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Relatério descritivo para patente de invengio: COMPOSICAO FARMA-
CEUTICA DE NANOPARTICULAS DE PRATA EM OLEO DE COPAIBA PARA
PREPARACAO DE MEDICAMENTO CICATRIZANTE E/OU BACTERICIDA

Campo da Invengao

A presente invengao trata de uma composi¢cdo compreendendo nanopar-
ticulas de prata incorporadas em 6leos vegetais, como o 6leo de copaiba puro
ou em formulagdes (logdo, creme, pomada e gel), para utilizagdo como cicatri-
zante e bactericida, visando acelerar o processo de cicatrizagéo de feridas cu-
taneas. A referida composicdo pode ser utilizada nas areas médica, farmacéu-

tica, odontolégica e veterinaria.
Estado da Técnica e Antecedentes

A pele serve como uma barreira protetora contra agentes do ambiente, e
a perda da integridade cutanea e a auséncia de uma reparagao adequada po-
dem proporcionar deficiéncias sistémicas graves ou mesmo a morte. A cicatri-
zacao € um processo ordenado de reparo que ocorre apos lesdo desencadea-
da por estimulos de diferentes naturezas. A cicatrizagao ocorre em trés fases:
proliferagcdo, inflamacdo e remodelagdo. Assim, as feridas exigem cuidados
intensivos com a antissepsia e monitoramento clinico, visando evitar cresci-
mento bacteriano, formagéo de tecido de granulagcdo exuberante e retracédo
excessiva da cicatriz. A possibilidade de interferir positivamente no processo
cicatricial pode significar um ganho na qualidade de vida dos pacientes, além
de redugéo de custo nos cuidados dispensados e na melhora da qualidade final
do processo regenerativo. Apesar de existirem medicamentos disponiveis para
o tratamento de feridas cutaneas, o custo e as reagdes adversas ao paciente
mostram-se como fatores que limitam o uso dos mesmos.

Os tratamentos das lesdes cutaneas incluem o uso de medicamentos
em diferentes tipos de formulagdes, tais como poés, lo¢des, cremes, géis, pas-
tas, pomadas, sprays, aerosoéis, etc. Independente do tipo de medicamento, o

tratamento das lesdes tem grande importancia clinica, devido ao tempo de re-
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solugéo, desconforto causado e necessidade de cuidados diarios que apresen-
tam. Além disso, os medicamentos disponiveis tém potencial de irritagao a pe-
riodos de exposicéo prolongados, e também limitagcdo de acesso aos produtos
pelo precgo elevado.

Dentre os medicamentos disponiveis, citam-se os mais usados para ci-
catrizag@o de feridas cutaneas: a) Fibrase®: € indicada no tratamento de le-
sbes cutaneas, tais como queimaduras, Ulceras e feridas, nas quais apresenta
dupla agdo, como agente debridante e antibidtico tépico. Para este medica-
mento ja foram relatados casos de hipoplasia da medula 6ssea, incluindo ane-
mia aplastica e morte. b) Dermazine®: possui em sua composi¢ao Sulfadiazina
de Prata 1% micronizada com mecanismo de a¢éo sobre a membrana celular e
parede celular microbiana, promovendo o enfraquecimento destas, com conse-
quente rompimento da célula, estando ai o seu efeito bactericida. Como des-
vantagem pode se destacar sua pouca absorgédo nos tecidos humanos, além
de que, quando usado em areas muito extensas de superficie corporal, a moni-
toracado dos niveis séricos da Sulfa e da fungao renal torna-se relevante. Em
adicdo, algumas das reagbes adversas usualmente vistas com sulfonamida
sistémica (sindrome de Stevens-Johnson, sindrome de Lyell, driscrasia e cris-
talaria) podem ocorrer durante terapia com Dermazine®, embora raras, depen-
dendo da porcentagem de superficie corporal em que Dermazine® é aplicado e
a profundidade do tecido lesado.

A presente invencdo apresenta-se como produto alternativo a esses
medicamentos, resultante da associagdo de nanotecnologia e fitoterapia.

A proposta refere-se a um produto que utiliza conjuntamente os efeitos
cicatrizantes do 6leo de copaiba (Copaifera ssp) e bactericida da prata nanoes-
truturada. Essa associagéo é o diferencial da presente invencgéo, visto que apli-
cacdes anteriores utilizam somente um dos componentes, como exposto nos
documentos de deposito das patentes:

P10404266-2: “Método de Fabricacdo de um Gel De Oleo de Copaiba (Copaife-
ra Multijuga) com Atividade Antibacteriana para Controle de Placa ou Biofilme

Dental”;
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P11004276-8: “Composigao farmacéutica a base de 6leo de copaiba padroni-
zado (Copaifera ssp) para tratamento de afec¢des ginecolégicas”;
MU8203234-3: “Tratamento de hemorroidas, com 6leo vegetal extraido de
plantas da espécie das Copaiferas (copaiba);

