*B R 10202 1020802A2=*

(21) BR 102021020802-3 A2

Republica Federativa do Brasil

Ministério do Desenvolvimento, Industria, (22) Data do Dep6sito: 17/10/2021

Comércio e Servigos (43) Data da Publicacdo Nacional:

i [ i - 25/04/202
Instituto Nacional da Propriedade Industrial 5/04/2023

(54) Titulo: DESENVOLVIMENTO DE UM SPRAY NANOESTRUTURADO DE NPSAGALGINATO@
(EDC/NHS) CONJUGADO, COMO POTENCIAL APLICACAO EM SUPERFICIE DE CONTATO E EM
EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPIS).

(51) Int. Cl.: AG1L 2/238; A61L 2/00; A61L 101/02; A61L 101/34.
(52) CPC: A61L 2/238; A61L 2/0082; A61L 2101/02; A61L 2101/34.

(71) Depositante(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO.

(72) Inventor(es): EDUARDO PADRON HERNANDEZ; SEVERINO ALVES JUNIOR; ROBERTA
CLAUDIA SANTOS NEVES.

(57) Resumo: DESENVOLVIMENTO DE UM SPRAY NANOESTRUTURADO DE NPsAgALGINATO@
(EDC/NHS) CONJUGADO, COMO POTENCIAL APLICACAO EM SUPERFICIE DE CONTATO E EM
EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPIs). E divulgado nesta patente de invengdo um
Spray Nanoestruturado formado por hidrogel de alginato de s6dio conjugado com agentes de
acoplamento (EDC/NHS), associados com nanoparticulas de prata, (NPsAgalginato@(EDC/NHS), para
ser utilizados em superficies de contato e equipamentos de protecao individual (EPIs), visado também
ampliar suas aplicacdes em hospitais de rede publica. Além disso, o Spray Nanoestruturado obtido
apresentou relevantes propriedades fisico-quimicas e morfol6gicas.




1/16

DESENVOLVIMENTO DE UM SPRAY NANOESTRUTURADO DE NPsAg-
ALGINATO@(EDC/NHS) CONJUGADO, COMO POTENCIAL APLICACAO EM
SUPERFICIE DE CONTATO E EM EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL
(EPIs).

01. A presente patente de invencao reporta a obtencao de um spray
nanoestruturado conjugado a partir do hidrogel de alginato, EDC e NHS
associado com nanoparticulas de prata, NPsAg-alginato@(EDC/NHS), para ser
utilizado em superficie de contato e em equipamentos de protecao
individual (EPI), visado também ampliar suas aplicacdes em hospitais de rede
publica.

02. Atualmente, faz-se necessario uma exploracao maior em materiais
nanoestruturados a base de nanoparticulas metalicas associadas a redes
poliméricas, por suas propriedades poténcias terapéuticas inerentes, tais
como a de agentes antimicrobianos e antivirais, assim como, a grande
propagacao do virus SARS-CoV-2. Este fato relevante que justifica estas
aplicacoes € o aumento da incidéncia de resisténcia a antibioticos ter ganhado
muita atencao nos ultimos tempos.

03. Recentemente, ha um interesse na aplicacado de materiais
nanoestruturados em superficies de contato de diversos materiais como
macanetas de portas, bancadas, mesas, corrimaos de escadas e também em
equipamentos de protecao individual (EPIs) utilizados em hospitais. Diante
disso, & necessario e essencial uma abordagem eficiente para aumentar ainda
mais a protecao das pessoas contra meios filtrantes do ar e superficies
contaminadas, como a finalidade de reforcar a infraestrutura, o ambiente de
trabalho e também de preparar para melhor proteger a saude dos
profissionais, pacientes e pessoas em geral.

04. A nanotecnologia favorece a obtencao de uma ampla quantidade de
novos nanomateriais para variados fins. Dentre eles o potencial
antimicrobiano e antiviral tem sido objetivo de muitos trabalhos. Neles tem

sido mostrado a obtencao de formulacbes eficazes para prevenir e tratar
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infeccoes causadas por microorganismo, tais como bactérias, fungos e virus
em estagios iniciais, incluindo dentre estes o SARS-CoV-2.

