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FLUIDO COLOIDAL AgNps-S.aromaticum®alginato POSSUINDO ATIVI-
DADE FRENTE A Candida albicans

01. A presente patente de invencao aborda a obtencao do fluido
coloidal formado por alginato, suplementado com nanoparticulas de
prata, e 6leo essencial, oriundo das folhas de Syzygium aromaticum,
possuindo atividade antifingica.

02. Atualmente, a populacao mundial vem sofrendo com a
problematica da resisténcia a antimicrobianos, capacidade adquirida
por microrganismos, muitas vezes pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos; assim, desenvolveram resisténcia, portanto, este
problema €, agora, reconhecido como um desafio global emergente.

03. Devido a este problema da reducao da eficacia dos
antimicrobianos, resultando em milhares de mortes em todo o mundo,
novos antimicrobianos, alternativos, se fazem urgentemente necessarios
para resolver o problema da resisténcia a multidrogas.

04. A partir do advento da nanotecnologia, diversos nanomateriais
foram desenvolvidos com propositos diversos; entre estes materiais,
alguns apresentaram atividade frente a microrganismos.

05. As nanoparticulas de prata, cujo potencial antimicrobiano
esta diretamente associado a seu tamanho reduzido; no entanto, ainda
existem davidas no que diz respeito ao mecanismo de acao destas
particulas, se ele é especifico delas ou se esta associado a liberacao de
ions Ag".

06. Além das pesquisas envolvendo a utilizacao de nanomateriais
como agentes antimicrobianos, pesquisas envolvendo a Quimica de
produtos naturais, e a Fitoquimica, buscam novas substancias e
principios ativos.

07. Neste contexto, as plantas sao uma fonte importante de

bioativos, utilizados na producao de inimeros farmacos; sendo assim,
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inUmeras plantas vém sendo utilizadas na busca por novos insumos,
provenientes de vegetais.

08. Dentre os derivados vegetais mais conhecidos por suas
atividades tratativas e curativas, os 6leos essenciais de Syzygium
aromaticum apresentam diversas propriedades biologicas, entre elas, a
atividade contra uma ampla variedade de microrganismos.

09. Essas propriedades bioldgicas sao atribuidas a presenca de
fenois substituidos, como o eugenol, poderoso antimicrobiano.

10. Uma estratégia de potencializar a atividade antimicrobiana de
um o6leo essencial pode ser através da associacao entre nanoparticulas
de prata, devido ao efeito sinérgico, pois as NP se ancoram ou penetram
na membrana celular, formando poros de liberacao de radicais livres,
aumentando a permeabilidade celular e, consequentemente, o fluxo do
agente através da membrana, levando o microrganismo a morte.

11. Desta forma, a presente invencao propoe utilizar fluidos
coloidais, AgNps-S.aromaticum®alginato, frente a um fungo
levedureforme, Candida albicans.

12. Nesta patente, relata-se a obtencao de um fluido coloidal,
formado pelo alginato com nanoparticulas de prata e 6leo essencial do
Syzygium aromaticum, para ser utilizado no combate a infeccoes
causadas por Candida albicans.

13. A obtencao do fluido coloidal ocorreu em trés etapas.

14. Na primeira etapa, foi realizada a sintese das nanoparticulas
de prata. As nanoparticulas foram produzidas através do método
descrito em Lee et al, 1982. Inicialmente, foi aquecido 125mL da
solucao de AgNO;, com concentracao de 1mM, em um erlenmeyer, até a
ebulicao; em seguida, foi adicionado 5mL de Na;C4H50;, solucao a 1%, na
proporcao de uma gota por segundo; a solucao foi mantida em ebulicao
até a transicao para a coloracao amarelo palido; esta coloracao é

indicio da formacao das nanoparticulas. O erlenmeyer foi mantido sobre
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a chapa de aquecimento apos seu desligamento, por cerca de um
minuto, até que a solucao atinjisse a coloracao amarela; em seguida, a
mesma foi arrefecida lentamente, sob agitacao, em um banho a
temperatura de 20°C, até a temperatura ambiente.

15. A segunda etapa consistiu na obtencao do fluido de alginato, a
qual seguiu metodologia descrita por Rassu et al, 2016, com as
seguintes modificacoes: o fluido de alginato foi produzido a partir da
hidratacao do po6 de alginato em um béquer, a uma proporcao de 2%
m/v; para facilitar a hidratacao do po, ele foi misturado ao equivalente,
em massa, de alcool etilico absoluto; em seguida, esta mistura foi
adicionada a agua ultrapura estéril, sob agitacao vigorosa, com o auxilio
de um agitador magnético (Fisatom 752A), com aquecimento a 40°C.

