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REIVINDICAGCOES

1) Processo, caracterizado por compreender as seguintes
etapas:

a. Insumo Ativo: Extrato de Prépolis, preferencialmente o
extrato de prépolis padronizado (EPP-AF®);

b.” Inclusdo  do 6leo de melaleuca ou alecrim ou timo no
processo extrato de prépolis;

c. Para produgédo de celulose bacteriana, segue-se o seguinte

procedimento: culturas de Acetobacter xylinum sao produzidas em

‘um tempo de cultivo de 12-140 horas a uma temperatura de 25 a 30

°C, sendo que o meio de cultura (meio Schramm-Hestrin) apresenta
a seguinte composicéo. basica: glicose 2% (m/v), peptona 0,5%
(m/v), extrato de levedura 0,5% (m/v), fosfato dissédico anidro
0,27% (m/v) e acido citrico monohidratado 0,115% (m/v);

d. Preparo dos biocurativos:

(i) A membrana de CB é retirada do meio de cultura e
devidamente tratada devidamente tratada com bases fortes para
remocao das bactérias, sendo que amostras de CB hidratadas s3o
exaustivamente lavadas para a inclusdo do Extrato Prépolis

associado ao derivado vegetal selecionado:
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(iil) Membranas de celulose bacter'iana (hidratadas ou secas)
sdo imersas em solucbes de extrato de propolis associadas ao
derivado da droga vegetal, em concentragdes de 0,1 a 99% (m/m);

(iii) Manter a solugdo em contato com a mémbrana durante o
periodo de 12 a 48 horas em temperatura ambiente (20 a 30 °C),

(iv) As membranas de CB contendo prépolis séo desidratadas
em temperatura de 20 a 40 °C até a obtencdo de uma pelicula de
celulose bacteriana contendo extrato de prépolis com aspecto
maleavel, flexivei de coloracdo ambar (claro ou escuro)
dependendo da concentragido de propolis;

(v) Em seguida as membranas de CB contendo prépolis s&o
estocadas em recipientes devidamente secos, a temperatura
ambiente;

2. Biocurativo, caracterizado por ser constituido de
membranas biolégicas, preferencialmente membrana de celulose
bacteriana, contendo diferentes concentracbes de extrato de
prépolis, preferencialmente o extrato padronizado de propolis (EPP-
AF®); associados ou ndo aos derivados vegetais de Melaleuca
(Melaleuca alternifolia) ou Alecrim (Rosmarinus officinalis) ou Timo
(Thymus vulgaris) em concentragdes de 0,1 a 99% (m/m); sendo
que tais biocurativos apresentam as atividades antimicrobianas,

frente a microrganismos gram positivos e gram negativos,
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cicatrizante, antiinflamatéria, analgésica e anestésica, além de
oferecer reconstituicdo do material tissular na integra.

3. Biocurativo, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizado pela agdo antimicrobiana do biocurativo ser
promovido pela presenca das substancias bioativas da prépolis e do
derivado da droga vegetal utilizado.

4. Biocurativo, de acordo com a reivindicagédo 2,
caracterizado pelo biocurativo liberar de forma sustentada no leito
da ferida os compostos bioativos contidos nos intersticios da rede
tridimensional da celulose.

5. Biocurativo, de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizado pela membrana de celulose bacteriana ser uma
membrana  biocompativel, apresentando propriedades de
aceleragéo'a regeneracao e cicatrizacao dos tecidos.

6. Biocurativo, de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizado peia membrana de ceiuiose bacteriana ser
transparente e dependendo da concentracio da solugéo de proépolis
empregada, apresenta coloracdo ambar.

7. Biocurativo, de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizado pela cicatrizacdo se dar sem a remogao ou troca do
biocurativo do local aplicado.

8. Biocurativo, de acordo com a reivindicagdo 2,
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caracterizado por apresentar liberacdo sustentada.

9. Biocurativo, de acordo com a reivindicagdo '2,
caracterizado por promover alivio da dor, favorecer a hemostasia, e
nao perfnitir a perda de agua,

10. Biocurativo, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado por formar uma barreira contra agentes externos com

acéo bloqueadora sobre os raios UVA e UVB.
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RESUMO

BIOCURATIVO DE LIBERACAO SUSTENTADA OBTIDO A
PARTIR DE BIOCELULOSE E EXTRATO DE PROPOLIS, BEM
COMO SEU PROCESSO DE OBTENGAO E APLICACOES
TERAPEUTICAS