US2010/0317617: “Silver nanoparticles as anti-microbial”;

WO02012/059943: “Pale yellow coloured aqueous dispersion of silver nanoparti-
cles, a process for preparation and compositions thereof”,

W02009/049208: “Use of nitric oxide to enhance the efficacy of silver and other
topical wound care agents”;

US2010/0056485: “Nanosoap containing silver nanoparticles”.
Sumario da Invengao

A presente invengao trata de uma composigcédo contendo nanoparticulas
de prata dispersas em um 6leo, preferencialmente 6leo de copaiba (Copaifera
ssp), apresentando conjuntamente os efeitos cicatrizantes do 6leo de copaiba
e bactericida da prata nanoestruturada. Os resultados de cicatrizagao epitelial
com a aplicagdo da composicdo proposta apresentaram um efeito sinérgico,
superior aos efeitos isolados das duas substancias, e também aos de medica-
mentos comerciais. A composi¢do gerada pode ser apresentada na forma do
proprio 6leo de copaiba puro com as nanoparticulas de prata dispersas ou in-
cluida em formulagées, nas formas de sabonete, creme, pomada e gel. Tam-
bém em formulagdes para embeber curativos. Pode ser utilizada em animais

em geral e seres humanos (adultos, criangas e gestantes).
Descrigao das Figuras

Analise histolégica da ferida possibilitou avaliar a qualidade do processo
de cicatrizagao. As figuras 1 e 2 mostram a histologia das feridas ap6s o trata-
mento com solugédo salina(1), 6leo de copaiba (2), nanoparticulas de prata
(NanoAg) (3), nanoparticulas de prata em copaiba(4) ou Dermazine (5) no 9°
dia apés a leséo. Os resultados do exame histopatolégico estdo resumidos na
Tabela 1.
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A analise histopatolégica de feridas tratadas com soro fisioldgico (salina)
demonstra uma epiderme totalmente desorganizada. Além disso, observa-se
também uma menor epitelizagéo, bem como uma menor deposigédo de tecido
conjuntivo no grupo de animais tratados com salina (Figura 1 e 2). Areas de
degeneracao tecidual, necrose e a persisténcia de exsudatos inflamatoérios na
derme superior foi observada, juntamente com uma perda da epiderme (setas).
Em comparacao, as feridas infectadas tratadas com CO ou NanoAg mostrou
um menor teor de areas necroticas do que aqueles tratados com solugao salina
isolada (Figura 1 e 2).

Os animais tratados com NanoAgCO ou o medicamento de referéncia
Dermazine®, por outro lado , mostrou atenuacgédo na infiliragéo de células infla-
matérias e da proliferagdo aumentada de fibroblastos (setas). No tratamento
com NanoAgCO houve uma re-epitelizagdo completa, resultando em uma epi-
derme bem organizado (*), comparavel a da pele normal adjacente, que n&o
estava envolvida na geracgao de feridas e cicatrizagao (Figura 1 e 2). As feridas
tratadas com NanoAgCO demonstraram uma formag¢ao melhorada da epiderme
e a deposicao de tecido conjuntivo, quando comparado com 0s outros grupos
(Figura 1 e 2).

Descrigao da técnica

Uma forma preferencial de preparo da dispersdo das nanoparticulas de
prata foi realizada através da redugao de nitrato de prata com o citrato de s6-
dio, como relatado por Nath & Chilkoti (NATH N.,CHILKOTI, A., 2002. Anals
Chem. 74:504-509) e, em seguida, feita a dispersdo em 6leo de copaiba, con-
forme descrito a seguir. Um grama de AgNO; foi dissolvido em 100 mL de agua
ultra pura deionizada e aquecido, permanecendo sob vigorosa agitacdo duran-
te o aquecimento. Apos atingir o ponto de ebuligéo, adicionou-se rapidamente
1,5 mL de 0,13 M de citrato de sédio. Durante o processo de ebuligdo da solu-
¢ao, mantido por 10 minutos, a cor da solugédo mudou para cinza. A solugao foi
deixada arrefecer até a temperatura ambiente, continuando a ser agitada. Apos

o resfriamento, foi levada a centrifugagdo a 12.000 rpm durante 15 minutos.
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Esse procedimento foi repetido diversas vezes até a obtengéo de 1mg de na-
noparticulas de prata em pé. Depois de um processo de secagem a baixa
pressédo (em torno de 102 Pa), 1 mg do pé resultante foi misturado em 100 mL
de dleo de copaiba e submetido a ondas ultrassonicas durante cerca de 1 h. A
dispersao das nanoparticulas no 6leo foi observada utilizando a técnica de mi-
croscopia eletrénica de transmisséo.