05. Neste cenario, as Nanoparticulas de Prata (NPsAg) tém atraido cada
vez mais atencao na area biologica e em aplicacoes médicas devido ao seu
processo de sintese facil e serem consideradas bons agentes terapéuticos,
biomédicos e curativos para feridas. Além disso, com intuito de serem
comercialmente acessiveis, servem como dispositivos médicos, desodorantes
sprays, para locoes antibacterianas e para produtos para antiqueimaduras de
longo prazo.

06. A partir dos diversos nanomateriais e devido a sua versatilidade, as
nanoparticulas de prata (NPsAg) tém sido empregadas como drogas quimicas
gracas as suas propriedades fisico-quimicas, encontrando propriedades Unicas
de nanoparticulas metalicas e caracteristicas biolégicas, como, antifingicas,
antibacteriana e antiviral.

07. O potencial antimicrobiano e antiviral a partir de formulacées de
prata coloidal, pode ser através da quantidade minima da dosagem de prata.
Tais formulacoes podem ser eficazes para prevenir e tratar infeccoes sistema

respiratorios bacterianos e virais em estagios iniciais, incluindo o SARS-CoV-2.

08. Outro ponto relevante nas pesquisas envolvendo materiais
nanoestruturados, € que ha um interesse também nas pesquisas com os
nanogéis poliméricos, pois, visam ser um transportador de agentes antivirais e

possui propriedades antivirais.

09. Além disso, os hidrogéis poliméricos, geralmente tém propriedades
semelhantes aos tecidos do corpo humano, possuem alta biocompatibilidade,
biodegrabilidade, baixa citotoxicidade e sao considerados uma das classes

mais importantes dos biomateriais.

10. Dos diversos biopolimeros, podemos mencionar o alginato de sodio,
pois consiste em cadeias poliméricas hidrofilicas interpenetrantes, capazes de
acumular grandes quantidades de agua ou fluidos biologicos, considerados

como um bom transportador para agentes antibacterianos.
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11. Além das pesquisas envolvendo alginato de sédio, a reticulacao
covalente de alginatos produz matrizes com boas propriedades mecanicas,
alguns agentes quimicos de acoplamento como o EDC/NHS podem ser
utilizados em sintese de alginatos. Isso € possivel através da ativacao do grupo
acido carboxilico presente no biopolimero criando redes poliméricas mais
estaveis.

12. Sendo assim, o spray nanoestruturado foi obtido a partir da sintese
do hidrogel de alginato de sdédio conjugado com os agentes de
acoplamento(EDC/NHS) e associados com as nanoparticulas metalicas de prata
(NPsAg), utilizadas para potencializar nosso protétipo. Estas apresentaram
boas propriedades fisico-quimica e morfoldgica, por isso consideradas como
sistema sinérgico, de rapida obtencao, nao toxicas, biocompativeis e
promissoras. Com tudo isso, visando ser eficazes quando aplicado em
superficie de contato e em equipamentos de protecao individual (EPIs) e
ampliar suas aplicacoes em hospitais de rede publica.

13. Desta forma, a presente patente de invencao propoe obter um um
spray nanoestruturado de NPsAg-Alginato conjugado, como potencial
aplicacdo em superficie de contato e em equipamentos de protecao
individual (EPIs), previamente apresentadas.

14. A obtencao do spray nanoestruturado ocorreu em trés etapas.

15. Na primeira etapa, foi realizada a obtencao das nanoparticulas de
prata. As nanoparticulas de prata foram obtidas via método de Lee e Meisel e
modificacoes. Inicialmente, a solucao de AgNOs; (Sigma Aldrich), com
concentracao de 1mM, foi aquecida até a ebulicao, sendo adicionado a mesma
300 pL de uma solucao a 1% de polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma Aldrich), em
seguida 5mL de Nas3C¢HsO7 (Sigma Aldrich), solucao a 1%, na proporcao de
uma gota por segundo; a solucdo foi mantida em ebulicao até a formacao de
uma coloracao amarelo palido, a qual € indicativa da formacao das
nanoparticulas. A suspensao obtida foi mantida sobre a chapa de aquecimento
apos seu desligamento, por cerca de um minuto, até que a solucao atingisse a

cor amarelo palido; em seguida, a mesma foi arrefecida lentamente, sob
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agitacao, em um banho a temperatura de 20-25°C, até a temperatura
ambiente.