A presente invencdo refere-se a biocurativos constituidos
por membranas biolégicas, contendo diferentes concentracées de
Extrato de Prépolis, associados‘ou n&o aos derivados vegetais de
Melaleuca (Melaleuca alternifolia) ou Alecrim (Rosmarinus
officinalis) ou Timo (Thymus vulgaris) ou outros derivados naturais
de interesse, sendo que tais biocurativos apresentam as atividades:
antimicrobiana, frente a microrganismos gram positivos e gram
negativos, cicatrizante, antiinflamatéria, analgésica e anestésica,
além de oferecer reconstituicdo do material tissular (reepitelizacio),
obtidos por um processo relativamente simples e de baixo custo
para producao, que tem como objetivo: auxiliar no tratamento de
feridas, lesGes de pele, queimaduras, feridas crénicas, inclusive de
pacientes diabéticos, estimular a cicatrizagdo de cirurgias, inclusive
plasticas, de cunho estético ou ndo, dentre outras patologias que
envolvam a atividade antiséptica, cicatrizante, regeneradora dos

tecidos, antiinflamatéria, analgésica e anestésica.
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BIOCURATIVO DE LIBERAGAO SUSTENTADA OBTIDO A
PARTIR DE BIOCELULOSE E EXTRATO DE PROPOLIS, BEM
COMO SEU PROCESSO DE OBTENGAO E APLICAGOES
TERAPEUTICAS
CAMPO DA INVENGAO

A presente invengéo refere-se a membranas antimicrobianas
e cicatrizantes de celulose bacteriana contendo como substancia
ativa o extrato de prépolis, associado ou nao a derivados vegetais
ou demais produtos de origem natural, destacando-se sua aplicacao
como substituto temporario da pele no tratamento de queimaduras,
lesbes de pele ou tecidos, feridas cronicas e ferimentos em geral,
ou seja, um biocurativo inédito, de alta performance, com
caracteristicas apropriadas para a indugcao do processo cicatricial,
assepsia local, agdo antiinflamatéria e analgésica, com vantagens
surpreendentes sobre os tratamentos convencionais, cuja aplicacao
néo se restringe ao campo farmaceéutico, tendo aplicagées diversas
na medicina (em suas varias especialidades), odontologia,
veterinaria, agronomia, materiais médicos ou cirurgicos, etc.
FUNDAMENTOS DA INVENGCAO

Varios estudos buscam novés formas de tratamento para a
regeneracdo de lesdes cutaneas, pois sabe-se que os tratamentos

classicos das feridas protegem a lesdo, porém ndo promovem a sua
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cura. Sabe-se ainda que, nos tratamentos convencionais, ha
necessidade de administragdes repetidas das formas farmacéuticas
para se obter éxito terapéutico, situacdo pouco pratica e muito
dolorosa. Assim, um sistema de liberagcdo sustentada capaz de
liberar o farmaco no leito da ferida pouco a pouco oferece inimeras
vantagens sobre os sistemas convencionais, especialmente em
areas lesionadas, feridas ou queimaduras, uma vez que a aplicagéo
unica do biocurativo, evita a manipulagao, dor e possibilidade de
contaminagdo da area, mantendo os niveis terapéuticos 6timos com
o minimo de flutuacdes. Atualmente, busca-se obtengcédo de
produtos que diminuam o tempo de cicatrizagdo e contaminacéo,
promovendo o alivio da dor, situagdo em que a presente invencgio
obtém éxito. |

No Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Queimaduras,
acontece um milhdo de casos de queimaduras a cada ano, 200 mil
sao atendidos em servicos de emergéncia, e 40 mil demandam
hospitalizacdo. As queimaduras estdo entre as principais causas
externas de morte registradas no Brasil, perdendo apenas para
outras causas violentas, que incluem acidentes de transporte e
homicidios.

A pele integra é a primeira e principal barreira contra a

invasac bacteriana, mas em pacientes queimados a pele esta
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destruida, e consequentemente o tecido subjacente exposto € um
excelente meio para o desenvolvimento bacteriano. A ocorréncia de
infecgdes €, portanto, um dos maiores problemas em queimaduras,
ressaltando-se que a septicemia esta envolvida em cerca de 50%
das mortes decorrentes de lesées por queimaduras.

No que se refere ao tratamento de feridas (queimaduras,
Ulceras varicosas, areas doadoras de enxerto) ainda hoje é
necessario um grande avango para minimizar os sofrimentos do
paciente.

Os tratamentos classicos das feridas (ataduras, gaze, por
exemplo) protegem a lesdo, mas ndo promovem a cura, além de
gerar excelentes. condigbes para a proliferacdo de germes,
requerendo frequentes trocas, prejudicando, portanto, o processo
de cicatrizacdo. Almeja-se a produgdo de novos curativos que
proporcionem além da protecédo da ferida, um efeito terapéutico que
auxilie no processo de cura.

As principais caracteristicas de um substituto ideal da pele
sao: aderéncia, permeabilidade ao vapor de agua, elasticidade,
durabilidade, constituir uma barreira as bactérias, ndo ser
antigénico, ter agcdo hemostatica, ser de facil aplicacdo e manuseio

e, finalmente, ser de baixo custo (WOUK et al., 1998).
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Atualmente o tratamento de feridas crénicas tem sido
realizado por diferentes tipos de materiais (hidrogéis, hidrocoldides,
membranas sintéticas ou bioldgicas), como: Epicel® - Genzyme
Biosurgey (US$ 18,90/cm?), Alloderm® - LifeCell Inc. (US$
10,60/cm?), Apligraf® - Organogenesis Inc. (US$ 25,60/cm?),
Biobrane® - Mylan Lab. (US$ 0,90/cm?), Integra® - Integra
LifeScience Gorp. (US$ 6,00/cm?), sendo que destas, as ftrés
primeiras séo relacionadas a derme de cadaver e colageno bovino
adicionado de queratindcitos e fibroblastos, e as duas ultimas sao
de origem sintética, como (i) nylon e silicone e (i)
glicosaminoglicanas e silicone. Biomateriais importados, que
encarecem o processo de tratamento, além de muitos deles
apresentarem baixo nivel de aderéncia ao leito da ferida, e também
requerem trocas frequentes, além da possibilidade de
contaminacéo. |