16. A Ultima etapa foi referente a obtencao do fluido formado
pelo alginato com nanoparticulas de prata e 6leo essencial, oriundo das
folhas de Syzygium aromaticum (AgNps-S.aromaticum®alginato), com a
suplementacao sendo realizada a partir da hidratacao de 2g do p6 de
alginato em 80mL de agua ultrapura, estéril, com 20mL da solucao de
nanoparticulas, a fim de que a concentracao final de nanoparticulas
seja de 7,4pg/mL, no fluido coloidal. Apos a suplementacao com a
suspensao coloidal, uma aliquota de 20mL do fluido foi suplementada
com a concentracao de 3,12% do 6leo essencial, em relacao ao volume
do fluido, obtido anteriormente.

17. A analise GC-MS dos oleos essenciais foi realizada utilizando
um sistema Varian 220-MS IT GC acoplado a um detector de massa
seletivo, o espectrometro de massa em El 70eV, com um intervalo de
varredura de 0,5s e fragmentos de 40 a 550Da. Equipado com mesma
coluna e programa de temperatura do experimento de GC-FID, com os
seguintes parametros: gas portador = hélio; taxa de fluxo = 1TmL/min;
modo dividido (1:30); volume injetado = 1pL de solucao diluida (1/100)

de 6leo em n-hexano.
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18. A identificacdo de componentes foi baseada nos indices de
retencao GC-MS, com referéncia para as séries de n-alcanos C8-C40,
calculados usando a equacao van Den Dool e Kratz (van Den Dool e
Kratz, 1963), e por combinacao computacional com a biblioteca
espectral de massa do sistema de dados GC-MS (versao NIST 14, e WILEY
versao 11), e co-injecao com padroes auténticos, bem como, com
outros espectros de massa publicados. As porcentagens de area foram
obtidas a partir da resposta GC-FID, sem o uso de um padrao interno ou
fatores de correcao.

19. Os espectros na regiao do UV-Vis foram obtidos com o
espectrofotometro modelo CHEN2000-UV-Vis, da Ocean Optics Inc. O
tamanho (diametro hidrodinamico médio) das nanoparticulas foi
determinado por DLS, utilizando o equipamento (Nano ZS90, Malvern).
Medidas de potencial { foram realizadas com instrumento de
eletroforese de particula (ZetaSizer Nano ZS90, Malvern). A morfologia
das amostras de nanoparticulas de prata foi analisada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram previamente fixadas a
um pedaco de fita adesiva dupla face de carbono, apoiada sobre um
suporte metalico. As imagens de MEV para as amostras foram obtidas
utilizando um microscopio Tescan, modelo Mira3, com voltagem de
10kV. As medidas reoldgicas foram realizadas a temperatura de 25°C,
em um redmetro de tensao controlada, modelo DHR, da TA Instruments,
com geometria placa-placa, sendo a placa de aco inoxidavel, com
diametro de 40mm e espacamento de 100um entre as placas.

20. O espectro de acao antimicrobiana foi determinado pela
técnica da inibicao da multiplicacao microbiana, por difusao em agar e
microdiluicao, de acordo com a metodologia descrita pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute. Os experimentos para avaliar a
atividade antimicrobiana foram realizados no laboratorio colecao de

microrganismos (UFPEDA), da Universidade Federal de Pernambuco.
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21. Os 6leos essenciais, oriundos das folhas do Syzygium
aromaticum, apresentaram odor caracteristico, com tonalidade amarela
clara.

22. A analise por CG e CG-EM dos oleos permitiu a identificacao
de um total de 9 compostos, a partir dos o6leos folheares. O 6leo
presente nas folhas apresentou, em sua constituicao, de 66,56% de
eugenol, 15,91% de limoneno, 1,68% de a-humuleno, 0,99% de 1,8-
cineole, 0,70% de a-pineno, 0,44% de sabineno, 0,34% de B-pineno e
0,11% de 0-2-careno, representando uma porcentagem de 98,33%.

23. A avaliacao da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
presentes nas folhas, frente ao microrganismo selecionado, foi
concentracao minima, capaz de inibir o crescimento ou
desenvolvimento do microrganismo, quando exposto ao mesmo, sendo

observada a atividade antimicrobiana do 6leo frente a Candida albicans.

