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Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "COM-
POSTOS NANOCRISTALINOS ANTIVIRAIS E ANTIBACTERIANOS,
COMPOSIGAO, USO DOS COMPOSTOS, USO NAO-MEDICO DE
COMPOSTOS E METODO PARA REGENERAGAO DE COMPOS-
TOS NANOCRISTALINOS".

Campo Técnico da Invencao

[001] A presente invencao refere-se a nanomateriais que com-
preendem oxidos metalicos associados com metais catidnicos que tém
atividade antibacteriana.

Antecedentes da Invencao

[002] A atividade antibacteriana de certos ions metalicos, deno-
minada também "efeito oligodindmico", € conhecida.
[003] Os ions metalicos que tém a maior atividade antibacteriana
sao, em ordem decrescente de poténcia, os seguintes metais:

Hg > Ag > Cu>Zn > Fe > Pb > Bi
[004] A incorporagcdo desses metais, particularmente os ions de
prata, em materiais baseados em plasticos, ceramicas, fibras ou carbono,
permite a eliminacdo ou reducao do crescimento de colbnias bacterianas.
Este efeito € particularmente vantajoso a luz da compatibilidade de Ag*
com o organismo humano e da resisténcia crescente de muitas bactérias
a antibioticos. Assim sendo, 0 uso de materiais que contém prata pode
servir para evitar ou limitar a proliferagcao bacteriana.
[005] Quanto ao mecanismo de agao da prata, sabe-se que a ati-
vidade antibacteriana é realizada pelo ion positivo univalente, Ag*. Ob-
servou-se que a presencga de platina em misturas com prata promove
a oxidacao de Ag para Ag®, devido ao efeito galvanico; isto resulta em
uma intensificagdo correspondente da atividade antibacteriana da peli-
cula que consiste em platina e prata. Além disso, os produtos farma-
céuticos baseados em prata, como por exemplo, sulfadiazina de prata,

usados para prevenir infeccbes em casos de queimaduras graves,
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funcionam com a lenta liberacédo de ions Ag*, que podem ser absorvi-
dos reversivelmente em células bacterianas, por associagdo com 0s
grupos —SH da cisteina em proteinas bacterianas presentes na parede
celular. A acao citotoxica de Ag* esta associada também a capacidade
de este ion deslocar ions essenciais das células, tais como cal-cio
(Ca?*) e zinco (Zn?*). Estudos anteriores (vide, por exemplo, Carr,
H.S., Wlodkowski, T.J., e Rosenkranz, H.S., 1973, "Antimicrobial
agents and chemotherapy", volume 4, pagina 585) demonstraram que
a atividade antibacteriana de ions Ag* é diretamente proporcional a
sua concentracao, e é eficaz contra um numero muito alto de espécies
de bactérias. Consideragdes similares podem ser feitas quanto aos
ions cupricos (Cu?*), que sdo conhecidos em agricultura como agentes
antibacterianos.

[006] Quanto ao estado da técnica atual, sabe-se como produzir
materiais nanocristalinos com alta area superficial, baseados em 6xidos
metalicos (MOy), tais como didxido de titanio, éxido de zinco, 6xido es-
tanico (Sn0Oy), didéxido de zircbnio, e silica coloidal, que podem ser de-
positados sobre uma série de substratos e aderidos de forma estavel a
eles. Sdo conhecidos também nanomateriais baseados em diéxido de
titdnio, que incluem ions de prata, que sao obtidos misturando suspen-
sdes do nanomaterial com solugbes que contém ions Ag*. A adeséao
dos ions Ag* a estrutura nanocristalina do 6xido metalico esta muito
possivelmente associada a insergao dos ions entre os nanocristais.
[007] Para fabricar peliculas homogéneas, que apresentam uma
acao antibacteriana eficaz, € necessario usar interacbes que se pro-
pagam de uma maneira uniforme sobre a superficie do nanomaterial e
que permitem a deposicdo homogénea de uma alta concentracao de
ions de prata.

[008] Este problema € solucionado pela presente invencao, pela

qual, além disso, podem ser produzidas peliculas que podem ser de-
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positadas sobre varios materiais e sobre filtros empregados para puri-
ficar o ar ambiente.

Sumario da Invencao

[009] A presente invencao refere-se a preparacao de nanomate-

riais antibacterianos e antivirais inusitados baseados em 6xidos meta-

licos ou 6xidos metaldides, tais como TiO2, ZrO2, SnO2, Zn0O, e SiOo,

funcionalizados com espécies moleculares de uma natureza organica

ou organometalica capazes de se ligar simultaneamente ao 6xido e

aos ions de metais de transigao, tais como Ag* ou Cu?".

[010] Com propdsitos ilustrativos, as unidades constituintes des-

tes novos materiais podem ser exemplificadas pela formula (I):
AOx-(L-Me™)i (1)

onde

AOy representa o 6xido metalico ou 6xido metaldide, sendo
Xx=1o0u?2;

Me"* é um ion metalico que tem atividade antibacteriana,
sendo n =1 ou 2, de preferéncia Ag* ou Cu™™;

L é uma molécula bifuncional organica ou organometalica
capaz de se ligar simultaneamente ao 6xido metalico ou 6xido meta-
l6ide e ao ion metalico Me"*; e

"i" representa o numero de grupos L-Me™ ligados a uma
nanoparticula de AOx.

[011] Os 6xidos metalicos ou 6xidos metaldides AOy para uso na
presente invengao séo, por exemplo, silica coloidal, dioxido de titanio,
dioxido de zirconio, 6xido estanico, e 6xido de zinco. Eles sdo materi-
ais isolantes ou semicondutores que s&o capazes de aderir, seja de
per si, ou com a aplicacdo de um primer apropriado, a um grande nu-
mero de materiais, incluindo: madeira, plastico, vidro, metais, cerami-
cas, cimento, e superficies internas e externas da construgao civil, e

podem ser produzidos com as dimensdes de nanoparticulas da ordem
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de nanémetros. Estes nanomateriais sdo capazes de ser adsorvidos,
por interagdo eletrostatica ou quimica, tais como ligagdes estéricas,
por moléculas que tém grupos funcionais apropriados, tais como os
seguintes grupos: carboxila (-COOH) (ou carboxilato), fosfénico (-
POsH2) (ou fosfonato), ou borénico (-B(OH)2) (ou boronato), grupos
estes que podem estar presentes na molécula bifuncional L. Tendo em
vista as pequenas dimensdes dos ligantes L e dos ions metalicos
Me"*, como por exemplo, ions de prata ou cobre, que podem ser da
ordem de picdbmetros (pm), o resultado é que cada nanoparticula de
oxido metalico pode ser coberta de forma homogénea por ions metali-
cos tais como Ag* ou Cu?*, como ilustrado esquematicamente a titulo
exemplificativo na Figura 1.

[012] Como resultado, estes nanomateriais, constituidos de na-
noparticulas positivamente carregadas, podem gerar suspensdes es-
taveis e transparentes, seja em solventes aquosos ou em solventes
polares de natureza organica.

