimatica e Vmax consiste na velocidade
maxima aparente da enzima. A partir dessa equacédo € obtido o valor de alfa determina
0 quanto a ligacdo do inibidor (nanoparticula) modifica a afinidade da enzima pelo
substrato. Nesse exemplo o valor de alfa medido foi 168,9, um valor alto, indicando que

a ligacdo da nanoparticula impede a interacdo do substrato com a tirosinase.

[045] Além disso, foi obtido a constante de equilibrio para a ligacdo entre o inibidor e a
enzima (Ki = 4,62 x 10> M) ou constante de inibicdo, esse valor da ordem de 10-° indica
que ha uma forte interacdo entre a nanoparticula (inibidor) e a enzima tirosinase,
principalmente quando comparado as constantes da quercetina, Ki = 6,41. 10° M, e do
acido kdjico, Ki = 5,3. 10® M, substancias ja utilizadas em formulacées com o mesmo

propésito desse exemplo descrito.

[046] As nanoparticulas apresentam uma grande atividade inibitéria quando comparado
com outros inibidores da tirosinase, em relacéo ao ICso por exemplo, referente a inibicdo
sobre a enzima tirosinase, a nanoparticula Cdots-Conc A, I1Cso = 0,691 uM (figura 3c)
apresenta um valor quase sessenta vezes menor do que o acido kéjico, ICso = 40,69 uM,

composto utilizado amplamente em produtos de clareamento de pele.
[047] Estudo da interag&o entre os carbon dots e a enzima

[048] A intensidade da capacidade de inibicdo enzimatica dos carbon dots descritos
nessa patente, pode ser explicada também, pelas caracteristicas e magnitude da
interacdo dessas nanoestruturas com a enzima. Para a elucidacdo das interacbes
bioquimicas envolvendo a nanoestrutura e a enzima, € utilizado a espectroscopia de
fluorescéncia molecular, uma técnica bastante utilizada para estudar mudancas

estruturais e interacdes entre macromoléculas.

[049] A tirosinase, assim como varias proteinas, possui fluorescéncia intrinseca,

decorrentes de grupos fluoréforos presentes em sua estrutura, por iSSO pequenas
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modificacdes na polaridade, causadas pela nanoparticula, em torno do microambiente

préoximo a esses grupos modificam a emissao da fluorescéncia da enzima.

[050] Cerca de 600 pL de uma solugéo de tirosinase (5 M) é titulada em série com uma
guantidade crescente de Cdots-Conc A, faixa entre 0 até 1,2 uM, nas temperaturas de
303K, 308K e 313K. O comprimento de onda de excitacdo € estabelecido em 280 nm e
0s espectros de emissao séo coletados de 300 nm a 500 nm, através de um fluorimetro

Varian, com as fendas de excitacdo e emissdo mantidas em 10 nm.

[051] No quadro a seguir sdo apresentados os valores das constantes e parametros

referentes a interagéo do Cdots-Conc A e a enzima tirosinase.

Ksv H

Ka (x10° S (dmol- G(KJmo
°C (x10°© n (KIJmol?

mol L) LKD) [t K1)

mol L) K1)

30 1,10 1,25 0,85 56,45 302,46 -35,19
35 2,03 2,61 0,85 -36,70
40 2,21 13,27 0,96 -38,21

[052] As constantes de supressédo (Ksv), que representa nas diferentes temperaturas, €
calculada a partir da equacdo de Stern-volmer, descrita abaixo, que fornece como
acontece o processo de quenching da fluorescéncia da enzima pela acdo das
nanoparticulas. Pode-se observar na tabela, que o aumento da temperatura provoca um
aumento do Ksv, o que indica um quenching dindmico, pois esse ganho de energia

favorece a formac&o do complexo nanoparticula-enzima.

F
= =1+ Kg[Q] @)
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[053] Através dos valores da constante de associagao (Ka) e n é obtido a afinidade entre
as nanoparticulas descritas e a enzima tirosinase, e a proporcdo como a interacéo
acontece, calculando a equacgédo modificada de Stern-volmer, descrita abaixo. Os valores
de Ka da ordem de 10° e n préximo a 1,0 (0,85; 0,85 e 0,98) indicam uma afinidade de
moderada a forte entre as substancias, que acontece aproximadamente numa proporgcao

de uma molécula de enzima com uma nanoestrutura.

Fy—F
log (OT) = loglogK, + nlog[[Q]] ®3)

[054] Com uma abordagem termodindmica, através da equacdo de Van't Hoff e da
energia livre de Gibbs, descritas abaixo, € possivel identificar os tipos de interacdo néao
covalentes que governam a interacdo da nanoparticula com a enzima. Valores
termodinamicos, AG<0, AS<0 e AH<0, indicam que a interacao dos Cdots com a enzima
tirosinase é espontanea, e que é governada em sua maior parte por interacdes

hidrofébicas.