A incorporagdo das nanoparticulas de prata em éleo de copaiba pode
ocorrer por diferentes métodos, incluindo spufttering, método quimico e mecéni-
co. O método sputtering permite a geracao do produto em escala industrial.

A composicao gerada pode ser apresentada em 6leo de copaiba puro ou
em formulagdes, nas formas de sabonete, creme, pomada e gel. Também em
formulagdes para embeber curativos.

Pode ser utilizada em animais em geral e seres humanos (adultos, cri-
ancgas e gestantes).

Exemplo 1

Foram realizados testes de cicatrizagdo em 20 camundongos (Mus musculus),
divididos em cinco grupos de 4 animais. Cada grupo recebeu a aplicagéo de
diferentes produtos, sendo que o grupo 1, controle, recebeu solugdo salina
NaCl a 0,9%, o grupo 2 recebeu a aplicagédo de 6leo de copaiba CO, o grupo 3
recebeu somente a nanoparticula de prata em po6, o grupo 4 a nanoparticula de
prata dispersa em 6leo de bopaiba e o grupo 5 Dermazine®.

Os animais foram anestesiados com éter e tiveram a pelagem raspada
antes da indugao do ferimento. Utilizando lamina cirlrgica, uma ferida (1,6 cm
de diametro) foi induzida na pele dorsal dos animais, que foram mantidos indi-
vidualmente nas gaiolas e com as feridas expostas. Para a infecgao foi utiliza-
da a cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) a 108 CFU (Colony For-
ming Unit). Todos os animais receberam topicamente (200 pl) dos tratamentos
uma vez ao dia por nove dias consecutivos, iniciando no dia da indugao da fe-
rida. Os animais tratados com Dermazine® receberam uma vez ao dia 0,5 g da
pomada topicamente. A cicatrizagdo na area da ferida foi monitorada e dimen-

sionada por camera fotografica nos tempos: 3°, 6° e 9° dia.
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O grupo 4, que recebeu o tratamento nanoparticula de prata dispersa
em oleo de copaiba (NanoAgCO), apresentou como resultado, em relagéo aos
outros grupos, um aumento na area reconstituida em todos os tempos, redu-
zindo significativamente o tempo de cicatrizag¢ao.

O efeito da nanoparticula de prata dispersa em 6leo de copaiba (Nano-
AgCO) sobre a contragéo e a cicatrizagao de feridas infectadas em ratos foi
analisada com base em dois métodos diferentes:

1) A afericao da area da ferida aberta em relagao a ferida original infligida no
final do 3°, 6° e 9° dia, e

2) Uma avaliagao das alteragdes histopatoldgicas no tecido da ferida fechada
no nono dia ap6és o inicio do tratamento.

A Tabela 1 resume os processos de fechamento de feridas infectadas,
observadas para os diferentes tratamentos, mostrando a area da ferida nos
dias 3,6 e 9.

Tabela 1. Efeito dos tratamentos na area de feridas infectadas

Parametros
Area da ferida nos dias, em cm? Periodo de
Tratamento Epiteliza-
3 6 9 cao

(em dias)
Solugéo salina 1,59 1,38 1,17 17,50
CcO 1,61 1,27 0,90 17,50
NanoAg 1,58 1,22 0,92 17,00
NanoAgCO 1,44 1,00 0,44 12,50
Dermazine® 1,53 1,18 0,71 15,00

Os animais tratados com a NanoAgCo apresentaram uma contracdo da
ferida, em relagao a area inicial de continuidade, de 28% no dia 3 , 50 % no
dia 6 € 78% no dia 9, representando resultados superiores, em todos os tem-
pos, das obtidas com Solugao Salina, éleo de copaiba, nanoparticulas de prata
e Dermazine®. No documento PI1015731-0 é relatado o uso de fibrase®, com

uma contragao na ferida de 74% aos 9 dias.
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Apés a aplicagdo topica de uma solugéo salina em feridas infectadas, a
area contracgéo da ferida foi de 20,5% em relacdo ao seu tamanho original (2
cmz) no dia 3, 31% no dia 6, e de 41,5% no dia 9. O ferimento acabou comple-
tamente fechado em torno do 17° dia. Os animais tratados com NanoAg mos-
traram uma taxa de contragdo da ferida, de 21% no dia 3, 39% no dia 6 e 54%
ao dia 9, em relagédo ao seu tamanho original. Um perfil de cicatrizagdo seme-
Ihante foi observada com os animais tratados com CO. A area da ferida foi re-
duzida em 19,5% no dia 3, de 36,5% no dia 6, e de 55% no dia 9. A ferida tra-
tada com NanoAg ou CO mostrou um periodo de epitelizagdo de cerca de 17
dias.