[013] Outro aspecto significativo esta relacionado a possibilidade
de misturar suspensdes dos nanomateriais da invengdo com surfac-
tantes catidnicos, tais como sais de alquil-aménio. Desta maneira, a
atividade bactericida dos nanomateriais da invengao pode ser intensifi-
cada pela presenca do sal de alquil-ambnio. Na realidade, os surfac-
tantes deste tipo apresentam uma atividade bactericida que pode ser
complementar aquela dos ions metalicos antibacterianamente ativos.
Surpreendentemente, verificou-se que os sais de alquil-aménio, como
por exemplo, cloreto de benzalcénio, que tendem a precipitar em um
meio basico ou na presenga de altas concentragbes de anions, sao
estaveis na presenca de suspensdes formadas a partir das nanoparti-
culas positivamente carregadas de acordo com a presente invencao.
[014] Uma evidéncia experimental, aqui descrita abaixo, indica

adicionalmente que os surfactantes catidnicos, tal como o cloreto de
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benzalcbnio, podem gerar adsor¢cao sobre nanomateriais baseados em
dioxido de titanio, sob condi¢cdes de pH préximas da neutralidade. Isto
produz a vantagem adicional de reduzir a volatilidade dos sais de al-
quil-amdnio depois que eles foram aplicados sobre uma superficie.
[015] Por causa do amplo espectro da agcao antibacteriana de
materiais que contém ions de prata e cobre, 0 uso desses materiais
como revestimentos para interiores na construcao civil, banheiros, co-
zinhas, elementos de mobilias e acessérios em geral, superficies de
vidro (tais como portas e janelas de vidro), e salas de cirurgia, e em
filtros usados para purificar o ar em varios ambientes, bem como em
filtros de agua, representa inquestionavelmente uma area de aplicacéo
de substancial importancia. A producéao de filtros fabricados a partir de
materiais de ceramica, vidro ou celulose, e que contém ions de prata
ou ions de cobre, e a introdugao dos ditos materiais em projetos de
condicionadores ou em aparelhos de reciclagem forgada de ar, permite
a prevencao de um grande numero de enfermidades.

[016] O projeto desses filtros requer que os materiais com o0s
quais os filtros sdo revestidos permitam uma alta velocidade do fluxo
do ar, e que a atividade bactericida seja conseguida sob condi¢cbes de
tempos de contato curtos.

[017] Este problema ¢é solucionado pelos nanomateriais da inven-
cao, pelo fato de que eles causam um aumento acentuado na area su-
perficial, com fatores de aumento da area superficial da ordem de 103,
e que eles sdo capazes de realizar a agao bactericida em tempos de
contato da ordem de 5 minutos, como estabelecido nas normas UNI-
EN 1276 de abril de 2000 e UNI-EN 13697 de dezembro de 2001.

[018] Os filtros revestidos com os nanomateriais da invengao po-
dem ser restaurados facilmente para sua eficacia antibacteriana inicial
por imersao em solugdes alcodlicas baseadas em ions metalicos tais

como Ag* ou Cu?*.
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Breve Descricdo dos Desenhos

[019] A figura 1 ilustra esquematicamente a estrutura de uma na-
noparticula da prsente invencao;

[020] A figura 2 ilustra um espectro de absorgéo eletrénica, indi-
cando o grau de adsorgdo de acido 4-mercaptofenil-borénico sobre
TiO2;

[021] A figura 3 e ilustra um espectro de absorgédo eletrdnica, in-
dicando o grau de adsor¢ao de TBA(Hdcb) sobre TiO2; e

[022] A figura 4 é uma representacédo esquematica de uma moda-
lidade especifica de uma nanoparticula da invencao.

Descricao Detalhada da Invencao

[023] De acordo com uma caracteristica da presente invencéo,
sao preparados substratos nanocristalinos que compreendem AOyx que
sdo modificados com ligantes bifuncionais L que compreendem molé-
culas organicas que contém grupos funcionais capazes de se ligar a
molécula organica e ao substrato nanocristalino, bem como grupos
funcionais capazes de se ligar a ions metélicos que tém atividade anti-
bacteriana, como por exemplo, ions Ag* e Cu?".

[024] De acordo com uma segunda caracteristica da presente
invencido, sdo preparados substratos nanocristalinos que compreen-
dem AOx que sdo modificados com ligantes bifuncionais L que com-
preendem moléculas organometalicas, tais como complexos de metais
de transi¢cao, moléculas estas que contém grupos funcionais capazes
de ligar o complexo ao substrato nanocristalino, bem como grupos
funcionais capazes de se ligar a ions metalicos que tém atividade anti-
bacteriana, como por exemplo, ions Ag* e Cu?*.

[025] Estes compostos nanocristalinos sdo representados pela
férmula (1):

AOx-(L-Me™)i (1)

onde

Petica0 870210018862, de 26/02/2021, pég. 13/70



7/30

AOx representa o 6xido metalico ou 6xido metaldide, sendo
x=1o0u2;

Me"™ é um ion metalico que tem atividade antibacteriana,
sendo n =1 ou 2, de preferéncia Ag* ou Cu™;

L é uma molécula bifuncional orgénica ou organometalica
capaz de se ligar simultaneamente ao 6xido metalico ou 6xido meta-
|6ide e ao ion metalico Me™; e

i" representa o numero de grupos L-Me™ ligados a uma
nanoparticula de AOx.

[026] O valor do parametro "i" dependera de varios fatores, tais
como o tamanho da nanoparticula de AOy, a natureza do ligante L, e o
método usado para prepara-lo. No contexto da presente invencéo, "i"
corresponde ao numero de ligantes L aos quais a nanoparticula de
AOy é capaz de se ligar quando a dita nanoparticula entra em contato
com uma solugao do ligante L por um tempo na faixa entre 10 min e 72
h, de preferéncia na faixa entre 3 e 24 h.

[027] Os nanomateriais da invencao tém um tamanho de particu-
la menor do que 40 nm, de preferéncia menor do que 30 nm, mais pre-
ferivelmente menor do que 15 nm. As nanoparticulas com tamanhos
menores do que 15 nm geram genericamente suspensodes transparen-
tes que tém uma série relativamente ampla de aplicagdes.

[028] Os 6xidos metalicos ou 6xidos metaldides AOx, que podem
ser usados de acordo com a invengao, sao, por exemplo: silica coloi-
dal, dioxido de titanio, didxido de zircénio, didoxido estanico, e 6xido e
zinco.

[029] De acordo com uma caracteristica geral da presente inven-
¢ao, a atividade antibacteriana e antiviral dos nanomateriais descritos
€ expressada mesmo na auséncia de irradiagéo luminosa.

[030] De acordo com outra caracteristica da presente invengao,

os materiais nanocristalinos de acordo com a inveng&o, ou os materi-
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ais nanocristalinos que compreendem apenas 6xido AOy, sdo mistura-
dos com surfactantes catidnicos que tém atividade antibacteriana, que
sdo capazes de ser adsorvidos sobre a superficie das nanoparticulas
de AOx ou que sao capazes de gerar misturas que sdo estaveis no de-
correr do tempo, misturas estas que compreendem suspensdes dos
nanomateriais descritos.

[031] De acordo com ainda outra caracteristica da presente inven-
¢cao, pode-se restaurar a atividade bactericida inicial dos substratos, no
caso de deplegéo dos ions metalicos antibacterianos (Ag* ou Cu?*), para
seu valor inicial, meramente por imersao dos substratos em uma solugao
alcodlica que contém o ion ou ions metalicos especificos.

[032] De acordo com outra caracteristica da presente invencao,
sdo fornecidas composi¢cdes dermatologicas para tratamento de dis-
turbios dermatolégicos mediados por bactérias, como por exemplo,
acne e ulceras de decubito.

Ligantes Bifuncionais L Baseados em Complexos de Metais de
Transicao

[033] Os complexos de metais de transicdo, que podem ser usados
para o proposito descrito, devem conter ligantes organicos coordenados
em um centro metalico, com uma das seguintes funcionalidades: boréni-
ca (-B(OH).), fosfonila (-POsH-), ou carboxila (-COOH). Estas funcionali-
dades servem para ligar o complexo ao substrato nanocristalino AOx. Ou-
tros grupos que coordenam no centro metalico sdo capazes de se ligar
aos ions metalicos com atividade antibacteriana. Os exemplos destes
grupos sao ligantes do tipo: CI, Br, I, CNS-, NH2, CN- ou NCS-.