Tabela 1: CMI dos 6leos essenciais presentes nas folhas

Microrganismo CMI
Candida albicans (UFPEDA 1007) 3,12%

24. A morfologia das nanoparticulas de prata foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). A Figura 1 revelou que as
nanoparticulas possuem tamanho caracteristico com o comprimento de
onda especifico, de acordo com Solomon et al, 2007. Em conformidade
com o método de Turkevich et al, 1951, e Lee et al, 1982, utilizado na
sintese das nanoparticulas, era esperado que as particulas
apresentassem entre 50 e 100nm, sendo observado que as menores
particulas possuem, aproximadamente, 35nm, enquanto as maiores

possuem 50nm.
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25. A absorcao na regiao eletronica do UV-Vis revelou que as
nanoparticulas de prata (Figura 2) produzem ondas de oscilacao coletiva
de elétrons de superficie, também conhecidas como plasmons de
superficie, o que caracteriza a absorcao tipica, exibindo pico proximo
de 400nm. Esta ressonancia plasmonica ocorre devido a excitacao
coletiva dos elétrons na interface isolante/condutor; tal caracteristica é
observada em nanoparticulas metalicas, onde o tamanho e a forma sao
os fatores determinantes primordiais, na faixa de absorcao onde ocorre
a ressonancia. Outro fator observado € a variacao na absorcao de
nanoparticulas metalicas, onde ocorre o deslocamento no comprimento
de onda, a medida que ocorre o aumento do volume das mesmas.

26. Atraveés do resultado da caracterizacao em UV-Vis, foi possivel
perceber que a absorcao ocorre em torno de 420nm, como ja era
esperado devido ao método adotado, pois a reducao em C4Hs0,Nas
produz particulas entre 50nm e 100nm, apresentando coloracao
amarela, que pode variar do amarelo palido ao amarelo mais escuro
(Figura 3). A partir da comparacao com a correlacao entre comprimento
de onda (nm) e tamanho de particula (nm), proposto por Solomon et al,
2007, esperava-se que as particulas apresentassem tamanho em torno
de 35nm a 50nm, que foi possivel de ser comprovado apos a obtencao
da imagem por microscopia eletronica de varredura.

27. A determinacao do tamanho das nanoparticulas de prata e do
potencial zeta ({) é apresentada nas Figuras 5 e 6, respectivamente. De
acordo com o observado na Figura 4, as nanoparticulas apresentaram
tamanho superior a 100nm. O resultado de potencial  (Figura 6) foi
satisfatorio, pois o potencial apresentado é inferior a - 30mV, indicativo
de uma boa estabilidade na dispersao coloidal, de acordo com o
observado por Mallakpour et al, 2016.

28. Através da Tabela 2, foi observada a atividade antimicrobiana

apresentada pelas nanoparticulas frente ao microrganismo testado,
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.....

concentracao minima bactericida, as quais foram 0,04625ug/mL e

0,04625ug/mL, respectivamente.

Tabela 2: Atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata

Substancia

Microrganismo

CMI

CMB

Nanoparticulas | Candida albicans (UFPEDA 1007)

0,04625pg/mL

0,04625pg/mL

29. Os testes da avaliacao antimicrobiana frente a Candida

albicans foram realizados em placas de 96 pocos, partindo da amostra

com concentracao de 3,12% de 6leos essenciais e 7,4pug/mL de

nanoparticulas de prata. Foram aplicados 20pL do composito em 180pL

do meio de cultura, no primeiro poco, e realizadas sucessivas diluicoes

a partir deste. Desse modo, o primeiro poco consta com concentracao

equivalente a 0,312% em oleos e 0,74pg/mL em nanoparticulas.

30. Na Tabela 3, é visualizado que, mesmo a baixas

concentracoes, tanto de 6leos essenciais como da solucao de

nanoparticulas, a composicao apresenta atividade frente ao

microrganismo. Apresentando o valor de CMI para Candida albicans

UFPEDA 1007, com inibicao a uma concentracao de 0,039% e

0,0925ug/mL para oleos essenciais das folhas e para nanoparticulas,

realizada a determinacao da acao bactericida, para que fosse

.....

delimitada a concentracao capaz de matar o microrganismo testado,

apresentados na Tabela 4.

Tabela 3: CMI da composicao de 6leos folheares e nanoparticulas de

prata

Substancia

Microrganismo

CMI O.F.

CMI AgNp
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Nanoparticulas

+ oleo folha

Candida albicans (UFPEDA 1007)

0,039%

0,0925pg/mL

31. A atividade antimicrobiana da composicao de 6leos folheares

e nanoparticulas (Tabela 3) apresentou boa atividade, pois ela

apresenta concentracdes muito reduzidas dos antimicrobianos,

apresentando atividade frente ao microrganismo testado.