16. Na segunda etapa, foi obtido o hidrogel conjugado de alginato, o
qual foi baseado na metodologia descrita por Rassu et al e Fan et al, com as
seguintes modificacées. O hidrogel conjugado, foi obtido inicialmente, a
partir de massas dos reagentes de alginato de sdédio (Sigma Aldrich), EDC
(Sigma Aldrich) e NHS (Sigma Aldrich), em um béquer, uma relacao (m/v), foi
feita a partir de uma proporcao de (100:5:1,5), em seguida a esta mistura foi
adicionada a agua milli-Q, sob agitacao vigorosa, com o auxilio de um agitador
magnético, com aquecimento a 40°C, conforme apresenta o mecanismo da
reacao em duas etapas no esquema da Figura 1.

17. A terceira etapa foi feita para obter hidrogel conjugado associados
as NPsAg e obtiveram-se diferentes razoes entre a relacao (massa/volume) do
alginato@(EDC/NHS) e as nanoparticulas de prata, a estequiometria das
sinteses foram ajustadas para determinar a estequiometria ideal entre
nanoparticulas de prata, o alginato de sodio e os reagentes organicos de
acoplamento (EDC/NHS), através de volumes diferentes das solucoes coloidal
de NPsAg, concentracao diferentes de massa do Alginato, EDC e NHS (Tabela
1). As NPsAg decoraram a superficie da rede polimérica do alginato
conjugado. A sintese ficou sob agitacao vigorosa por 3 horas, com o auxilio de

um agitador magnético com aquecimento a temperatura a 40°C.

Tabela 1- Quantidade dos reagentes em (mg) e volumes (mL) para obtencao

do Spray Nanoestruturado.

Spray Alginato de EDC NHS NPsAg  Agua

Nanoestruturado soédio (mg) (mg) (mL) Milli-Q
(mg) (mL)

S-1 200 10 3 5 5

S-2 200 10 3 1 9

S-3 100 5 1,5 3 7

S-4 100 5 1,5 2 8

S-5 200 10 3 7 3
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18. Posteriormente a obtencao da sintese inicial do Spray
Nanoestruturado de NPsAg-Alginato@(EDC/NHS) conjugado, foi feita uma
analise de 7 dias de sintese para dar continuidade nos estudos através das
estabilidades dos materiais dominados de: spray nanoestruturados (5-1, S-2, S-
3, S-4 e S-5) (Figura 2).

19. Observou-se uma transicao de fases e diferentes cores, indicando a
mudanca de tamanho das nanoparticulas de prata das amostras (5-1, S-2 e S-
5), esse fenomeno € devido as particulas se aglomerem e se tornarem maiores
e darmos continuidade, apenas com as amostras S-3 e S-4, por nao sofrer
alteracao da cor indicando e mantendo uma boa estabilidade.

20. Os espectros na regiao do UV-Vis-NIR foram obtidos com o
espectrofotometro  UV-Vis-NIR de alto desempenho com excelente
desempenho fotométrico, modelo Cary 5000 e operando na faixa de (175-3300
nm). As medidas de Potencial Zeta ({) e o tamanho diametro hidrodinamico
médio (DLS) das nanoparticulas e do spray nanoestruturado foram realizadas
utilizando o equipamento NanoBrook Omni particle Analyzer da Brookhaven
Instruments. O espectro de absorcao na regiao do infravermelho foi obtido
usando o espectrofotébmetro com transformada de Fourier da Perkin Elmer
(modelo: Spectrum 400, N° de série: 82287) na regido entre 4000 e 400 cm™.
Os padroes de difracao foram medidos em difratdometro de raios-X Smartlab,
X-Ray Difractometer, com passo de 0,02°, tempo de aquisicao de 1 segundo e
janela angular de 0°-60°. A morfologia de NPsAg, foi analisadas por
microscopia eletronica de transmissao (TEM). As amostras de NPsAg foram
obtidas usando um microscopio eletronico da marca termo-cientifico Jeol,
JEM-2100, com voltagem de 200 kV. As medidas reoldgicas foram realizadas
em um Reodmetro de tensao controlada (model DHR da TA Instruments, T = 25
°C, software - MCR 301 da Anton Paar Physica), com geometria placa-placa,
(50 mm diametro) e gap de 0,7 mm. As medidas reoldgicas dinamicas
oscilatorias foram realizado no modo de varredura de frequéncia, em que a
tensao (t) aplicada foi constante a (4 Pa) e frequéncia de oscilacao (w)
variou de 6 a 200 Hz, na escala logaritmica de base10 e temperatura

constante de 25°C.
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21. A seguir, sera apresentado o detalhamento das evidéncias para a
presente patente de invencao.

22. A absorcao na regiao do UV-Vis-NIR, indicou para as amostras S-3 e
S-4 uma Unica banda de absorcao maxima, caracteristica das nanoparticulas
de prata esféricas por volta de 400-420 nm (Figura 3), um destaque para spray
nanoestruturado S-3 que apresentou uma maior intensidade da banda de
absorcao plasmonica em relacao ao S-4.

23. O mesmo perfil foi observado em estudos sobre sintese de NPsAg,
pois o espectro de UV-Vis exibiu uma banda caracteristica do ion Ag’, na
presenca do pico agudo observado na regiao de (400-440 nm), resultante da
vibracao das NPsAg na solucao e apresentando um formato esférico.

24. A partir dessa analise, o spray nanoestruturado a base de alginato
conjugado associados com as nanoparticula de prata, mostraram a
absorbancia maxima tipica de nanopaticulas de prata e confirmou a presenca
no spray nanoestruturado, preservando assim e mantendo a estrutura do
produto obtido.

25. Outra observacao foi em relacao ao pH das nanoparticulas de prata
e do spray nanoestruturado S-3, observou um valor do pH na faixa= 6,
indicando que de acordo com aumento do pH durante a reacao, a formacao
de NPsAg tende a ser mais rapida, mais regulares, formato esférico e tamanho
pequenos.

26. Apos ajustar o pH durante a sinteses de nanoparticulas de prata,
elas apresentam menos agregados e possuem melhor estabilidade coloidal da
solucdao, esse indicativo ¢é referente a estabilidade coloidal das
nanoparticulas, que pode ser explicada por uma boa adsorcao de ligantes na
superficie das particulas coloidais e além disso, todos os grupos sao
desprotonados favorecendo assim a repulsao entre as nanoparticulas.

27. O pH esta diretamente relacionado a estabilidade das
nanoparticulas, a mudanca no pH pode alterar as propriedades de camada
dupla que podem influenciar diretamente no potencial zeta do sistema e cada

tipo de nanoparticula é estavel proximo ao ponto isoelétrico.
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28. Para confirmar a estabilidade das NPsAg e do spray
nanoestruturado, foi feita a determinacao da analise do potencial zeta ({)
apresentada na Tabela 2. O resultado observado do potencial zeta da NPsAg
revelou o valor da carga superficial negativa de (¢ = -9,29+0,84 mV) e indicou
uma estabilidade na dispersao coloidal durante a obtencao das NPsAg.

29. Potencial Zeta com carga negativa é caracteristico de nanoparticula
de prata, devido a carga na superficie da particula. O resultado da amostra S-
3 apresentou o valor de ( = -52,40+1,32 mV), esse resultado confirmou uma
boa estabilidade para o spray nanoestruturado, devido a possuir carga
negativa na superficie, caracteristicas das NPsAg em suspensao na estrutura
do material revestido com a camada de adsorcao do alginato, EDC e NHS o

que manteve estavel ao longo do tempo.

Tabela 2 - Potencial Zeta das NPsAg e spray nanoestruturado (S-3).

Amostras Potencial Zeta (mV)
NPsAg -9,29+0,84 mV
S-3 -52,40+1,32 mV

30. A analise de dados a partir do histograma de espalhamento de Luz
Dinamica (DLS) foi feita para obter o raio hidrodinamico médio das NPsAg e do

spray nanoestruturado S-3 (Figura 4a-b).