[034] Os complexos organometalicos L, de acordo com a invengéo,
compreende de preferéncia ligantes organicos do tipo dipiridila e/ou terpi-
ridila, coordenados em um centro metalico (M) e funcionalizados com os
seguintes grupos: carboxila (-COOH), fosfénico (-PO3sH2), ou borénico (-

B(OH).), capazes de se ligarem aos hanomateriais constituidos de AOy; e
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ainda funcionalizados com os seguintes grupos: CI-, Br, I, CNS-, NH,
CN- e NCS, que sdo coordenados no dito centro metalico (M) e sédo ca-
pazes de se ligarem aos ions Ag* ou Cu?*. De preferéncia, os ditos gru-
pos dipiridilico ou terpiridilico sdo substituidos com grupos carboxila, mais
preferivelmente na posi¢ao "para" em relagdo ao nitrogénio da piridina.
No caso no qual mais do que um grupo dipiridilico ou grupo terpiridilico
estiver presente no dito complexo organometalico L, opcionalmente, um
destes grupos pode ser ndo-substituido.

[035] Quanto aos ions metalicos (M) presentes em L, tendo coor-
denacobes do tipo octaédricas ou tendo outros tipos de coordenacao
correspondentes a geometria tetraédrica, geometria plana retangular
ou plana quadrada, geometria trigonal bipiramidal, ou geometria pira-
midal com uma base quadrada ou retangular, os candidatos sao qual-
quer um dos metais que estdo na primeira, segunda ou terceira fileira
de metais de transicdo na Tabela Periddica dos Elementos, e que po-
dem gerar moléculas bifuncionais estaveis do tipo descrito.

[036] Mais preferivelmente, os complexos organometalicos L tém
uma coordenacdo do tipo octaédrica. De preferéncia, os metais de
transicdo coordenados por estes complexos sao selecionados entre:
Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ru, Rh, Pd, Re, Os, Ir e Pt.

[037] Os complexos organometalicos L da invencdo podem ter
alternativamente uma carga negativa, e podem formar sais com ca-
tions, de preferéncia cations orgéanicos tais como cations tetraalquil-
amonio. Tais cations possibilitam a solubilizacdo destas espécies em
solventes organicos, que contribuem para processo de adsor¢cdo dos
nanomateriais baseados em 6xidos metalicos ou 6xidos metaloides.
[038] Assim sendo, estas moléculas podem servir como ligantes
bifuncionais capazes de gerar uma camada uniformemente adsorvida
sobre as nanoparticulas de AOy, e a0 mesmo tempo, podem se ligar

aos ions metalicos com atividade antibacteriana.
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[039] Os exemplos desses complexos que tém coordenacio oc-

taédrica estdo aqui apresentados abaixo.

[(H3Tcterpi)M(CN)3;]TBA [(HsTcterpi)M(NCS):]TBA
TBA = cation tetrabutil-amoénio

HsTcterpi = 4,4’ 4" -tricarboxi-terpiridila

CO0H

bpi = 2,2'-dipiridila
[M(Hstcterpi)(bpi)NCS]TBA
[040] O grupo TBA pode ser substituido por outros cations alquil-
amonio que permitem a solubilizacdo do complexo em solventes orga-

nicos.

[M{Hdeh)z(NCS):

Ha2dcb = acido 2,2'-dipiridil-4,4'-dicarboxilico
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Ligantes Bifuncionais L Baseados em Compostos Organicos

[041] Os ligantes bifuncionais L de tipos orgéanicos utilizaveis no
contexto da presente invencéo incluem espécies moleculares que con-
tém grupos que podem gerar uma interagdo com nanoparticulas de AOxy,
e contém ainda funcionalidades que podem se ligar a ions que tém ativi-
dade antibacteriana. Os exemplos de tais espécies moleculares incluem
moléculas organicas que contém: os grupos funcionais carboxila (-
COOH), fosfénico (-PO3H2), e bordnico (-B(OH)2), capazes de contribui-
rem para a adsorgao sobre a superficie do éxido AOy; e os grupos funci-
onais >N, >NH2, -CN, -NCS, ou —SH que sao capazes de se ligar aos
ions metalicos com atividade antibacteriana, tais como Ag* ou Cu?*.

[042] Estes ligantes organicos sao selecionados, de preferéncia,
entre:

- heterociclos que contém nitrogénio, que tém 6 a 18 mem-
bros, de preferéncia piridina, dipiridila, ou terpiridila, substituidos com um
ou mais substituintes selecionados entre: carboxila (-COOH), fosfénico (-
POsH.), borbnico (-B(OH)2), mercaptana (-SH), e hidroxila (-OH);

- arilas de Cs-C1s, selecionadas, de preferéncia, entre: feni-
la, naftila e bifenila, substituidas com um ou mais substituintes selecio-
nados entre: carboxila (-COOH), fosfénico (-POsH2), borbnico (-
B(OH)2), mercaptana (-SH), e hidroxila (-OH); e

- acidos monocarboxilicos e dicarboxilicos de C2-C1s, subs-
tituidos com um ou mais grupos mercaptana (-SH) e/ou grupos hidroxi-
la (-OH).

[043] Mais preferivelmente, os exemplos desses ligantes organi-
cos bifuncionais incluem:

- piridina, dipiridila, ou terpiridila, funcionalizadas com gru-
pos carboxilicos, grupos bordnicos ou grupos fosfénicos; acido mer-
captossuccinico, acido mercaptoundecandico, mercaptofenol, acido

mercaptonicotinico, 5-carboxi-pentanotiol, acido mercaptobutirico, e

Peticao 870210018862, de 26/02/2021, pég. 18/70



12/30

acido 4-mercaptofenil-borénico.

Meétodos Experimentais:

[044] Os métodos experimentais referentes a preparacédo de na-
nomateriais constituidos de AOx, nanomateriais estes que foram usa-
dos no desenvolvimento da presente invencgao, as caracteristicas dos
ditos nanomateriais, e as propriedades antibacterianas dos ditos na-
nomateriais, serdao agora descritos.

Preparacido de Suspensdes Transparentes de Nanomateriais Basea-

dos em Didxido e Titanio e Dioxido de Zirconio

[045] Os nanomateriais baseados em dioxido de titdnio podem
ser produzidos com dimensdes de nanoparticulas, de tal modo que
eles gerem suspensdes transparentes ou opacas em solventes aquo-
s0s ou organicos. As suspensodes de TiO> constituidas de nanoparti-
culas com dimensdes menores do que 15 nanémetros sdo normal-
mente transparentes, e quando aplicadas sobre uma superficie elas
nao alteram sua cor. Os produtos comerciais de dioxido de titanio,
tais como "Biossido di Titanio P25" (fornecido pela Degussa), geram
suspensodes que sdo brancas e opacas porque o diametro médio das
nanoparticulas de TiO: fica na faixa entre 25 e 30 nm. Os nanomate-
riais opacos ou transparentes podem ser usados para os propodsitos
da presente invencao. Entretanto, os nanomateriais transparentes
sdo de maior interesse porque eles oferecem uma faixa mais ampla
de aplicagdes possiveis. As suspensdes coloidais transparentes ba-
seadas em silica coloidal ou diéxido estanico estao disponiveis co-
mercialmente.

[046] Os métodos para preparar suspensdes baseadas em didxi-
do de titanio e dioxido de zircbnio serao aqui descritos abaixo. As
quantidades dos reagentes indicadas podem ser variadas sem fugir da
inovagao ou do ambito da presente invencgéo.