Lo _AS_AH1 “
MERTRT
AG® = AH — T.AS (5)

[055] Além disso a reversibilidade, estabilidade quimica e a capacidade de inibir a enzima
tirosinase € um grande atrativo tecnol6gico, para as nanoparticulas descritas nessa
divulgacéo serem utilizadas em formulacbes e produtos de uso tdpico, que tenham a

finalidade de clareamento da pele em disturbios relacionados a producao de melanina.

[056] A tirosinase é uma enzima multifuncional e um dos principais alvos no
desenvolvimento de inibidores em diversas pesquisas relacionadas a cosméticos, pois
tem papel fundamental na cascata de sintese do pigimento melanina. Que é responsavel

pela cor e protecao da pele contra os raios ultravioletas e a 0 estresse oxidativo.

[057] No entanto, um aumento da expressdo da enzima tirosinase, pode aumentar a
sintese desse pigmento pelos melandcitos, causando sérios problemas patoldgicos
como melasma e outras formas de hiperpigmentacdo. Diversos inibidores da tirosinase

tém sido testados por industrias farmacéuticas na prevencao da superproducdo de
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melanina, tais como o acido kéjico, hidroquinona, arbutina, entre outros. Apesar dessas
substancias serem eficientes na diminuigéo da produgao do pigmento, ainda apresentam
algumas desvantagens e efeitos colaterais, como irritacdo da pele, toxicidade para as
células sadias de melandcitos, pouca eficacia nos testes in vivo, além de baixa
estabilidade na sua formulagéo, que podem ser superadas pelos CDs descritos nessa

patente.
[058] Exemplo 2

[059] Nessa secao € proposto um exemplo de aplicacdo do carbon dots descrito nessa
invencéo, como agentes removedores de rejeitos industriais utilizado no tratamento de
efluentes, devido a sua capacidade de modular a atividade de enzimas utilizadas nesse
processo. Nesse intuito, € relatado a seguir carbon dots (Cdots-BSA) que tem como
material de partida a proteina Albumina do soro bovino, que & capaz de modular a
atividade catalitica da enzima tirosinase, que foi utilizada como protétipo.

[060] Ensaio da atividade catalitica da tirosinase na presenca da nanoparticula

[061] A atividade catalitica da enzima tirosinase € medida pelo aumento da intensidade
da fluorescéncia, comprimento de 475 nm, em func¢éo do tempo, causado pelo acumulo
da o-dopaquinona, que é formado pela rea¢do do substrato 3-(3,4-Di-hidroxifenil-2,5,6-

d3) -L-alanina (L-dopa) com a tirosinase.

[062] A concentracdo da tirosinase € mantida constante, enquanto sédo aplicadas quatro
concentracdes diferentes do substrato L-dopa na faixa de 0,25-2,0 mM. Antes de realizar
a medicao da atividade enzimatica, o sistema composto pela enzima tirosinase com
véarias concentracfes de Cdots-BSA, que variam dentro de uma faixa de 0-640nM, em
tampéo fosfato (pH 6,2) incubado por uma hora em uma temperatura de 5 °C. Por ser
sensivel a luz, o substrato é adicionado a mistura contendo Cdots e tirosinase momentos

antes da realizacdo da leitura, que é quando se inicia as reacdes cataliticas no meio.

[063] As intensidades da fluorescéncia sdo medidas através de um leitor microplacas da
Bio Rad, no comprimento de 475 nm a cada 30s, dentro de um intervalo de trés minutos,
tendo como branco uma mistura contendo somente a enzima, o substrato e a solucao

tampao fosfato. A inibicdo dos Cdots na tirosinase é analisada utilizando o gréafico de
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Lineweaver- Burk e a regressdo ndo linear da equacdo de Michaelis-Mentan para

determinar o IC50 e as constantes relacionadas obtidas.

[064] A atividade catalitica da enzima tirosinase é modulada na presenca do Cdots-BSA,
de acordo com a concentracdo utilizada da nanoparticula. O gréfico da atividade
enzimatica da tirosinase (figura 3d), obtido através da suavizacdo da curva por spline,
mostra que na concentracdo 40 nM de Cdots-BSA inibi a atividade da enzimatica,
enquanto que na concentracdo de 80 nM, por exemplo, causa um incremento na

atividade da enzima.

[065] Essa modulacao da atividade enzimatica causado pela presenca da nanoparticula,
possivelmente deve-se ao fato de que o Cdots-BSA ao interagir com a tirosinase,
provoca mudancas na estrutura secundaria da enzima. Em determinados valores de
concentracdo hd um aumento das porc¢des alfa-hélice, enquanto que em outros, ocorre
mudancas que aproximam a tirosinase a sua estrutura secundaria original, como
indicado na analise de dicroismo circular (figura 2d). Dessa maneira, algumas mudancas
conformacionais modificam a disposicdo dos grupos presentes no sitio ativo da enzima,

aumentando o seu efeito catalitico sobre o substrato.