Tabela 4: CMB da composicao de 6leos folheares e nanoparticulas de

+ oleo folha

prata
Substancia Microrganismo CMB O.F. | CMB AgNp
Nanoparticulas | Candida albicans (UFPEDA 1007) | 0,078% | 0,185ug/mL

32. Sendo notoria a atividade sinérgica exercida pela relacao 6leo

essencial e as nanoparticulas de prata, esta mesma relacao € citada por

Szweda et al, 2015, com a utilizacao do Cinnamomum, com a relacao

oleo essencial de Oreganum spp. e Cymbopogon citratus; esta Ultima,

testada em pele de animais.

33. Conforme visto na Figura 6, foi observado, para a solucao a

base de alginato de sodio, na concentracao de 2% (m/v), um

comportamento de fluido newtoniano (determinado pelo método

rotacional).

34. De acordo com o grafico, é observado que houve um aumento

da tensao de cisalhamento em funcao da taxa de deformacao, seguindo

a lei de escoamento de Newton, sendo assim, este fluido pode ser

classificado como newtoniano. Quando comparamos com a maioria dos

relatos sobre alginato de sodio em concentragoes variadas, observa-se

um comportamento mais nao-newtoniano, ou seja, com caracteristicas
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tixotrdpicas relevantes. Neste caso, o resultado € uma solucao fluida,
semelhante aos produtos alimenticios que apresentam essas
caracteristicas, como, por exemplo, leites, vinhos, 6leos minerais e
mel.

35. As caracteristicas e vantagens da presente invencao se
tornarao aparentes na descricao detalhada das caracteristicas e
resultados preferidos da invencao, com referéncia as figuras anexas.

36. Figura 1 - SEM imagem para nanoparticulas de prata.

37. Figura 2 - Espectro na regiao do UV-Vis para nanoparticulas de
prata.

38. Figura 3 - Suspensao de nanoparticulas de prata (A) e feixe de
laser atravessando a suspensao de nanoparticulas (B).

39. Figura 4 - DLS para as nanoparticulas de prata.

40. Figura 5 - Potencial zeta ({) da suspensao coloidal de
nanoparticulas de prata.

41. Figura 6 - Comportamento newtoniano do fluido de alginato
de sodio a 2%, de acordo com a tensao de cisalhamento, em funcao da

taxa de cisalhamento.
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REIVINDICACOES

1) Fluido coloidal formado pelo alginato com nanoparticulas de prata
com oOleo essencial oriundo das folhas do Syzygium aromaticum,
caracterizado por possuir atividade contra o microrganismo Candida
albicans.

2) Fluido AgNps-S.aromaticum®alginato, caracterizado pela suplemen-
tacao do alginato ser realizada a partir da hidratacao de 2g do po de al-
ginato em 80mL de agua ultrapura, estéril, com 20mL da solucao de na-
noparticulas, a fim de que a concentracao final de nanoparticulas seja
de 7,4pg/mL, no fluido coloidal; apos a suplementacao com a suspensao
coloidal, uma aliquota de 20mL do fluido foi suplementada com a con-
centracao de 3,12% do 6leo essencial, em relacao ao volume do fluido,
obtido anteriormente.

3) Fluido coloidal a ser utilizado contra o microrganismo Candida
albicans, de acordo com a Reivindicacao 1, caracterizado por possuir o
carater sinérgico entre as nanoparticulas de prata e o o6leo essencial
proveniente das folhas do Syzygium aromaticum, contra o microrganis-

mo Candida albicans.
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Figura 3
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RESUMO

FLUIDO COLOIDAL AgNps-S.aromaticum@alginato POSSUINDO ATIVI-
DADE FRENTE A Candida albicans

E divulgado, nesta patente de invencdo, um fluido coloidal for-
mado por alginato, suplementado com nanoparticulas de prata e 6leo
essencial das folhas de Syzygium aromaticum, apresentando atividade
contra o microrganismo Candida albicans. O fluido foi obtido a partir da
hidratacao de 2g do po de alginato em 80mL de agua ultrapura, estéril,
com 20mL da solucao de nanoparticulas, a fim de que a concentracao fi-
nal de nanoparticulas seja de 7,4ug/mL no fluido coloidal. Apds a
suplementacao com a suspensao coloidal, uma aliquota de 20mL foi
suplementada com a concentracao de 3,12% do 6leo essencial. O fluido
AgNps-S.aromaticum@®alginato apresentou concentracao minima inibito-
ria, para o microrganismo selecionado, igual a 0,039% e 0,0925ug/mL,
referentes ao Oleo essencial e as nanoparticulas de prata, respectiva-

mente.
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