(A) Suspensoes Transparentes Baseadas em TiO>;
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[047] Um bécher foi carregado com 300 mL de agua destilada e
2,1 mL de um acido forte, como por exemplo, HNO3 concentrado (65%
em peso). Durante um periodo de 10 min, 50 mL de isopropoxido de
titdnio (fornecido pela Fluka) foram adicionados sob agitagdo, por meio
de um funil gotejador. Imediatamente, formou-se um precipitado bran-
co leitoso de TiO». A mistura foi entdo aquecida a 80 °C por 8 a 12 ho-
ras, tomando cuidado para manter a agitagdo e a temperatura cons-
tantes. Durante o aquecimento, o precipitado redissolveu, e a mistura
assumiu uma aparéncia opalescente. Durante a fase de aguecimento,
a suspensao coloidal foi deixada concentrar até um volume final de
100 a 200 mL, correspondendo a uma concentracdo de TiO2 de 150-
75 g/L. As nanoparticulas de dioxido de titédnio obtidas no final do pro-
cesso tinham um didmetro na faixa entre 6 e 15 nm. A suspensao con-
centrada até 100 mL foi entdo diluida pela adicao de agua destilada e
etanol, para dar uma solugédo transparente final (pH ~ 2) que continha,
em um volume de 1 litro, uma concentracdo de TiO2 de 1,5% e uma
porcentagem de alcool na faixa entre 10 e 50%, de preferéncia 25%.

(B) Suspensodes Transparentes Baseadas em ZrO»;

[048] Um bécher foi carregado com 300 mL de agua destilada e
2,1 mL de um acido forte, como por exemplo, HNO3s concentrado
(65%). Durante um periodo de cerca de 10 min, 76 mL de tetraisopro-
péxido de zirconio (70% em isopropanol) foram adicionados sob agita-
cao, por meio de um funil gotejador.

[049] Imediatamente, observou-se a formagao de um precipitado
branco leitoso de ZrO.. A mistura foi entdo aquecida a 90 °C por 8 a 12
horas, tomando cuidado para manter a agitacao e a temperatura cons-
tantes. Durante o aquecimento, o precipitado redissolveu, gerando
uma suspensdo de aparéncia leitosa, que foi deixada concentrar até
um volume final de 140 a 280 mL, correspondendo a uma concentra-

cao de ZrO2 de 150-75 g/L. A suspensao concentrada até 140 mL foi
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diluida com agua destilada e etanol, para obter 1,4 L de uma solugao
opalescente (pH ~ 2) que continha uma concentragao de ZrO> de 1,5%
e uma porcentagem de alcool na faixa entre 10 e 50%, de preferéncia
25%.

(C) Suspensodes Opacas Baseadas em TiOo:

[050] Suspensdes aquosas opacas neutras, baseadas em diéxido
de titanio, podem ser obtidas adicionando diéxido de titanio P 25 a so-
lugdes aquosas de Triton X-100 (fornecido pela Fluka).

[051] As suspensbes aquosas opalescentes neutras podem ser
preparadas também a partir do acido peroxititdnico por uma modifica-
¢ao de um procedimento relatado na literatura (Ichinose, H., Terasaki,
M., e Katsuki, H., J. Ceramic_Soc. Japan 104:715 (1996)).

[052] Em uma preparacéo tipica, 150 mL de TiCls em HCI a 20%

sao carregados em um bécher de 1 L, e adiciona-se 826 mL de
NH4OH diluido 1:9 com agua destilada a esta solugdo. O pH da solu-
cao resultante é neutro (pH = 7), e o acido titanico, Ti(OH)4, é precipi-
tado. Este precipitado é branco e tem a consisténcia de um gel. O pre-
cipitado é coletado em um filtro com porosidade G3, e é lavado com
750-1.000 mL de agua destilada (até atingir a eliminacdo completa do
cloreto, demonstrada tratando o filtrado liquido com AgNO3). Caso o
cloreto esteja presente, nota-se a precipitacdo de AgCl caseoso bran-
co. O precipitado, constituido de acido titanico Ti(OH)s, é coletado e
colocado em suspensao em 200 mL de agua destilada com condutivi-
dade menor do que 1,5 uS, e tendo um pH no intervalo entre 5e 7; a
este material sdo adicionados lentamente durante um periodo de 20-
30 min 92 mL de H202 a 30%. A dissolugao do precipitado é notada, e
também a formacédo de uma solugdo amarela que contém acido pero-
xititdnico da férmula geral
[Ti2(O)s(OH)x]*2r,

onde x fica na faixa entre 3 e 6.
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[053] Finalmente, a solucédo é aquecida por 1 h a 70 °C para de-
compor o0 excesso de H2O2, e é submetida entdo a uma autoclave por 8
h a 120 °C. Nesta fase do procedimento, o acido peroxititanico se de-
compde para didxido de titanio, principalmente na forma alotrépica de
anatase. A suspensao resultante de nanoparticulas tem um pH perto de
neutro, € uma aparéncia opaca, e é estavel no decorrer do tempo.

Producdo de Suspensdes de Nanomateriais com Atividade Antibacte-

riana e Antiviral:

[054] Para conferir atividade bactericida e e atividade antiviral as
suspensdes de nano, materiais, um primeiro estagio de adsorgédo é
conduzido, no qual o ligante bifuncional L € adsorvido, e em seguida,
misturando com uma soludo aquosa ou alcodlica que contém ions Ag*
ou Cu?*. O sal de ambnio, que atua como o surfactante catiénico, que
tem atividade antibacteriana, pode ser entdo adicionado a suspensao
de nanomateriais funcionalizados com ions Ag* ou Cu?*, ou pode ser
adicionado independentemente aos nanomateriais ou adsorvido sobre
eles, que sao os temas da presente invencao; estas preparacdes fo-
ram descritas acima.

[055] Em geral, a adsorgao do ligante bifuncional L sobre um na-
nomaterial AOx descrito na presente invengao requer tempos da ordem
de 12-36 h, enquanto que a ligagdo de ions Ag* ou Cu?* ao ligante L é
estabilizada quase que instantaneamente pela adi¢do de solugdes que
contém estes ions as suspensdes dos nanomateriais funcionalizados
com o ligante L. A evidéncia experimental acumulada, aqui descrita
abaixo, indica que os surfactantes catidnicos, tais como sais de alquil-
amoénio, também podem ser parcialmente adsorvidos sobre a superfi-
cie dos nanomateriais.

[056] Os métodos de preparagao descritos abaixo demonstram
detalhadamente a metodologia preparatoria para produzir as suspen-

sbes de nanomateriais com ligantes bifuncionais L, com ions Ag™, e
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com surfactantes catiénicos. Métodos de preparagcdo analogos podem
ser usados para produzir tais suspensdes com ions Cu?*. As quantida-
des de reagentes indicadas podem ser variadas dentro do ambito da
presente invengao.

(D) Adsorcdo de Acido 4-mercaptofenil-bordnico e ions Ag* sobre

"TiO2 P25" (fornecido pela Degussa):

[057] Adicionou-s TiO2 P25 (fornecido pela Degussa) a uma solu-
cao que contém 2 x 10° moles de acido 4-mercaptofenil-bordnico dis-
solvido em 50 mL de etanol. A suspenséo foi agitada por 24 h. O acido
4-mercaptofenil-borénico tem uma banda de absorcdo em 255 nm,
atribuivel a transicdo n-n* no anel fendlico. Esta banda de absorcao
eletrdnica permite que se monitore a adsorcao do acido bordnico sobre
a superficie do nanomaterial em funcdo do tempo. Sabe-se que a ad-
sor¢cao ocorre por interagcao da funcdo borénica com a superficie do
semicondutor. Os espectros de absorgéo eletrénica na figura 2 de-
monstram que a quantidade de acido 4-mercaptofenil-borénico adsor-
vida sobre a superficie do "TiO2 P25" atinge 35% da concentragao ini-
cial em 24 h.