[066] A analise dos parametros cinéticos e as caracteristicas da interacdo entre o Cdots-
BSA e a enzima tirosinase, € obtido a partir do ajuste dos dados experimentais (figura
3b) a equacdo de Lineweaver- Burk, ja descrita no exemplo 1 dessa divulgacao.
Demonstrando que a interacdo entre o carbon dots e a nanoparticula acontece de
maneira reversivel e com intensidade de moderada a forte (Ki = 16,87 x 10° M).

[067] O incremento na atividade enzimatica com o uso dos carbon dots, € um atrativo
para essas nanoparticulas serem utilizadas no tratamento de diversos efluentes.
Diversas atividades industriais e de outros segmentos, produzem rejeitos que séo
despejados na natureza. A maioria desses residuos contém compostos fendlicos, que

sdo extremamente toxicos e corrosivos, causando graves impactos a saude humana.

[068] Algumas solucdes sdo empregadas para o tratamento de tais rejeitos, como
tratamentos fisico-quimicos, vias eletroquimicas e técnicas utilizando nanotecnologia.
Uma das principais alternativas para a degradacdo destes compostos fenodlicos € a

utilizacdo de enzimas oxidativas, como a tirosinase por exemplo, que é da classe

Peticéo 870200123677, de 30/09/2020, pag. 20/26



15/15

oxirredutase, pois possuem alta seletividade, maior compatibilidade com o meio

ambiente, além de serem mais rapidas e eficientes.

[069] Sendo assim, é de grande interesse potencializar a acdo enzimatica, a fim de
melhorar o processo de degradacéo e tratamento de efluentes. O carbon dots descrito
causa um incremento da atividade enzimatica, possui alta solubilidade em &gua,
biocompatibilidade, grande resisténcia a degradacao quimica, além de ser um processo
reversivel, demonstrando assim uma nova solucdo nanotecnolégica para alcancar a

finalidade descrita nesse exemplo.
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REIVINDICACOES

Nanoparticulas de carbono, compreendendo pontos de carbono ou carbon dots,
caracterizadas por apresentar efeito de modulagc&o enzimatica reversivel na presenca de

uma enzima.

Nanoparticulas de carbono, compreendendo pontos de carbono ou carbon dots,
de acordo com a reinvindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a modulacdo

enziméatica reversivel na presenga da enzima, reduz a atividade da enzima.

Nanoparticulas de carbono, compreendendo pontos de carbono ou carbon dots,
de acordo com a reinvindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a modulacdo

enzimatica reversivel na presenca da enzima, aumente a atividade da enzima.

Nanoparticulas de carbono, compreendendo pontos de carbono ou carbon dots,
de acordo com as reinvindicacdes de 1 a 3, caracterizadas por serem obtidas a partir de

biomoléculas.

Nanoparticulas de carbono, compreendendo pontos de carbono ou carbon dots,
de acordo com as reinvindicagcOes de 1 a 4, caracterizadas por exercer seu efeito sem
modificacdes pos-sintéticas e/ou presenca de aditivos nas nanoparticulas.

Nanoparticulas de carbono, compreendendo pontos de carbono ou carbono dots,
de acordo com as reinvindicacdes de 1 a 5, caracterizadas por possuirem boa

solubilidade em agua, biocompatibilidade e resisténcia a degradacdo quimica e bioldgica.

Nanoparticulas de carbono, compreendendo pontos de carbono ou carbono dots,
de acordo com as reinvindicagcbes anteriores, caracterizadas por serem utilizadas na
forma livre, incluido, associado ou em combinacdo com outros agentes moduladores

enzimaticos para fins que necessitem de modulacéo de enzima.
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Figura 3
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RESUMO

Nanoparticulas de carbono biocompativeis para aplicacao biolédgica

como moduladores enzimaticos

A presente patente de invencao caracteriza-se pela obtencao de
sistemas de nanoparticulas de carbono biocompativeis para atuacao
como moduladores enzimaticos direcionados para o tratamento e
prevencao de doencas, conservacao de alimentos e aspectos
ambientais. As nanoparticulas de carbono do tipo pontos de carbono
exibem um forte efeito reversivel sobre a atividade catalitica das
enzimas. Onde, através dos ensaios e parametros cinéticos, uma das
nanoparticulas possui efeito inibitorio podendo ser utilizada no
tratamento de doencas e outra possui efeito modulador, podendo ser
aplicada, por exemplo, no tratamento de efluentes. Os experimentos de
espectroscopia de dicroismo circular e fluorescéncia molecular,
demonstram uma interacao de moderada a forte entre as nanoparticulas
e a enzima, sendo responsavel pelos efeitos exercidos sobre a atividade

catalitica.
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