Além dos anteriormente apresentados, utiliza-se compostos a
base de prata para tais tratamentos, como pomadas e cremes a
base de sulfadiazina de prata, além de prata nanoparticulada, como
observado no pedido de patente PI0513967-8. Muito embora os
resultados desses materiais sejam satisfatérios, uma limitagéo
ocorre, pois, se trabalha com particulas de metais que podem ser

téxicas ao organismo humano.
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As membranas/peliculas de celulose bacteriana (CB) tém
surgido como o curativo mais eficiente, pois possui propriedades
superiores quando comparado aos demais, além de apresentar um
custo extremamente menor. As vantagens em se utilizar a pelicula
de CB como um curativo biolégico tem se confirmado em mais de
300 tratamentos (CZAJA, et al., 2007).

Membranas de biocelulose podem ser obtidas pela biosintese
da bactéria Acetobacter xylinum em meio de cultura estatico que
apresentem como fonte nutricional glicose. Membranas de CB sao
obtidas na forma de um hidrogel altamente hidratado (99% agua),
sendo quimicamente pura (livre de lignina, hemicelulose, e
pectinas). Apresenta cadeias de celulose nanométrica, organizadas
em um arranjo estrutural tri-dimeinsional, o qual gera um sistema
altamente cristalino (60-80%), com éxcelente forca mecanica. Essa
rede de fios nanométricos lhe confere enorme area superficial,
surpreendente capacidade de absorgdo e retencdao de agua, boa
elasticidade, além de ser faciimente moldavel, caracteristicas
desejadas para um curativo ideal. E um produto biodegradavel,
biocompativel, atoxico e nao alergénico.

Apesar de a celulose bacteriana atuar como curativo na
cicatrizacéo de feridas crénicas e queimaduras, sua aplicagdo em

feridas contaminadas € limitada, j4 que ela ndo possui atividade
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antimicrobiana.

Entretanto, como a CB é obtida “in natura” na forma de um
hidrogel altamente intumescido e poroso, uma possibilidade trata-se
da insercdo de compostos organicos/inorganicos em sua estrutura
com a finalidade de produzir a atividade desejada.

Com o objetivo de produzir um biocutativo que atue com a
mesma eficacia dos outros materiais outrora desenvolvidos, e ainda
com a vantagem de ter sua origem natural, uma possibilidade trata-
se da incorporacéo de propolis a membranas de CB, produzindo um
novo biocurativo.

Atualmente tem sido identificados mais de 300 bonstituintes
da propolis, sendo que a maioria € composta por polifendis como os
flavondides, acidos fendlicos e ésteres, aldeidos, cétonas e outros.
A propolis tem sido utilizada desde tempos antigos. De maneira
geral, ela é elaborada pelas abelhas a partir de resinas de broto,
botbes florais e outras partes de tecidos vegetais. A prépolis bruta
encontra-se no estado soélido é temperatura ambiente e suas
propriedades fisicas variam de uma amostra para outra, implicando
a uma elevada variacdo de seus principios ativos e apresentando
uma composicao quimica variada e complexa, dependendo do local
onde a propolis €& colhida. Sabe-se que as propriedades

antimicrobiana e a imunomoduladora da prépolis ndo variam com a
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sua época de colheita, todavia é importante saber sobre a
concentragao dos principios ativos e a padronizagdo dos mesmos
para a preparagao de uma forma farmacéutica cujo principio ativo é
de origem vegetal. Dentre os compostos da prépolis que
apresentam propriedades farmacolégicas destacam-se os
flavonoides (flavonas, flavondis e flavononas), os quais se
caracterizam por apresentarem em suas estruturas quimicas pelo
menos um anel aromatico ligado diretamente a uma ou mais
hidroxilas. Suas propriedades sdo explicadas, em parte, pela
capacidade de protegao contra a acdo agressiva dos radicais livres.
Ha deécadas diversas atividades biolégicas tém sido atribuidas a
propolis, destacando-se a atividade antibacteriana, antiviral,
antifungica, antiinflamatéria. anticarcinogénica, anestésica,
citostatica, imunoestimulahte e cicatrizante. Portanto, os compostos
bioativos da propolis sdo agentes -Vbacteriostéticos, pois diminuem o
crescimento de microorganismos patogénicos e bactericidas, ja que
em muitos casos, matam tais. microrganismos, bem como a
penetragdo dos mesmos no organismo evitando infeccées invasivas
e retardo no processo de cura de queimaduras. A prépolis € uma
boa alternativa para use antimicrobhiano em queimaduras, pois ela

nao apresenta toxicidade aguda e seus compostos s&o
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biodegradaveis, fator que é importante quando se fala em questdes
ambientais.