[058] A solucao foi centrifugada por 10 min a 4.000 rpm, obtendo
uma solugdo limpida, o sdlido foi lavado com 20 mL de etanol, e foi
entdo recolocado em suspensao em 50 mL de etanol sob agitagdo. A
esta suspensao adicionou-se 7,2 x 10 moles de um sal de prata solu-
vel, de preferéncia lactato de prata ou acetato de prata. A suspensao
obtida era branca, inodora e estavel no decorrer do tempo.

(E) Adsorcao de Acido 4-mercaptofenil-borénico e ions Ag* sobre Sus-

pensoes Transparentes de TiO2 de Acordo com o Método (A) e sobre
Produtos da NM Tech:

[059] 100 mL de uma solucao transparente de didxido de titanio,

preparada de acordo com o método (A) e contendo 15% de TiO,, fo-

ram diluidos com 100 mL de agua destilada e com 200 mL de uma so-
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lucdo de 0,052 g de acido 4-mercaptofenil-bordnico dissolvido em eta-
nol. A suspenséo foi agitada por 24 h, e no final deste periodo, uma
determinacao espectrofotométrica revelou que o acido bordnico estava
completamente adsorvido sobre as nanoparticulas do semicondutor.
As dimensdes pequenas das nanoparticulas em relacéo ao "TiO, P25"
e a consequente area superficial maior da matéria em suspensao séo
responsaveis pela adsorgdo completa do ligante bifuncional. Adicio-
nou-se a suspensao inodora transparente sob agitagdo uma quantida-
de estequiométrica (em litros) de um sal de prata, como por exemplo,
lactato de prata (0,06 g) ou acetato de prata (0,05 g). Depois de 1 h de
agitacdo constante, 10-20 mL, de preferéncia 12 mL de uma solugao
aquosa a 50% (p/v) de cloreto de benzalcénio foram adicionados, e a
suspensao foi agitada por mais 1 h. A suspensao concentrada foi en-
tao diluida com agua destilada e etanol, para obter 1L de uma suspen-
sdo opalescente (pH ~ 2) que continha TiO2 em uma concentragao de
1,5% e etanol na faixa entre 10 e 50%, de preferéncia 25%.

[060] A suspensédo transparente demonstrou ser indefinidamente
estavel. Aqui abaixo este produto sera designado "Bactercline", por
razao de brevidade.

[061] O mesmo procedimento pode ser empregado para modifi-
car suspensdes transparentes de nanomateriais comercializadas pela
NM Tech Ltd., e designadas "PSO 419", por meio das quais as quanti-
dades do ligante bifuncional e dos ions de prata sao ajustadas, de
acordo com a quantidade de dioxido de titanio no produto. Por exem-
plo, o produto "PS0O-419 D2", que é similar ao produto preparado de
acordo com o método (A), e que tem um teor de TiO2 de 2% e um pH
de cerca de 2, pode ser convertido em um produto antibacteriano e
antiviral usando um método analogo aquele descrito acima.

[062] Particularmente, 50 mL de solucdo de "PS0-419 D2", con-

tendo 2% de TiO2, sédo diluidos com 2,2 mg de acido 4-mercaptofenil-
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borénico (2,05 x 105 moles), e a suspensdo é agitada por 24 h. A so-
lugéo inodora resultante sdo adicionados 2,05 x 10 moles de lactato
de prata ou acetato de prata. Finalmente, depois de 1 h de agitacdo
continua, 8-20 mL, de preferéncia 12 mL de uma solugdo aquosa de
cloreto de dimetil-benzil-dodecil-aménio (50% p/v) séo adicionados, e
a suspensao € agitada por mais 1 h. A suspensao transparente resul-
tante é indefinidamente estavel.

[063] Deve-se assinalar que outros produtos opacos comerciali-
zados pela NM Tech Ltd., tais como "AT-01" e "AT-03", baseados em
TiO2, podem ser tratados de acordo com os métodos descritos de
acordo com a presente invengao, para gerar suspensoes estaveis ou
pos que tém atividade antibacteriana e antiviral. Por exemplo, uma
amostra de 50 mL de uma solucao de "AT-01", contendo 1,7% de
TiO2, foram diluidos com 50 mL de etanol contendo 3,8 mg de &cido
4-mercaptofenil-bordnico dissolvido (1,9 x 10° mol), e a suspenséo
foi agitada por 24 h, produzindo um produto inodoro. Depois, adicio-
nou-se 1,9 x 10 mol de lactato de prata ou acetato de prata. A sus-
pensao resultante gerou um precipitado fino, depois de um periodo
de tempo.

(F) Adsorcao de Surfactantes Catidnicos sobre Dioxido de Titanio:

[064] Surfactantes catibnicos com atividade antibacteriana sao
geralmente adsorviveis sobre nanomateriais baseados em TiO2, ZrOo,
SnO2, ZnO e SiO.. A adsorgédo ocorre quase que instantaneamente
sobre nanoparticulas negativamente carregadas ou neutras. No caso
de suspensdes de nanomateriais com pH basico, a adigado de sais do
tipo benzalcbnio, tais como, por exemplo, cloreto de benzil-dodecil-
dimetil-amdnio ou cloreto de benzil-hexadecil-dimetil-ambnio ou cloreto
de benzalcdnio, causa a precipitagao da suspensao, enquanto que no
caso de suspensdes de nanomateriais com pH neutro ou acido, a sus-

pensao ¢é estavel.
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[065] Testes indiretos da adsorgéo de cloreto de benzalcdnio sobre
nanomateriais baseados em TiO2 em pH neutro empregam medigbes
condutimétricas. A associagdo por intermédio de adsorcdo do cation
benzil-dialquil-aménio sobre o TiO> deve causar previsivelmente uma re-
ducédo na condutividade, como foi verificado no seguinte experimento:
[066] Uma solugdo a 50% (p/v) de cloreto de benzalcdnio diluida
1:10 tem uma condutividade de 4,7 mS. Caso o volume desta solugao
seja aumentado em 10 a 15 mL pela adigdo de agua destilada, a con-
dutividade é reduzida para 3,90 mS. Caso, ao invés disso, se dilua a
solucdo adicionando 5 mL de uma suspensao neutra de dioxido de ti-
tanio, preparada de acordo com o método (C), a partir do acido peroxi-
titdnico, ou o produto "AT-03" equivalente em pH neutro, a condutivi-
dade medida é 3,60 mS. A redugcdo na condutividade em 300 uS é
atribuivel a adsor¢cdo do surfactante catibnico sobre a superficie do
dioxido de titanio.

(G) Adsorcédo de 2,2'-dipiridil-4-carbdxi-4'-carboxilato acido, Ag* e Cu?*

sobre "TiO2 P25" (fornecido pela Degussa):

[067] O anion 2,2'-dipiridil-4-carboxi-4'-carboxilato acido (abrevi-
ado "Hdcb") é produzido adicionando um equivalente de hidréxido de
tetrabutil-aménio (abreviado "TBAOH") ao acido 2,2'-dipiridil-4,4'-
dicarboxilico (abreviado "H2dcb"), que é parcamente soluvel e esta na
forma sélida. O ligante na forma monocarboxilato (denominada tam-
bém "forma monoprotonada"), e como um sal de tetrabutil-aménio
(abreviado "TBA(Hdcb)"), pode ser assim solubilizado em metanol ou
etanol e pode ser adsorvido sobre didxido de titanio.

[068] Adicionou-se 5 g de "TiO2 P25" (fornecido pela Degussa) a
uma solugdo de 1 x 10* mol de TBA(Hdcb) em 100 mL de etanol. A
suspensao foi agitada por 24 h. O ligante TBA(Hdcb) tem uma banda
de absorcdo a 294 nm, devido a transi¢des n-n*, 0 que permite o0 moni-

toramento da sua adsorgao sobre nanomateriais em fungéo do tempo.
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[069] Os espectros na Figura 3 indicam que depois de 24 h o li-
gante esrava completamente adsorvido sobre a superficie do substrato
nanocristalino. Sabe-se que a adsorgao ocorre por interacdo das fun-
¢des carboxila com a superficie do semicondutor.