A aplicacdo do 6leo de copaiba puro ndo produziu qualquer melhoria
significativa sobre o uso NanoAg; o fechamento da ferida mensurado apés 9
dias foi de 55% para o 6leo de copaiba puro e 54% para NanoAg, respectiva-
mente. Ainda, a taxa de contragdo da ferida do medicamento de referéncia
Dermazine® foi mais baixa do que a NanoAgCO proposto, sendo de 23,5% no
dia 3, de 41% no dia 6, e de 64,5% no dia 9. Notou-se que os ratos tratados
com a NanoAgCO demonstraram um fechamento da.ferida consideravelmente
acelerado entre os tempos pés-cirtrgicos de 6 e 9 dias , com um periodo medio
de epitelizacdo de apenas 12,5 dias. A NanoAgCO supera claramente os tra-

tamentos comparados, incluindo a referéncia Dermazine®.
Exemplo 2

A analise histoldgica da ferida possibilitou avaliar a qualidade do proces-
so de cicatrizagdo. As figuras 1 e 2 mostram a histologia das feridas apds o
tratamento com solugéo salina (soro fisiolégico), 6leo de copaiba (CO), nano-
particulas de prata (NanoAg), nanoparticulas de prata em copaiba (NanoAg-
CO) ou Dermazine® no 3° e 9° dia apos a leséo (Tabela 1).

A analise histopatologica de feridas tratadas com soro fisioldgico (solu-
cdo salina) demonstra uma epiderme totalmente desorganizada. Além disso,
observa-se também uma menor epitelizagéo, bem como uma menor deposigéo

de tecido conjuntivo no grupo de animais tratados com solugao salina (Figura
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2). Areas de degeneracéo tecidual, necrose e persisténcia de exsudatos infla-
matérios na derme superior foram observadas, juntamente com uma perda da
epiderme. Em comparacao, as feridas infectadas tratadas com CO ou NanoAg
mostraram um menor teor de areas necréticas do que aqueles tratados com

solugao salina isolada (1) (Figura 1).
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Composigao para cicatrizacdo de feridas cutdneas, caracterizada por
compreender formulagdo contendo nanoparticulas de prata incorporadas

em o6leo de copaiba;

Composigao, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por ser para

uso em feridas infectadas ou néo infectadas;

Composigéo, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizada por

compreender de 0,001% a 1% (p/p) de nanoparticulas de prata;

Composigéo, de acordo com as reivindicagbes de 1 a 3, caracterizada por
apresentar redugéo do tempo de cicatrizagao de feridas cutaneas infectadas

de pacientes com ferimentos em geral inclusive queimaduras;

Composigéo, de acordo com as reivindicagdes 1 a 3 caracterizada por ser
para utilizacdo em produtos magistral, farmacéuticos, odontolégicos e

veterinarios de uso externo;

Composigéo, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada por ser para a
preparagao de composi¢des farmacéuticas, odontologicas e veterinarias em

forma de filmes, pomadas, lo¢des, cremes, géis, sabdes;

Composigédo, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada para a
preparagao de composicdes farmacéuticas, odontolégicos e veterinarios em

formulagbes para embeber curativos;

Composigao, de acordo com as reivindicagées 5, caracterizada para a
preparacao de composi¢des farmacéuticas, odontolégicos e veterinarios em
formulagdes para ser incorporado em diferentes materiais aplicados sobre

as feridas cutaneas infectadas e nao-infectadas;
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Composigéo, de acordo com as reivindicagdes de 5 a 9, caracterizada por
ser aplicado sobre lesbes cutaneas, infectadas ou n&do, em adultos, criangas

e gestantes;

10. Composicao, segundo as reivindicagbes de 1 a 9, caracterizada por

11.

compreender formulagdes contendo nanoparticula de prata incorporado em
6leo de copaiba associados a excipientes provenientes de outras fontes
naturais, nas apresentagées contendo um percentual de até 1% da

respectiva nanoparticula;

Composigdo, segundo qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 10,
caracterizada por compreender formulagbes medicamentosas com
constituinte(s) quimico(s), fragdo(des), sumos do 6leo de copaiba, contendo

porcentuais de até 80% em peso da soma dos respectivos produtos;

12. Composi¢do, segundo qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 11,

caracterizada por compreender formulagbes medicamentosas de forma
associada a outras nanoparticulas metalicas ou poliméricas incorporadas
em O6leo de copaiba, adequados ao tratamento de cicatrizagao de feridas

cutaneas infectadas e nao-infectadas;

13.Composi¢ao, segundo qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 12,

caracterizada por compreender formula¢gdes medicamentosas de forma
associada a outras nanoparticulas metalicas ou _poliméricas incorporadas
em Oleos com propriedades medicinais, adequados ao tratamento de

cicatrizagcao de feridas cutaneas infectadas e nao-infectadas.
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