31. Para as NPsAg a distribuicao do raio hidrodinamico médio das
particulas obteve tamanho na faixa de 60,2 nm e o valor médio do indice de
polidispersidade (PDI) de 0,30. Particulas com valor de PDI inferior a 0,5 sao
geralmente consideradas como de “boa” qualidade analisadas no DLS e

indicou boa dispersao e estabilidade no tamanho.

32. O resultado referente ao valor médio do indice de polidispersidade
(PDI) para o spray nanoestruturado S-3, também revelou boa qualidade
apresentando um valor de 0,36. Em relacao ao raio hidrodinamico médio, o

valor foi em torno de 1838 nm, esse valor sugere ser devido a formacao de
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rede polimérica e interacao dos componentes presentes no sistema de sintese

do spray nanoestruturado S-3.

33. O espectro de UV-Vis-NIR (Figura 5), foi obtido ap6s 15 dias da
sintese e indicou que as NPsAg se mantiveram estaveis também ao longo do
tempo, com isso, foi possivel analisar que a o perfil e a estabilidade coloidal
do spray nanoestruturado S-3 foi mantida durante o seu armazenamento,
devido a apresentar suspensdes estaveis e de coloracao amarela que sao

caracteristica de NPsAg.

34. A Figura 6 apresenta o resultado do difratograma para o spray
nanoestruturado S-3, que observou a intensidade de duas bandas largas de
difracao em torno de 20= 13,2° e 21,9°, atribuida ao alginato com

caracteristica de um material amorfo.

35. Também foram encontrados no difratograma (Figura 6), outros dois
picos mais estreitos de difracao em 20= 38,19°e 44,34°, referentes as NpsAg
com planos cristalograficos de (111), (200) e estrutura cubica de face
centrada (CFC), caracteristica da prata metalica e confirmou a distribuicao

das NPsAg no spray nanoestruturado S-3.

36. A Figura 7 apresenta o espectro de FT-IR do Alg@(EDC/NHS). As
alteracoes dos picos caracteristicos a base de alginato de sodio sao
observadas, nas frequéncias especificas de vibracdo da banda em 3310 cm™
(grupo -OH), pico de estiramento -COO™ (1610 cm” e 1410 cm™) e de

deformacéo angular de OH em 1025 cm™, referente ao -COO" simétrico.

37. Um novo pico de absorcao também foi observado em torno de 1710
cm’’ referente & deformacéo axial da carbonila (C=0), relacionado a ativacao
dos grupos carboxilico por meio da introducdao do grupo funcional éster na
obtencao da reticulacao devido ao processo de obtencao do hidrogel do
alginato de sodio com (EDC/NHS).

38. A morfologia das nanoparticulas de prata foi analisada por
microscopia eletronica de transmissao (MET). A Figura 8a apresentou

distribuicao das NPsAg predominante esféricas dispersas, de forma esféricas
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com tamanho caracteristico predominante entre 20-60 nm de diametro, de
acordo com Solomon et al e Jovanovi'c et al. De acordo com o histograma o
calculo de distribuicao de tamanho médio de particulas apresentou diametro
de 49+12nm, calculando em torno de 160 particulas selecionadas
aleatoriamente (Figura 8b).

39. Diante dos resultados entre as técnicas de TEM e DLS, observou que o
tamanho das particulas do TEM foram menores que o raio hidrodinamico
obtido pelo DLS.

40. O DLS apresenta informacdes do raio hidrodinamico das particulas
influenciadas entre a interacao do dipolo elétrico do solvente com o material
conjugado/adsorvido, enquanto o TEM fornece informacdes apenas sobre o
nucleo inorganico.

41. Foi feita uma aplicacao em pequena escala do spray em alguns locais
do laboratorio e também em alguns EPIs (Figura 9a-b). A aplicacao foi para
analisarmos o comportamento do material de acordo com as propriedades
reoldgicas e o comportamento de aderéncia nas superficies e nos EPIs.

42. As propriedades reologicas do Alg@(EDC/NHS) e do spray
nanoestruturado S-3 (Figura 10), foram analisadas a partir do método
oscilatorio de varredura de frequéncia dinamica.

43. Analisando os graficos apresentados (Figura 11a-b), os mddulos de
armazenamento (G') e modulo viscoso (G") para o Alg@(EDC/NHS) e para o
spray nanoestruturado S-3, estiveram proximos em baixas frequéncias angular
(<8,63Hz).

44, A medida que a frequéncia angular aumentou o médulo viscoso (G")
também aumentou em relacado ao modulo de armazenamento (G),
caracteristica predominante de um liquido viscoelastico onde (G">G'), possui
fluxo livre, com uma estrutura polimérica mais desordenada e relaxada
(Figura 11a-b).

45. A seguir, sera apresentada uma breve descricao das figuras utilizadas
nesta patente de invencao. As caracteristicas e vantagens da presente
invencao se tornarao aparentes na descricao detalhada das caracteristicas e

resultados preferidos da invencao, com referéncias as figuras anexas.
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46. Figura 1. Mecanismo da reacao da conjugacao do alginato e os
agentes de acoplamento (EDC+NHS).

47. Figura 2. Imagens das amostras (5-1, S-2, S-3, S-4 e S-5), apos sintese
para observar efeito de estabilidade das nanoparticulas de prata no material

nanoestruturado.

48. Figura 3. Espectro de UV-Vis-NIR, da NPsAg e do spray
nanoestruturado S-3 e S-4.

49. Figura 4. Distribuicilo do tamanho através de medida de
espalhamento dinamico da luz (DLS): a) NPsAg; b) Spray nanoestruturado S-3.

50. Figura 5. Espectro de UV-Vis-NIR, do spray nanoestruturado S-3 apos
15 dias de estocagem e armazenamento em ambiente fechado. Insert da
Figura 5: Imagem da amostra S-3 apos 15 dias.

51. Figura 6. Difratograma do Spray Nanoestruturado S-3.

52. Figura 7. Espectro de infravermelho por Transformada- Fourier (FT-
IR) do Alg@(EDC/NHS).

53. Figura 8. Imagem do TEM para a) NPsAg e b) Histograma de
distribuicao de tamanho de particulas da NPsAg.

54. Figura 9. Imagem da aplicacao do spray nanoestruturado. a) bancada
do laboratério, macaneta da porta e corrimao de escada. b) oculos de
protecao individual e luvas.

55. Figura 10. Fotografia de Alg@(EDC/NHS) e do spray nanoestruturado
S-3.

56. Figura 11. Analise reoldgica através do grafico do modulo de
armazenamento (G') e moddulo viscoso (G") versus frequéncia angular: a)
Alg@(EDC/NHS); b) do spray nanoestruturado S-3.

57. A seguir serao apresentadas as referéncias utilizadas para confeccao
desta patente de invencao.
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REIVINDICACOES

01. Spray Nanoestruturado caracterizado por ser constituido por hidrogel de
alginato de sodio conjugado com agentes de acoplamento (EDC/NHS),

associados a solucoes de nanoparticulas de prata.

02. Spray Nanoestruturado, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
por uma formulacao preferencial a partir da hidratacao de 0,08-0,20g do pé
de alginato de sédio, com 0,0014-0,006g dos agentes de acoplamento (EDC-
NHS) em 5-15mL de agua Milli-Q, adicionando 1-8mL da solucao de

nanoparticulas de prata.

03. Spray Nanoestrutrado, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
por ser aplicado em superficies de contato e equipamentos de protecao
individual (EPIs), que possam ser utilizados como revestimento antibacteriano

e antiviral em hospitais de rede publica.
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM SPRAY NANOESTRUTURADO DE NPsAg-
ALGINATO@(EDC/NHS) CONJUGADO, COMO POTENCIAL APLICACAO EM
SUPERFICIE DE CONTATO E EM EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL
(EPIs).

E divulgado nesta patente de invencdo um Spray Nanoestruturado formado por
hidrogel de alginato de sodio conjugado com agentes de acoplamento
(EDC/NHS), associados com  nanoparticulas de prata, (NPsAg-
alginato@(EDC/NHS), para ser utilizados em superficies de contato e
equipamentos de protecao individual (EPIs), visado também ampliar suas
aplicacoes em hospitais de rede publica. Além disso, o Spray Nanoestruturado

obtido apresentou relevantes propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas.
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