[070] A suspensao foi entdo centrifugada por 10 min a 4.000 rpm,
e o solido foi lavado com 50 mL de metanol. O nanomaterial obtido,
funcionalizado com o ligante (abreviado TiO2/TBA(Hdcb)), foi entédo
finalmente secado a vacuo em temperatura ambiente.

[071] Duas porgdes de 2 g cada uma do TiO2/TBA(Hdcb) foram
recolocadas em suspensdo em 100 mL de etanol. A uma suspensao
adicionou-se 8 mg de lactato de prata sob agitagdo; e a outra supen-
sdo adicionou-se 7 mg de CuCl,. As duas suspensdes tinham estabili-
dades diferentes: a suspensao funcionalizada com ions cobre,
TiO2/TBA(Hdcb)/Cu?*, permaneceu estavel , enquanto que aquela fun-
cionalizada com ions de prata, TiO2/TBA(Hdcb)/Ag®, precipitou no de-
correr do tempo.

(H) Absorcdo de Ligantes Organometalicos (L) e ions Ag* sobre Sus-

pensdes Neutras de TiOo:

[072] Os ligantes organometalicos bifuncionais L descritos acima
podem ser ancorados a suspensdes neutras de dioxido de titanio pre-
paradas de acordo com o método (C), sendo os nhanomateriais coloca-
dos em suspensao em solugdes alcodlicas com cencentragdo de cerca
10-3-10* M dos ligantes organometalicos bifuncionais. A suspensao é
agitada por 12 h, e durante este tempo o ligante organometalico L &
completamente adsorvido sobre a superficie dos nanomateriais.

[073] A adicdo de quantidades estequiométricas de prata em re-
lacdo ao ligante L em solugéo alcodlica corresponde a formacgao de
adutos nos quais o ion de prata Ag* é ancorado ao ligante inorganico,

como ilustrado esquematicamente na figura 4 no caso do complexo
(H2dcb)2Ru(NCS)2/(H2dcb = acido 2,2'-dipiridil-4,4'-dicarboxilico). A
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presenca das fungdes carboxila permite a adsor¢do do complexo, e a
cobertura homogénea do material nanocristalino, em um tempo da or-
dem de 2-3 h a 50 °C, e 12 h a temperatura ambiente. Em uma etapa
subsequente, um sal de prata, como por exemplo, nitrato de prata, lac-
tato de prata, ou acetato de prata, é adicionado a solugdo metandlica,
em uma razao estequiométrica de 2:1 em relacdo aos moles de
(H2dcb)2Ru(NCS).. A presenga dos dois grupos NCS permite que os
ions Ag* sejam ligados instantaneamente, como ilustrado na figura 4.
[074] De acordo com uma modalidade especifica da presente in-
vengao, os materiais nanocristalinos de acordo com a féormula (l) po-
dem ser incluidos em composi¢gdes dermatolégicas para o tratamento
de doengas dermatoldgicas bacterianas, tais como, por exemplo, acne
ou ulceras de decubito.

[075] A preparagao de algumas dessas composi¢gbes esta aqui
descrita abaixo a titulo exemplificativo.

Preparacido de Géis e Cremes:

[076] As suspensdes de nanomateriais baseados em didxido de
titanio, de acordo com a invencao, podem ser usadas como ingredien-
tes ativos na preparacgao de géis e cremes hidrofilicos para uso derma-
tolégico. A preparagao dos geéis hidrofilicos envolve misturar os ingre-
dientes ativos com excipientes e agentes geleificantes tais como, por
exemplo, glicerina, amidopropilenoglicol, silicato de magnésio, e silica-
to de aluminio. A preparacédo dos cremes hidrofilicos envolve misturar
uma quantidade farmaceuticamente eficaz dos ingredientes aticos com
surfactantes e emulsificantes que compreendem, por exemplo, vaseli-
na, parafina liquida, alcool estearilico, estearato de polietilenoglicol,
carboxi-polimetileno e edetato de sodio. Evidentemente, qualquer ex-
cipiente aprovado para esses usos (excipientes estes que sao bem-
conhecidos pelos versados na técnica) pode ser usado na preparagao

das composi¢cdes dermatoldgicas da invencao.
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Atividade Antibacteriana e Antiviral dos Nanomateriais Funcionalizados:

[077] Os nanomateriais funcionalizados obtidos de acordo com
os métodos (D), (E), (F), (G) e (H) tinham atividade antibacteriana con-
tra Escherichia coli. O teste foi conduzido depositando peliculas consti-
tuidas dos varios nanomateriais sobre capsulas de Petri em contato
com intmeras col6nias maiores do que 10* cfu (unidades formadoras
de colbnias). Em todos os casos, observou-se a mortalidade completa
das colbnias.

[078] Medi¢bes mais completas foram conduzidas de acordo com
as normas UNI-EN 1276 de abril de 2000 e UNI-EN 13697 de dezem-
bro de 2001, para o produto sintetizado de acordo com o método (E)
(produto designado Bactercline), produto este que é transparente, e
assim sendo, aplicavel em uma faixa mais ampla de aplicagdes.
Avaliacdo da Atividade bactericida em Suspenséo: Método de Diluicdo
e Neutralizacdo (UNI-EN 1276 de abril de 2000):

Microorganismos:

[079] As seguintes cepas foram usadas para o teste:
Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Salmonella

Listeria

Fontes das Bactérias:

[080] Todas as cepas bacterianas testadas foram fornecidas pelo
Departamento de Medicina Experimental e Diagndstica, Secao de Mi-
crobiologia, da Universidade de Ferrara.

[081] O produto Bactercline testado foi diluido até 80%.

[082] A substancia que esta sendo testada foi julgada bactericida
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caso para cada cepa bacteriana a 20°C depois de um tempo de conta-
to de 5 min, resultasse uma redugéo da vitalidade de pelo menos 10°
unidades.

[083] Os resultados obtidos indicam que em todos os casos uma
reducdo na vitalidade maior que 10° unidades foi obtida.

Conclusdes:

[084] Baseado nos resultados obtidos e nos critérios de validade
dos testes, a substancia "Bactercline" testada €& bactericida contra
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella, e Lis-
teria, quando usada em uma concentracdo de 80% (que se torna a
concentragdo maxima testavel), depois de 5 min de contato na pre-
senca de albumina bovina em uma concentragédo final de 0,3%, de
acordo com o método da norma UNI-EN 1276 de abril de 2000.
Avaliacdo da Atividade Bactericida: Teste de Superficies (Norma UNI-
EN 13697 de dezembro de 2001):

Microorganismos:

[085] Além das cepas usadas para o teste das suspensdes
acima, no presente caso o teste foi estendido para Legionella pneu-
mophila.

[086] A lista de cepas empregadas nos testes foi, assim, a se-
guinte:

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Salmonella

Listeria

Legionella pneumophila.

Petica0 870210018862, de 26/02/2021, pég. 30/70



24/30

[087] A substancia que esta sendo testada foi julgada bactericida
contra as cepas bacterianas fornecidas, de acordo com a Norma Eu-
ropéia, caso para cada cepa bacteriana a 20 °C depois de um tempo
de contato de 5 min, resultasse uma reducdo da vitalidade de pelo
menos 10* unidades.

[088] Os resultados obtidos, relatados na tabela abaixo, indicam
que em todos os casos o logaritmo decimal da atividade antimicrobia-

na foi maior do que 4.