Portanto, aliar as propriedades antimicrobianas da prépolis
aos curativos mostra ser uma interessante for.ma de tratamento de
Ulceras de pressédo, lesGes, feridas e queimaduras. Ja existe no
mercado um curativo hidrossoltivel impregnado de prépolis, o qual &
comercializado como gaze ndo aderente. Sua indicacdo é para
queimadura de segundo grau superficial ou profunda, para uso em
area doadora e receptora de enxertos dermo-cutaneos e em lesées
traumaticas, porém a presente proposta se mostra muito mais
poderosa em fungdo da capacidade de absorcdo das
biomembranas com relacdo a0 extrato de propolis, as
caracteristicas do biocurativo no tecido lesado, j4 que esta
membrana apresenta flexibilidade, aderéncia, &€ permeavel ao
oxigénio dando todas as condicées ideais para a estimulacdo da
repitelizagéo tissular, além da possuir além das caracteristicas das
biomembrana anteriormente citadas, as propriedades
impressionantes da prépolis, quais sejam, sua atividade
antimicrobiana, cicatrizante, antiinﬂamat(’)ria, analgésica e
anestésica, dentre outras que nio se aplicam ao presente caso.

O meétodo de aplicagdo desses curativos segue um

procedimento padréo que compreende as seguintes etapas:
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a) assepsia do local da lesdo com anti-séptico;

b) remocéao do tecido desvitalizado; |

c) posigcao do curativo sobre a area lesada;

d) retirar as bolhas de ar e 0 excesso de sangue com gazes
embebidas por scro fisiolégico, para aumentar a aderéncia do
curativo a pele;

e) aplicagao do curativo;

No entanto, os curativos convencionais devem ser
substituides a cada 12 ou 24 horas, devido a quantidade de
secrecdo e exsudado produzida. Portanto, eles apresentam
desvantagens quanto ao método de aplicacdo e a frequéncia
necessaria de troca de curativo, o que ndo acontece na invencéo
ora requerida, ia que nao requer substituicdo, é caracterizado como
um sistema de liberacao sustentado de prépolis, mantendo assim
niveis o6timos de principios ativos nas primeiras horas do
tratamento, além de ser permeavel e ndo manter excesso de
exsudatos na regido, que dificultam o processo cicatricial.

Ha na literatura uma série de pesquisas envolvendo
biocurativos e outras formas farmacéuticas, sendo que tais
pesquisas refletem a importancia atual de se buscar formas de
evitar uma proliferagdo microbiana em processos infecciosos ou

como medidas profilaticas de assepsia. Atualmente, para o
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tratamento de feridas cronicas, merece deétaque a nitrofurasona e a
sulfadiazina de prata, sendo que esta ultima apresenta amplo
espectro de acao.

Todavia ambos os medicamentos podem proporcionar
reagGes adversas e ter algumas desvantagens. A nitrofurasona, por
exemplo, causa dermatite alérgica de contato e pode ter seu efeito
reduzido na presenca de sangue e matéria organica. Ja a
sulfadiazina pode proporcionar sensacdo de queimadura, urticaria,
prurido e necrose cutanea. Por apresentar pouca solubilidade em
agua, sua absorcao também é limitada.

Nesse sentido, persiste a necessidade de um biocurativo
que tenha ag&o antimicrobiana, o que impediria a formacdo de
biofilmes infectados quando bactérias s&o aderidas na superficie da
pele; possua caracteristicas préximas a da pele, que seja eficiente,
que acelere o processo de regeneracgio tecidual e que necessite de
menor frequéncia de troca. O biofime & uma carga metabdlica
imposta pela bactéria no leito da ferida. Além de competir com as
células normais por oxigénio e nutrientes, a presenca do biofilme
compromete e lentifica varias fases do processo de cura da ferida.
Dai a importdncia de evitar sua formacdo em processos

regenerativos.
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Por outro lado, alguns documentos de patentes revelam
composi¢cOes a base de prépolis impregnadas em materiais téxteis
ou fitas para a cicatrizagdo de feridas, conforme pode ser
observado através dos documentos RU2319487 e CN2912647. No
entanto estes documentos, ao contrario do invento ora proposto,
nao utilizam a celulose bacteriana em conjunto com a prépolis, cuja
combinagédo apresenta eficiéncia no tratamento e cicatrizacdo de
lesbes em peles ou tecidos, como queimaduras, Ulceras de
pressao, feridas crénicas, entre outras, sem a proliferacdo de
bactérias. A vantagem do uso da celulose bacteriana esta em seu
aspecto transparente e na ndo necessidade de troca do curativo,
bem como por apresentar liberacdo sustentada.

OBJETIVOS DA INVENCAO

Mais especificamente, a presente invengéo se caracteriza por
biocurativos, constituidos por membranas biolbgicas,
preferencialmente membrana de celulose bacteriana, contendo
diferentes concentragées de Extrato de Prépolis, preferencialmente
o extrato de propolis padronizadé (EPP-AF®), associados ou nio
aos derivados vegetais de Melaleuca (Melaleuca alternifolia) ou
Alecrim (Rosmarinus officinalis) ou Timo (Thymus vulgaris) ou
outros derivados naturais de interesse, sendo que tais biocurativos

apresentam as atividades: (i) antimicrobiana, frente a
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microrganismos gram positivos € gram negativos, (ii) cicatrizante,
(iii) antiinflamatéria, (iv) analgésica e anestésica, além de oferecer
reconstituicdo do material tissular (reepitelizagdo), obtidos por um
processo de obtengdo relativamente simples e de baixo custo para
producgédo, que tem como objetivo: auxiliar no tratamento de feridas,
lesbes de pele, queimaduras, feridas cronicas, inclusive de
pacientes diabéticos, estimular a cicatrizagdo de cirurgias, inclusive
plasticas, de cunho estético ou nao, dentre outras patologias que
envolvam a atividade antiséptica, cicatrizante, regeneradora dos
tecidos, antiinflamatéria, analgésica e anestésica, como
previamente informado. A presente invencdo ndo se restringe ao
campo farmacéutico, tendo aplicagbes diversas na medicina (em
suas varias especialidades), odontologia, veterinaria, agronomia,
materiais médicos ou cirdrgicos, etc.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 apresenta a Espéctroscopia Vibracional na Regiao
do Infravermelho de: a) Prépolis; b) CB e c) CB hidratada contendo
prépolis.

A figura 2 llustra o Difratograma de Raios X de: a) CB; b) CB
hidratada contendo 1,2% prépolis; b) CB hidratada contendo 2,4%

propolis; b) CB hidratada contendo 3,6% propolis.
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A figura 3 demonstra a Microscopia Eletrénica de Varredura
de: (a) CB; (b) CB contendo prépolis.

A figura 4 ilustra Marcador quimico p-cumarico.

A figura 5 ilustra o Marcador quimico isosakuranetina.

A figura 6 ilustra o Marcador quimico artepelin c.
DESCRIGAO DA INVENCAO

O invento refere-se a membranas biolégicas antimicrobianas e
cicatrizantes, preferencialmente c;e celulose bacteriana, contendo
como substancia ativa o extrato de prépolis, preferencialmente o
extrato padronizado de prépolis (EPP-AF®), associado ou nio a
derivados vegetais ou demais produtos de origem natural,
destacando-se sua aplicagdo como substituto temporario da pele no
tratamento de queimaduras, lesées de pele ou tecidos, feridas
crénicas e ferimentos em geral, ou seja, um biocurativo inédito, de
alta performance, com caracteristicas apropriadas para a inducéo
do processo cicatricial, assepsia local, acdo antiinflamatéria e
analgésica, com vantagens surpreendentes sobre os tratamentos
convencionais.

O processo de obtengéd da invencao ora requerida,
caracteriza-se pelas seguintes etapas:

a. Insumo Ativo: Extrato de Prépolis, preferencialmente o

extrato padronizado de prépolis (EPP-AF®);
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b. Solubilizagdo do 6leo de melaleuca ou alecrim ou timo ou
outro derivado de origem vegetal ou natural que possa agregar
atividade de interesse no produto (em concentracdo que pode variar
de 0,1 a 99%, conforme a necessidade), no extrato padronizado de
prépolis previamente apresentado, com auxilio de algum adjuvante,
se necessario (emulsionante, solubilizante, ou outro);

c. Para producgao de celulose bacteriana, segue-se o seguinte
procedimento: culturas de Acetobacter xylinum sao produzidas em
um tempo de cultivo de 24-140 horas a uma temperatura de 25 a 30
°C. O meio de cultura (meio Schramm-Hestrin) apresenta a seguinte
composicéo basica: glicose 2% (m/v), peptona 0,5% (m/v), extrato
de levedura 0,5% (m/v), fosfato dissédico anidro 0,27% (m/v) e
acido citrico monohidratado 0,115% (m/v).

d. Preparo dos biocurativos:

() A membrana de CB é retirada do meio de cultura e
devidamente tratada com bases fortes para remogédo das bactérias.
Amostras de CB hidratadas séovexaustivamente lavadas para a
inclusdo do Extrato de Prépolis, preferencialmente o extrato de
prépolis padronizado (EPP-AF®) associado ao derivado vegetal
selecionado.

(ii) Membranas de celulose bacteriana (hidratadas ou secas)

s&o imersas em solucdes de Extrato de Prépolis, preferencialmente
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o extrato de propolis padronizado (EPP-AF®), associadas ao
derivado da droga vegetal, em concentracées de 0,1 a 99% (m/m);

(i) Manter a solugcdo em contato com a membrana durante o
periodo de 12 a 48 horas em temperatura ambiente (20 a 30 °C);

(iv) As membranas de CB contendo prépolis sdo desidratadas
em temperatura de 20 a 40 °C até a obtencdo de uma pelicula de
celulose bacteriana contendo extrato de prépolis com aspecto
maleavel, flexivel de coloragdo ambar (claro ou escuro)
dependendo da concentracdo de pfépolis.

(v) Em seguida as membranas de CB contendo prépolis séo
estocadas em recipientes devidamente secos, a temperatura
ambiente.

Na membrana de celulose bacteriana da presente invencgéo, a
agado antimicrobiana do biocurativo € promovido pela presenca das
substancias bioativas da prépolis» e do derivado da droga vegetal
utilizado, de acordo com o perfil quimico e padronizagdo dos
compostos da prépolis conforme descrito na patente (P10405483-0).
Quando em contato com a ferida, o biocurativo libera de forma
sustentada (figura 3) no leito da ferida os compostos bioativos
contidos nos intersticios da rede tridimensional da celulose. A

membrana de celulose bacteriana deve ser previamente umedecida
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em soro fisiolégico, preferencialmente para uso tépico em feridas
crénicas e queimaduras.

E importante salientar que o uso da propolis e de derivados
das drogas vegetais tem inUmeras vantagens, pois 0s mesmos nhao
sao toxicos, além de nao induzirem resisténcia microbiana, ao
contrario do que acontece com os antibidticos convencionais.
Devido a prescricdo ampla e indiscriminada de antibiéticos, os
patégenos tém se tornado cada vez mais resistentes as agdes de
tais agentes. A propolis e os derivados vegetais, portanto, sdo
agentes profilaticos e terapéuticos muito uteis na prevencao da
colonizagao de feridas por microorganismos (gram positivos e gram
negativos) os quais, quando presentes nos ferimentos, lesées ou
queimaduras, retardam o processo cicatricial e, portanto, a cura.

Sendo a membrana de celulose bacteriana uma membrana
biocompativel, ela também apresenta propriedades de acelerar a
regeneracao e cicatrizacdo dos tecidos. Por ser transparente, é
possivel acompanhar a evolugédo do processo de cura sem remover
o curativo. Apesar da concentragéo de prépolis usada, quanto mais
concentrada a solugédo de prépolis empregada, mais intensa fica a
cor ambar caracteristica do biocurativo, entretanto o mesmo
permanece com boa transparéncia, permitindo a avaliacdo do

processo cicatricial sem a remog¢ao do mesmo do local aplicado.
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Uma das vantagens desses biocurativos €& que eles
apresentam liberagédo sustentada, uma vez na pele, ndo precisam
ser trocados, diferente dos curativos utilizados atualmente. Durante
todo o processo de cicatrizagdo, a membrana CB contendo prépolis
permanece sobre a pele e a medida que ocorre a regeneracao
tecidual, ha desligamento da superficie cutanea. Além disso, em
casos de queimaduras de priméiro, segundo e terceiro grau, a
aplicacdo da membrana CB contendo prépolis promove alivio da
dor, favorece a hemostasia, nao permite perda de agua, forma uma
barreira contra agentes externos e tem acédo bloqueadora sobre os
raios UVA e UVB.

Essas propriedades tornam a membrana utii ndo sé no
tratamento de feridas crénicas e queimaduras, mas também em
outras patologias que envolvem dificuldade de cicatrizacdo e
regeneragéo de tecidos, tais como diabetes, areas doadoras de
enxerto e outras. Em pacientes idosos, a presente invencao mostra
ter um importante efeito, pois tais pacientes apresentam uma maior
dificuldade fisiolégica no processo de cicatrizacdo devido a idade
avancada.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1 — Biocurativos de Celulose Bacteriana contendo

Extrato de Prépolis e/ou derivado de origem vegetal ou natural
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Os biocurativos foram obtidos conforme descrito abaixo:

a. Insumo Ativo: Extrato de Prépolis, preferenciaimente o
extrato de propolis padronizado (EPP-AF®), caracterizado quimica e
biologicamente, como descrito no processo de patente (P10405483-
0), em diversas concentragcdes e diluicbes. O extrato propolis
utilizado foi fornecido pela empresa Apis Flora Indl. Coml. Ltda.,
sendo que o mesmo foi obtido apds criterioso estudo da matéria-
prima proveniente de diferentes regides do Brasil;

b. Solubilizagdo do 6leo de melaleuca (Melaleuca alternifdlia)
ou alecrim (Rosmarinus officinalis) ou timo (Thymus vulgaris) ou
Babosa (Aloe vera) ou outro derivado de origem vegetal ou natural,
no extrato padronizado de prépolis previamente apresentado (a fim
de melhorar a performance dos biocurativos de prépolis ou
acrescentar outras atividades biolégicas ao mesmo);

c. Para producéo de celulose bacteriana, segue-se o seguinte
procedimento: culturas de Acetobacter xylinum s&do produzidas em
um tempo de cultivo de 24-140 ho;as a uma temperatura de 25 a 30
°C. O meio de cultura (meio Schramm-Hestrin) apresenta a seguinte
composigao basica: glicose 2% (m/v), peptona 0,5% (m/v), extrato
de levedura 0,5% (ml/v), fosfato dissédico anidro 0,27% (m/v) e
acido citrico monohidratado 0,115% (m/v);

d. Preparo dos biocurativos:
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(i) A membrana de CB ¢é retirada do meio de cultura e
devidamente tratada com bases fortes para remocdo das bactérias.
Amostras de CB hidratadas sdo exaustivamente lavadas para a
inclusdo do Extrato Padronizado de Prépolis (EPP-AF) associado
ao derivado vegetal selecionado.

(i) Membranas de celulose bacteriana (hidratadas ou secas)
sdo imersas em solugdes de Extrato de Prépolis, preferencialmente
o extrato de propolis padronizado (EPP-AF®), associadas ao
derivado da droga vegetal, em concentragdes de 0,1 a 99% (m/m);

(iii) Manter a solugdo em contato com a membrana durante o
periodo de 12 a 48 horas em temperatura ambiente (20 a 30 °C);

(iv) As membranas de CB contendo prépolis sdo desidratadas
em temperatura de 20 a 40 °C até a obtencdo de uma pelicula de
celulose bacteriana contendo extrato de prépolis com aspecto
maleavel, flexivel de coloragéo ambar (claro ou escuro)
dependendo da concentragéo de propolis.

(v) Em seguida as membranas de CB contendo prépolis séo
estocadas em recipientes devidamente secos, a temperatura
ambiente;

EXEMPLO 2 — Caracterizacdo Quimica dos Biocurativos —

membranas de celulose bacteriana contendo Extrato de Propolis

Os biocurativos (compésitos) descritos no exemplo 1, foram
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caracterizados por espectroscopia vibracional na regido do infra-
vermelho (FT-IR), difratometria de raio-x (DRX), microscopia
eletrénica de varredura (MEV), entre outras. A Espectroscopia
Vibracional na Regido do Infravermelho permite a identificacéo
qualitativa de grupos funcionais presentes nos compésitos
desenvolvidos. A figura 1 apresenta espectro de Infravermelho
representativo para a prépolis, CB e uma membrana hidratada de
CB contendo prépolis, respectivamente. ~Algumas bandas que
caracterizam a propolis no espectro de 1V, sdo absorgées referentes
a presenca de ligagdo dupla C=C (vmax 1641 cm-1), de grupos
carboxila (vmax 1703 cm-1) e hidroxila (vmax 3487 cm-1). As
principais atribuicbes que caracterizam a CB sdo: 3500 cm™:
estiramento OH; 2900 cm™: estiramento CH de alcanos e
estiramento assimétrico CH,; 2700 cm™: estiramento simétrico CH,;
1640 cm™": deformagdo OH; 1400 cm™; deformacgdo CH,; 1370 cm™:
deformagédo CHs; 1340 cm™: deformacdo OH e 1320-1030 cm™:
deformagado CO. Basicamente as membranas de CB contendo
préopolis apresentam espectros que podem ser considerados como
a soma do espectro da CB e prépblis, evidenciando a formacéao de
um material compésito. A banda localizada ao redor de 1703 cm™
caracteristica de grupos carboxila (vmax 1703 cm-1), presente

exclusivamente na propolis, €& observada claramente nas
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membranas de CB contendo prépolis. A figura 2 mostra o
Difratograma de raios X para a CB e CB contendo prépolis. Os
picos observados em 15 e 22,5 °C referem-se a CB, referentes as
contribuicbes das fases 1a e 1B. Pode se inferir que devido a
presenga da prépolis na CB, ocorre uma mudanca no perfil do
difratograma, ou seja, uma diminuigcdo gradual na cristalinidade da
CB com o aumento da concentragao de prépolis. As figuras 3 (a) e
(b) apresentam resultados de Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) para CB e membrana de CB contendo prépolis. A figura 3 (a)
mostra a morfologia da superficie da CB, que é caracterizada por
uma malha compacta, formada por uma rede bem entrelacada de
fibras longas de ordem nanométrica (“nanoceluloses”). A figura 3
(b) referente a CB contendo prépolis mostra o recobrimento
homogéneo das fibras de CB, que pode ser atribuido a presenca da
prépolis. A caracterizagao do perfil quimico qualitativo e quantitativo
da prépolis nos biocurativos ndo esta apresentada neste pedido por
ja ter sido descrito no processo de patente do Extrato Padronizado
de Propolis (EPP-AF®) (Pl 0405483-0 — Publicado na Revista de
Propriedade Industrial n. 1778 de 01/02/2005) — insumo ativo dos

presentes biocurativos.
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EXEMPLO 2 — Biocurativos de Celulose Bacteriana contendo

Extrato Padronizado de Proépolis (CB-propolis) de Liberacédo

Sustentada

Para a avaliagao do perfil de liberagdo do extrato padronizado
de préopolis (EPP-AF®) dos biocurativos utilizou-se um Dissolutor
Sotax AT7 smart equipado com o aparato 5 - pa sobre disco,
aparato este previsto pelas farmacopéias americanas e européias
para avaliacdgo da liberacdo de farmacos em sistemas
transdérmicos. Para o meio de dissolugao a temperatura indicada
pela literatura € 32 + 0,5 °C, pH 5,0 a 6,0 e rotacao das pas a 100
rom. (SIEWERT et al, 2003). Estipulou-se também um volume
minimo de meio para cuba, sendo este 500 mL. De acordo com as
condi¢bes sink determinadas a partir da solubilidade do extrato de
prépolis utilizado na produgao das biomembranas e o volume
minimo de 500,0 mL em cada cuba, utilizou-se o meio 50% de
etanol/tampéao fosfato pH 6,0. Realizou-se a desgaseificacao do
meio logo apds seu preparo, para que bolhas de ar nao
interferissem na taxa de dissolucao, alterando assim, os resultados.
As amostras de todas as biomembranas foram cortadas em 4,0 cm
de didametro e adaptadas ao aparato de forma a permanecer com
uma superficie de liberagdo em contato com o meio. Durante o teste

de dissolugéo, aliquotas de 5,0 ml foram retiradas com o auxilio de




10

15

20

23/26

uma pipeta graduada de 5,0 ml, nos seguintes tempos: 10min,
30min, 1h, 2h, 3h, 6h e 24h. Lembrou-se sempre de adicionar a
mesma quantidade de meio logo apds a retirada, para manter o
volume constante. Para analise das amostras em cromatografia
liquida de alta eficiéncia, prepararam-se as aliquotas de modo a
obter solugées com concentragdes ideais para injecao em CLAE.
Os resultados obtidos estdao apresentados nas figuras 4, 5 e 6, e
demonstram, através dos marCadores escolhidos para esse ensaio,
quais sejam, acido p-cumarico (composto polar), isossakuranetina
(flavondide) e artepellin C (composto apolar) que os biocurativos,
independente das concentragcdes de prépolis dos compésitos,
apresentam liberacdo sustentada, demonstrando que os
biocurativos ndo precisam ser reaplicados, ou seja, apresentam a
imensa vantagem de nao precisarem de troca, evitando transtornos
para os pacientes e alivio da dor.

EXEMPLO 3 — Atividade Antimicrobiana dos Biocurativos de

CB-prépolis
Estudos mostram que microorganismos como
Spaphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e

Enterobactérias sdao patégenos importantes em infecgdes de feridas
cirirgicas e de queimaduras. Dentre tais microorganismos, avaliou-

se a atividade antimicrobiana das membranas CB-propolis em
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cepas de Staphylococcus aureus — ATCC 25923, S. aureus MRSA
(meticilina resistente) ATCC 43300 e Staphylococcus epidermidis
ATCC 14990, figura 4, sendo que tais microrganismos se
mostraram sensiveis aos biocurativos de celulose bacteriana
contendo Extrato Padronizado de Préopolis (EPP-AF®) nas
concentragdes de propolis contidas nos biocurativos e formaram-se
halos de inibigdo demonstrando a 'atividade dos biocurativos nesses
sistemas. A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos biocurativos
foi realizada em duplicata, utilizando o método da difusdo em agar
preconizado pelo CLSI (NCCLS, 2003b), frente aos seguintes
microrganismos: S. aureus ATCC 25923, S. aureus (MRSA) ATCC
43300, S. epidermidis ATCC 14990, K. pneumoniae ATCC 10031,
P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922. Foi preparada
uma suspensao de cada microrganismo (cultura de 24 horaS) em
solucéo fisiolégica a 0,85% com turvagao equivalente a escala 0,5
de McFarland (aproximadamente 1.108UFC/ml). As suspensfes
foram medidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
625nm considerando as absorbancias entre 0,08 a 0,1. Com o
auxilio de um swab de algodao esterilizado, cada suspensao foi
semeada em placas de Petri (90x15mm) contendo agar Mueller
Hinton. Os biocurativos cortados em discos foram distribuidos em

pontos equidistantes na superfiéie do agar Mueller Hinton. Em
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seguida, 5ul de solugdo fisioldgica a 0,85% esterilizada foram
adicionados na superficie de cada biocurativo. As placas foram
incubadas a 36 °C por 18 horas. Apés o periodo de incubacéo, os
halos de inibicdo foram mensurados com o auxilio de uma régua
milimetrada. Além disso, o estudo também foi realizado paré alguns
outros derivados vegetais, como melaleuca (Melaleuca alternifélia),
romé& (Punica granatum) e barbatimdo, demonstrando que a
melaleuca apresenta poderosa acio frente aos microrganismos
gram negativos, enquanto os demais demonstram atividade frente
aos gram positivos.

EXEMPLO 4 — Atividade Cicatrizante da CB-prépolis

O extrato Padronizado de Prépolis (EPP-AF®), ja foi
extensivamente estudado quanto as suas atividades bioldgicas,
como: atividade antioxidante, antimicrobiana, cicatrizante,
antiinflamatoria, analgésica e anestésica, antiviral, etc. como ja
descrito na patente do Extrato Padronizado de Prépolis (EPP-AF®),
insumo ativo da presente invencao (Pl 0405483-0 — Publicado na
Revista de Propriedade Industrial n. 1778 de 01/02/2005), além dos
dados ja apresentados na patente do mesmo insumo ativo em uma
aplicacao particular da invencgao: “Gel termorreversivel de liberacédo
sustentada contendo extrato padronizado de prépolis (EPP-AF®) e

respectivo processo de fabricacdo, com atividade anti-séptica e
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cicatrizante para tratamento de queimaduras, lesdes de pele e
outros”, onde demonstra-se a aplicagdo relativa a inducdo da

cicatrizagcado do insumo ativo.
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