Tempo de Contato, e Logaritmo
da Atividade Antimicrobiana
Microorganismos em Teste 5 minutos
(concentragao) 100%
Staphylococcus aureus > 4,02
Staphylococcus epidermidis > 4,00
Pseudomonas aeruginosa > 4,00
Escherichia coli > 4,00
Enterococcus faecalis >419
Salmonella > 4,00
Listeria > 4,00
Legionella pneumophila > 4,26
Conclusdes:
[089] Baseado nos resultados obtidos e nos critérios de valida-

de dos testes, a substancia "Bactercline" testada sob as condicdes
do teste é bactericida contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Salmonella, Listeria e Legionella pneumophila,
quando usada em uma concentragcao de 100%, depois de 5 min de
contato na presenga de albumina bovina em uma concentragéao final
de 0,3%, de acordo com o método da norma UNI-EN 13697 de de-
zembro de 2001.

Petica0 870210018862, de 26/02/2021, pég. 31/70



25/30

Avaliacdo da Atividade Fungicida em Suspensdo: Método de Diluicdo
e Neutralizacdo (Norma UNI-EN 1650 de outubro de 2000):

Microorganismos:

[090] As seguintes cepas foram usadas para o teste:

Candida albicans

Aspergillus niger.

[091] Todas as cepas testadas foram fornecidas pelo Departa-
mento de Medicina Experimental e Diagnostica, Se¢ao de Microbiolo-
gia, da Universidade de Ferrara.

[092] A substancia que esta sendo testada foi julgada fungicida
caso para cada uma das cepas micoticas a 20 °C depois de um tempo
de contato de 15 min, resultasse uma redugao da vitalidade de pelo
menos 10* unidades.

Resultados:

[093] As reducdes na vitalidade para varias concentracbes de

"Bactercline" estao indicadas abaixo:

Tempo de Contato e Reducio na Vitalidade

Microorganismos 15 minutos

em Teste 25% 50% 80%
Candida albicans >1,13 x 104 >1,13 x 104 > 1,13 x 104
Aspergillus niger <1,87 x 103 > 1,37 x 104 > 1,37 x 104

Conclusdes:

[094] Baseado nos resultados obtidos e nos critérios de validade
dos testes, a substancia "Bactercline" testada sob as condi¢des do tes-
te é fungicida contra Candida albicans em concentracbes de 25%,
50% e 80%, e contra Aspergillus niger em concentragdes de 50% e
80% (que se torna a concentragdo maxima testavel), depois de 15 min
de contato na presenga de albumina bovina em uma concentracéo fi-
nal de 0,3%, de acordo com o método da norma UNI-EN 1650 de ou-
tubro de 2000.
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Avaliacdo da Atividade Fungicida: Teste de Superficies (Norma UNI-
EN 13697 de dezembro de 2001):

Microorganismos:

[095] As seguintes cepas foram usadas para o teste:

Candida albicans

Aspergillus niger.

[096] As cepas testadas foram fornecidas pelo Departamento de
Medicina Experimental e Diagndéstica, Se¢do de Microbiologia, da Uni-
versidade de Ferrara.

[097] A substancia que esta sendo testada foi julgada fungicida
caso o logaritmo da atividade antimicrobiana contra as cepas microbi-
anas, obtido de acordo com a Norma Européia, fosse maior ou igual a
3, para 15 min de contato a 20°C.

Resultados:

[098] Os logaritmos das redugbes estdo indicados na seguinte

tabela:

Tempo de Contato e Logaritmo da

Atividade Antimicrobiana

Microorganismos em Teste 15 minutos

50% 100%
Candida albicans 2,02 > 3,18
Aspergillus Niger 1,14 > 3,04
Conclusdes:
[099] Baseado nos resultados obtidos e nos critérios de validade

dos testes, a substancia "Bactercline" testada sob as condi¢des do tes-
te é fungicida contra Candida albicans e Aspergillus Niger, quando
usada em uma concentracdo de 100%, depois de 15 min de contato
na presenca de albumina bovina em uma concentracao final de 0,3%,
de acordo com o meétodo da norma UNI-EN 13697 de dezembro de
2001.
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Atividade Virucida:

[0100] Os experimentos aqui descritos abaixo demonstram que o
produto Bactercline, em concentragcdes muito baixas, tem atividade
virucida contra o virus HSV-1 (virus do herpes simples 1).

Procedimento Experimental:

[0101] Varias quantidades de suspensdes virais foram prepara-
das em meio de Dulbecco modificado ((D-MEM) ao qual 1% de soro
fetal bovino (BFS) tinha sido adicionado. Uma concentragao do virus
(titulo viral) de 1 x 10° unidades formadoras de placas citoliticas
(pfu) foi usada. Diferentes quantidades de Bactercline foram adicio-
nadas a amostras diferentes, com tempos de pré-tratamento de 1 e
5 h. Suspensdes virais nido-tratadas foram mantidas como um con-
trole. Depois de um periodo de incubacao a temperatura ambiente,
todas as amostras foram diluidas até volumes conhecidos, para de-
terminar as titulacdes do virus. As titulacdes virais dos controles e
das amostras tratadas com Bactercline foram determinadas pelo
método aqui descrito abaixo.

[0102] Ao determinar a titulacido viral, calcula-se o numero de
infecciosos presentes em 1 mL de solucdo. Um método usado con-
siste em determinar o numero de placas de citélise, produzido por
uma suspensao viral suficientemente diluida e colocada em contato
com uma monocamada de células. Nesta série de experimentos, fo-
ram usadas células renais do macaco africano (Vero). As células
foram cultivadas a 37 °C, na presenca de 5% de CO, em "D-MEM"
ao qual tinham sido adicionados 10% de BFS, 1% de L-glutamina e
1% de penicilina/estreptomicina. A determinacéo do titulo foi condu-
zida em placas com 12 cavidades. Quando as culturas estavam
qguase confluentes, a colegao viral foi diluida até concentragdes co-
nhecidas em um meio que contém 2% de BFS. Para cada diluicao, 2

cavidades da placa foram inoculadas. Depois de incubar por 1 h a
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37 °C, o in6culo foi retirado e a infecgdo foi bloqueada adicionando
um meio que contém 1% de BFS e 2% de gama-globulina humana,
tendo a funcao de inibir a formagao de placas secundarias.

[0103] As culturas inoculadas foram incubadas a 37 °C por 2 di-
as, e foram monitoradas até que as placas de lise estivessem visi-
veis. Neste ponto, as células foram fixadas e coradas com violeta de
genciana. Sob um microscépio 6ptico, as placas presentes foram
contadas e esta contagem foi multiplicada pelo fator de diluigao, pa-
ra obter o titulo viral em unidades de pfu/mL.

Resultados e Discussao:

Atividade Virucida do Produto Bactercline

[0104] O produto Bactercline na quantidade de 10 e 50 microli-
tros foi colocado em contato com HSV-1, tendo um titulo viral de 1 x
10® pfu. A incubacéo foi conduzida em 1 mL de meio D-MEM ao
qual 1% de BFS tinha sido adicionado. Dois tempos de incubacgéao
diferentes foram usados: 1 h e 5 h. Depois do dado periodo de in-
cubacdo, o virus foi diluido até concentragdes de 1 x 103 e 1 x 102
pfu, e as culturas quase confluentes foram inoculadas. Como indi-
cado na Tabela 1 abaixo, as células incubadas com o virus, pré-
tratadas com Bactercline ndo tiveram placas de lise, para qualquer
dos dois tempos de pré-tratamento e qualquer uma das duas dilui-
¢oes do virus.
Tabela 1

[0105] Numero de pfu e porcentagem de inibicdo da formagao de
placas de citélise, em comparagdo com o controle, depois do pré-
tratamento de HSV-1 1 x 10 com 1 uL/mL de Bactercline. O valor foi

calculado para diluigbes de HSV-1 de 1 x 103 e 1 x 102 pfu.

Pré-tratamento de HSV-1 em um titulo de 1 x 10 com 10 pL e 50 uL do
composto que esta sendo testado:
Diluicdo do HSV-1 (1 x 102 pfu)
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Média dos | Média das | Inibicdo Média das | Inibi¢ao Titulo Viral
Controles | Amostras | da Forma- | Amostras | da Forma- | dos Con-
(pfu) Tratadas cao de | Tratadas | ¢cdo de | troles
com 10 puL | Placas com 50 | Placas
(pfu) (%) uL (pfu) | (%)
1h |[5h |1h |5h [1The5h |1h |5h |[1heb5h 1h |5h
63 |78 100 100 2,63 | 1,78
X X
10° | 10°

[0106] O titulo do virus HSV-1 dos controles, indicado na Tabela 1
acima, foi calculado multiplicando o numero médio de placas de citdli-
se pelo fator de diluigdo (10%). Como observado na Tabela 1, as amos-
tras tratadas experimentaram uma reducido de 100% na formacéo de
placas de citdlise, em comparacao com os controles.

[0107] Para ambos os tempos de pré-tratamento e ambas as dilui-
¢des do virus, houve uma reducdo quase total das particulas virais
presentes. O produto reduziu o titulo viral de cerca de 300.000 particu-
las virais presentes (no controle) para um titulo menor do que 1.000.
Assim sendo, em 1 h de contato, Bactercline diluido até 1% (10 micro-
litros/mL) causou uma mortalidade quase total das particulas virais.
Conclusdes:

[0108] Este estudo da atividade antiviral do produto Bactercline
indica que o produto tem atividade antiviral para contato direto com o
virus HSV-1, mesmo em extremas diluicbes do produto, em um tempo
de contato de 1 h.

[0109] Os experimentos conduzidos demonstraram que em um
nivel de diluigdo do produto da ordem de 1:100 consegue-se uma mor-
talidade quase total das particulas virais.

[0110] As composig¢des da invengao podem ser empregadas em

quaisquer aplicagdes nas quais se deseja conseguir um efeito antibac-
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teriano e/ou antiviral, tais como para o tratamento de superficies tais
como em ambientes para tratamento de saude (clinicas, hospitais,
etc.), particularmente pisos, paredes, mesas, mesas cirurgicas, etc.
Outra aplicagao para a qual as composi¢des da invencédo apresentam
atividade vantajosa € o tratamento de ar em varios ambientes, particu-
larmente em espacos publicos e espacos em instalacbes para trata-
mento de saude, ou outros ambientes nos quais € desejavel ter ar
quase completamente esterilizado, tais como fabricas de produtos
farmacéuticos e fabricas de processamento de alimentos. Nestas apli-
cacdes, as composicdes da invencao podem ser usadas para revestir
filtros empregados em varios tipos de sistemas de ventilagédo, para o
tratamento de espagos com dimensdes grandes ou pequenas.

[0111] De acordo com outra modalidade da invengao, sao forneci-
das composi¢des dermatologicas que contém, junto com ou no lugar
dos materiais nanocristalinos da Féormula (l):

- suspensdes fotocataliticas de TiO2, em combinagdo com prata ou um
derivado de prata e/ou cobre ou um derivado de cobre(ll), tal como
descrito, a titulo exemplificativo, no pedido de patente italiano n2
IS2005A2, depositado em 01 de setembro de 2005.
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REIVINDICAGOES

1. Compostos nanocristalinos antivirais e antibacterianos,

caracterizado pelo fato de ser da formula (1):
AOx-(L-Me™)i (1)

em que

AOy representa um 6xido metalico ou 6xido metaldide, sen-
do x = 1 ou 2; em que ditos éxidos metalicos ou 6xidos metaldide AOx
sao selecionados dentre: silica coloidal, didxido de titanio;

Me"™ é Ag*;

L é acido 4-mercaptofenil-borénico ; e

i" representa o numero de grupos L-Me"™ ligados a uma
nanoparticula de AOx.

2. Compostos nanocristalinos, de acordo com a reivindica-
cao 1, caracterizado pelo fato de que os ditos compostos nanocristali-
nos tém um tamanho de particula menor do que 40 nm, de preferéncia
menor do que 30 nm.

3. Compostos nanocristalinos, de acordo com a reivindica-
cao 2, caracterizado pelo fato de que os ditos compostos nanocristali-
nos tém um tamanho de particula menor do que 15 nm.

4. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
os compostos nanocristalinos como definido em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 3, junto com um surfactante catiénico.

5. Composicéo, de acordo com a reivindicacao 4, caracteri-
zado pelo fato de que o dito surfactante catidbnico € um sal de alquil-
amoénio, selecionado de preferéncia entre: compostos de aménio qua-
ternario, benzil C12-C14, cloreto de C1-alquilaménio, ou cloreto de ben-
zalconio.

6. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 4 ou 5,
caracterizado pelo fato de que a dita composicdo € uma solucéo

limpida.
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7. Compostos nanocristalinos, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que eles sdo ad-
sorvidos sobre a superficie de moléculas dos compostos nanocristali-
nos de um sal de alquil-aménio, selecionado de preferéncia entre:
compostos de aménio quaternario, benzil Ci2-C14, cloreto de C1-
alquilaménio, ou cloreto de benzalcénio.

8. Composig¢des dermatologicas, caracterizadas pelo fato
de que compreendem pelo menos um composto nanocristalino co-
mo definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3 ou 7, junto
com excipientes farmaceuticamente ou cosmetologicamente aceita-
veis.

9. Composig¢des dermatoldgicas, de acordo com a reivindi-
cacao 8, caracterizado pelo fato de que a dita composicao esta na
forma de um gel ou creme.

10. Composi¢des dermatoldgicas, de acordo com a reivin-
dicacdo 9, caracterizada pelo fato de que, caso a dita composicao es-
teja na forma de um gel hidrofilico, os excipientes sdo selecionados
entre: glicerina, amidopropilenoglicol, silicato de magnésio, e silicato
de aluminio; e caso a dita composicédo esteja na forma de um creme
hidrofilico, os excipientes sdo selecionados entre: surfactantes e emul-
sificantes, compreendendo, por exemplo: vaselina, parafina liquida,
alcool estearilico, estearato de polietilenoglicol, carbdxi-polimetileno e
edetato de sddio.

11. Uso de compostos nanocristalinos como definidos em
qgualquer uma das reivindicagdes 1 a 3 ou 7, caracterizado pelo fato de
ser para a preparagao de um medicamento que tem atividade antibac-
teriana e/ou antiviral.

12. Uso nao-médico de compostos nanocristalinos como
definidos em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3 ou 7, caracteriza-

do pelo fato de ser como agentes antibacterianos e/ou antivirais.
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13. Uso, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de ser como revestimentos para interiores em construcéo ci-
vil, elementos de mobilia, superficies de vidro e salas de cirurgia, e em
filtros para purificar ar ou agua.

14. Método para regeneragéo de compostos nanocristalinos
como definidos em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3 ou 7, carac-
terizado pelo fato de que compreende uma etapa de colocar os ditos
compostos nanocristalinos em contato com uma solugao de um sal de

prata(l) ou uma solugdo de um sal de cobre(ll).

Petica0 870210018862, de 26/02/2021, pég. 40/70



Fig. 1

]

‘),ﬁ-’
1,00~

0,75+

abs

0,50

0,25 -

12

—— Especiro inicial
- Egpaclro final
(4cldo 4-mercaptofenil-bordnico 40% adsorvido)

0,00

Fig. 2

o’&



2/2

—— Solugdo Inicial 1 x 10°M
wueree DBPOIS de 24 h da adigdo de 5.g de TIO,

500

Fig. 3

Fig. 4



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos

