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GEL ESPERMICIDA A BASE DE OLEO DE Myroxylon peruiferum
Campo dainvencgéo

[001] O presente pedido de patente trata de um gel espermicida a base de composto
de extratos de plantas da caatinga, objetivando um elevado grau de imobilizacao de
espermatozoides. A presente invencao se situa no campo da Biotecnologia aplicada

a Reproducéo humana e produtos de uso humano.
Fundamentos da invencgéo

[002] De acordo com informativo da OMS em 2011, 16 milhdes de partos, (11% dos
nascimentos do mundo) sdo de mulheres na faixa etaria entre 15 e 19 anos. Essa
afirmacao reitera a relevancia da gestacédo nao planejada na adolescéncia como
assunto impactante na saude publica brasileira. Além de probleméticas econémicas e
psicossociais adolescentes ndo possuem um desenvolvimento do sistema reprodutor
ideal para passar pelo periodo gestacional e posterior parto, devido a isso diversas
complicacdes obstétricas podem ser observadas nesses casos, que acarretam
adversidades para a mae e o recém-nascido (YAZLLE, 2007)

[003] Diante desse cenario é incontestavel a implementacdo de métodos
contraceptivos acessiveis e de facil utilizacdo para adolescentes sexualmente ativas,
especialmente aquelas pertencentes a grupos sociais vulneraveis. As cifras
epidemiologicas obtidas na ultima década no Brasil, registradas pelo Sistema de
Informacgdes sobre Nascidos Vivos (SINASC) e do Sistema Unico de Saude (SUS)
estimulam o uso e principalmente a producdo de novas metodologias preventivas a
gravidez (OLIVEIRA, 2012).

[004] Variados métodos contraceptivos sé@o citados na literatura médica e servem
como alternativa para impossibilitar uma gestagéo sem planejamento. Esses métodos
variam desde a classe, forma de atuacao e quanto a efetividade. Isto posto, existem
guatro grandes classes de contraceptivos, os naturais, conhecidos também como
meétodos comportamentais, 0os hormonais, o0s cirargicos, os intrauterinos (DIU) e os
métodos de barreira (GOMEZ et al. 2007).
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[005] Os contraceptivos de barreira sdo aqueles produtos ou substancias capazes
de impedir a fertilizacdo do Ovulo pelos espermatozoides, funcionam por meio de
barreiras fisicas ou quimicas. Os mais utilizados sdo os métodos fisicos, como o
preservativo masculino, que consiste em uma membrana que envolve o pénis durante
a relacdo sexual, com funcao de reter o sémen impedindo seu contato com a vagina
e uma possivel fecundacdo. Outro método fisico utilizado é o diafragma vaginal, que
impedem a entrada dos espermatozoides no Utero também através da criacdo de uma
barreira (GOMEZ et al. 2007). Os métodos de barreira quimicos s&o compostos pelos
espermicidas vaginais, elaborados nas formas de cremes, géis, aerossois e
espumantes (BATAR, 2010).

[006] Os espermicidas séo produtos utilizados para prevenir a fecundacao por meio
da morte ou imobilizacdo das células espermaticas, impedindo o encontro deles com
o oocito (GRIMES et al. 2005). Espermicidas sdo considerados métodos
anticoncepcionais de facil acesso e baixo custo, a principal desvantagem atribuida a
esse contraceptivo esta relacionada com o composto predominantemente utilizado
para sua elaboracdo. O Nonoxynol-9 esta presente na maior parte dos espermicidas
comercializados, esse composto é capaz de gerar efeitos irritativos cervicais e
vaginais, podendo favorecer o surgimento de microrganismos infecciosos e/ou o
aumento da proliferacdo de microrganismos préprios dessa microbiota, como 0s
lactobacilos (P. OJHA; MAIKHURI; GUPTA, 2003); (SCHREIBER et al. 2006).

[007] O desenvolvimento de espermicidas € uma demanda atual, devido aos
maleficios atrelados aos produtos atualmente encontrados no mercado, em razao
disso elaboracbes como (KR100227773B1, depositado na Coreia do Sul em 1999), a
base de betaina e 6xidos de amina e (KR20200119829A, depositada na Coreia do Sul
em 2018) a partir de utilizagéo de alquil-fenoxi-polietoxi-etanol e biocida de guanidina
vém sendo desenvolvidos, permanecendo riscos anteriores e seus possiveis efeitos

colaterais a mucosa vaginal.
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[008] Alguns outros espermicidas vém sendo desenvolvidos, a exemplo do
dispositivo de diafragma com propriedades espermicidas (AU620350B2, depositado
na Australia em 1992), ainda ndo sendo tdo eficiente, podendo causar irritagdes na

mucosa vaginal devido a sua composicao a base de um elastébmero termoplastico.

[009] Isto posto, é indiscutivel a imediata necessidade de substituicdo destes
agentes irritativos por outras possibilidades seguras e eficazes, como a utilizacéo de
plantas como base para contraceptivos. Varios medicamentos a base de vegetais sao
descritos na literatura em todo o mundo como fatores regulatérios da fertilidade desde
os tempos antigos (KUMAR, D; KUMAR, A; PRAKASH, O, 2011).

[0010] Visto que agentes sintéticos para controle de fertilidades comumente produzem
efeitos colaterais como distarbios hormonais, hipertensdo, aumento no risco de se
desenvolver um cancer e do ganho de peso (GOLDZIEHER.; ZAMAH, 1995), avancos
farmacéuticos com o uso de plantas vém ganhando cada vez mais espaco nas ultimas
décadas do que se refere as medidas contraceptivas (KUMAR, D. KUMAR, A.
PRAKASH, 2011). Na atualidade varias pesquisas estdo sendo elaboradas em paises
como Estados Unidos, Inglaterra, india e China em busca de novos contraceptivos

espermicidas que ndo causem efeitos secundarios importantes (SILVA et al., 2003).

[0011] A espécie Myroxylon peruiferum é uma planta encontrada em varios estados
brasileiros, inclusive no Nordeste, das regides de mata atlantica a areas de transicao
da caatinga (TONELLO, 2012). Pertence a familia Fabaceae, e é conhecida
popularmente como balsamo, Cabrelva e pau vermelho, este Ultimo devido ao seu
porte arboreo e sua utilizacéo expressiva na industria madeireira (CARVALHO, 2006).
Pesquisas demonstram que os extratos de partes diversas desta planta apresentam
atividade antimicrobiana importante contra fungos como Candida albicans, também
contra Escherichia coli, Shigella sonnei e Salmonella spp (GONCALVES et al 2011,
PEREZ & SUAREZ, C 1997). Na medicina popular é usada para problemas
respiratorios, cicatrizacao de feridas e infec¢6es urinarias (SCHULTES & RAFFAUF,
1990; TAYLOR, 1998)

[0012] Ainda é importante salientar que a avaliarmos a capacidade espermicida de

plantas presentes em nossa regido, estabelecemos materiais como fontes de
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subsidios contraceptivos eficientes na regulacdo da fertilidade, possibilitando também

a diminuicdo dos efeitos colaterais dos compostos que sao utilizados atualmente.
Descricéo da invengéo

[0013] E objeto da presente invencéo elaborar um gel espermicida eficiente na
imobilizacdo de espermatozoides humanos. O produto formulado pode ser utilizado
em diferentes formulacdes e aplicado na superficie de preservativos, desempenhando
papel contraceptivo adicional. A célula espermética quando em contato com o Oleo
tem uma estrutura modificada, e como consequéncia sofre imobilizacao, o que impede

a fecundacéo do oocito.

[0014] Para o desenvolvimento do produto foram coletadas folhas das espécies
Myroxylon peruiferum, ap6s a coleta as folhas passaram por pré-secagem a
temperatura ambiente e moagem em moinho, aproximadamente 200 g de folhas em
po foram submetidas a hidro destilacdo por aquecimento durante 3 horas em aparelho
do tipo Clevenger. Cada camada de 6leo essencial foi separada, seca sobre sulfato
de sédio anidro e armazenada em um frasco de vidro hermeticamente fechado. O 6leo
essencial foi denominado MpEO (de M. peruiferum). Posteriormente o produto foi

armazenado a 4 °C antes de cada ensaio.

[0015] A composicdo quimica do 6leo essencial de M. peruiferum (MpEO) foi definida
por meio de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)
utilizando um instrumento quadripolar Agilent Série 5975C GC/MSD (Agilent
Technologies, Palo Alto, EUA) equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB-
5 néo polar J&W (60 m x 0,25 mm i.d.; espessura do fiime 0,25 ym). Para cada
amostra, 1 pL foi injetado em modo split (50:1) com a temperatura do injetor ajustada
para 250 °C. A temperatura do forno GC foi ajustada em 40 °C, mantida por 2 min,
aumentada para 230 °C a 4 °C/min, depois mantida por 5 min. O fluxo de gas portador
de hélio (He) (1 mL/min) foi mantido a uma pressao constante de 7,0 psi. As
temperaturas da fonte MS e quadrupole foram fixadas em 230 °C e 150 °C,
respectivamente. Os espectros de massa foram tomados a 70 eV (no modo EI) com

uma velocidade de varredura de 1,0 m/z de 35-350 m/z.
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[0016] As mesmas condicOes foram utilizadas na analise de GC realizada em um
cromatografo de gas trace GC Ultra da Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA)
equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID), um injetor split/splitless e
uma coluna capilar de silica fundida Hamilton Bonaduz (Bonaduz Suica) HB-5 (30 m
x 0,25 mm; espessura do filme 0,25 um). A composigao do 6leo essencial foi expressa
na forma de porcentagem da area total de pico, conforme registrado pelo GC-FID. As
andlises de GC foram realizadas em triplicata. A porcentagem média de picos foi

processada.

[0017] A identificacdo inicial dos componentes individuais dos Oleos essenciais foi
realizada por comparacdo com os valores previamente informados dos indices de
retencdo (RI), obtidos por co-injecdo de amostras de 6leo e hidrocarbonetos lineares
C9-C30 e calculados de acordo com a equacédo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN
DOOL, 1963; ADAMS, 2009). Posteriormente, o0 MS adquirido para cada componente
foi comparado com aqueles armazenados na biblioteca espectral de massa do
sistema GC-MS (MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 92 Edicdo) e com outros

dados espectrais de massa publicados.

[0018] Um total de 47 componentes foram detectados no 6leo de M. peruiferum
(MpEO). Este 6leo foi considerado rico em sesquiterpenos (63,37%) e monoterpenos
(21,31%). Seus principais componentes (58,84%) foram espathulenol (13,29%), a-
pineno (9,64%), oxido de cariofileno (7,27%), limoneno (7,17%), B-elemeno (6,79%),
bicyclogermacrene (5,49%), B-bourbonene (4,96%) e a-muurolene (4,23%).

[0019] Destaca-se ainda que nao existem relatos na literatura que indiguem potencial
contraceptivo para o género Myroxylon. Alguns componentes fisicos verificados no
oleo de M. peruiferum (MpEO) como a-pineno, y-muuroleno, espathulenol e éxido de
cariofileno ndo foram relatados como ativos contraceptivos em estudos anteriores.
Entretanto, alguns compostos principais (a-pineno, y-muuroleno, éxido de cariofileno)

foram encontrados em 6leos essenciais com

potencial antimicrobiano, antioxidante e gastroprotetor (ALMEIDA, 2015)
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[0020] Desta forma, a presente invencao consiste em um gel espermicida a base de
M. peruiferum, empregado como método contraceptivo por causar morte ou

imobilizagdo dos espermatozoides.

[0021] Para produzir a composicao ideal do gel foi desenvolvida uma microemulsao

com utilizacao de:

200 mg do composto natural (6leo de M. peruiferum);
14,0 g de Capryol 90;

43,5 g Cremophor EL;

2,0 g de élcool benzilico;

0,1 g de Clorocresol.

[0022] Para a homogeneizacdo da solucéo foi empregado um agitador com 1000
RPM. acrescentou-se 38,4 g de &gua para obter a microemulsdo. Apls a
homogeneizacéo adicionou-se um agente gelificante hidratado em agua destilada sob
agitacdo de 1000 RPM.

Exemplos de concretizagdes da invencao

[0023] O gel a base de 6leo de M. peruiferum foi testado em amostras de sémen com
a finalidade de analisar o potencial imobilizante, em compara¢do a uma solucéo de

DMSO aquecido (5%), diluida em solucéo salina tamp&o fosfato como grupo controle.

[0024] As amostras de sémen foram obtidas por masturbacdo de 6 voluntarios férteis
pré-testados. Todos os voluntarios eram néo-fumantes, saudaveis com idades entre
18-45 anos. Por meio de avaliagcdo prévia foi verificado que todas as amostras de
esperma apresentavam morfologia normal (> 60%), motilidade e viabilidade

superiores a 40 e 70%, respectivamente.

[0025] Todas as coletas de sémen foram executadas apos abstinéncia sexual de 48-
120h, como recomendado pelo protocolo padrdao da OMS (2010). Um formuléario de
consentimento livre e esclarecido foi assinado por cada voluntario antes da
participacdo no estudo. Todos os experimentos foram realizados de acordo com
padrdes éticos e aprovados pelo Comité de Etica do Colégio ASCES (Caruaru, Brasil),
sob o numero de licenga 02604312.6.0000.5203.
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[0026] Distintas concentracdes (25, 50, 100, 200, 400 pg/mL) do 6leo de M. peruiferum
pré-aquecido a 37 °C foram misturados com a amostra seminal, a uma propor¢éo de
1:1 volume. Como grupo controle foi utilizado uma solu¢cdo de DMSO aquecido (5%),
diluida em solucéo salina tampé&o fosfato (PBS; pH 7,4). Para anéalise da motilidade foi
depositado 10 yL de cada amostra experimental (sémen + MpEO) ou (sémen +
Controle) em laminas pré-aquecidas, e pelo menos 10 campos foram avaliados para
a contagem total de 200 espermatozoides em cada lamina. Os testes foram
executados em triplicata para cada amostra apds incubacdo durante 5, 15 e 30
minutos. A motilidade dos espermatozoides foi avaliada de acordo com o protocolo da

OMS para processamento seminal (OMS, 2010)

[0027] O 6leo essencial de M. peruiferum revelou uma eficiente atividade espermicida.
No material seminal tratado com MpEO, foi visualizada uma ac¢do imobilizadora
significativa em todas as concentracdes testadas, exceto a de 25 pg/mL. Quando
comparado ao controle em todos os momentos a ac¢ao espermicida do 6leo essencial
em concentragdes de 100, 200 e 400 pug/mL foi superior (p< 0,05), quando utilizada a
concentracdo de 50 pg/mL a inibicdo foi significativa apés 15 e 30 minutos de

incubacéo.

[0028] A acdo espermostatica do MpEO foi dependente da dose e do tempo de
incubacgéao, variando de 6,2% a 33,33% a 5 minutos; 7,6% a 32,73% a 15 minutos; e
de 9,66% a 36,66% a 30 minutos.

[0029] Para estabelecer a concentragcdo que imobilizou 50% dos espermatozoides
(IC50) foi utilizada regressao linear, a partir dos valores de imobilizacéo relativa (IR)
ao controle para cada tratamento segundo a seguinte féormula: IR (%): (MEIT - MEIC)
X 100 MEIC. Onde, MEIT é a média de espermatozoides imdveis no tratamento e

MEIC é a média de espermatozoides iméveis no controle.

[0030] Tabela 1. Efeito imobilizante relativo do 6leo de Myroxylon peruiferum sobre

espermatozoides humanos.

Concentragdo (ug/mL)/ 25 50 100 200 400

Tempo (min)

5 23,30 52,38 72,93 99,49 125,31
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15 23,27 50,40 67,20 85,62 99,39
30 25,84 53,11 68,27 81,28 98,03

[0031] Natabela 1 € possivel observar que somente a partir de 50 ug/mL ocorreu uma
acao imobilizante significativa (p<0,05). Os melhores resultados foram obtidos a partir
das maiores concentracdes (200 e 400 pg/mL), cujos valores de imobilizacao relativa
em 5 minutos sao de 99,5% e 125,3% respectivamente.

[0032] Tabela 2. Concentracéo do 6leo de Myroxylon peruiferum que imobilizou 50%

dos espermatozoides humanos (IC50).

Tempo (min) 5 15 30
IC50

42,92 46,32 41,69
R2

0,9963 0,9949 0,9940

[0033] Por meio do exposto tabela 2 é possivel inferir que com uma concentracao de
42,92 pg/mL o 6leo de Myroxylon peruiferum imobilizou 50% dos espermatozoides em
5 minutos de exposi¢ao, ja com 30 minutos foi necessario 41,69 ug/mL do 6leo para
paralisar as células espermaticas. O composto comercializado frequentemente como
espermicida é formulado em concentracdes de 10 a 100 pg/mL de nonoxinol-9
(SHARMAN et al., 1986), devido a isso as concentracdes observadas como eficazes

séo pertinentes para a utilizagdo comercial.

[0034] A toxicidade celular foi avaliada usando eritrocitos humanos como sistema de
teste, o Oleo essencial mostrou baixa toxicidade com HC50 de 8,66 mg/mL. Esta
concentracao € maior que os valores de IC50 encontrado para o 6leo de M. peruiferum.
Em suma, este estudo demonstrou que o 6leo essencial de M. peruiferum mostrou um

potencial efeito espermético no esperma humano com baixa citotoxicidade.

[0035] Através do que foi exibido, o gel formulado com 42 pg/mL do 6leo de Myroxylon
peruiferum € a melhor alternativa para imobilizacdo dos espermatozoides. Podendo

ser empregado como um método contraceptivo de barreira adicional.
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REIVINDICACOES

1. COMPOSIC;AO DE GEL ESPERMICIDA A BASE DE OLEO DE Myroxylon
peruiferum caracterizado por ser um gel com propriedades espermicidas a base de
Myroxylon peruiferum levando a um alto grau de imobilizacdo dos espermatozoides,

podendo ser utilizado como método contraceptivo de barreira adicional.

2. PRODUTO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por ser composto de

uma microemulsao.

3. PRODUTO, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado por conter 200 mg

do composto natural (6leo de Myroxylon peruiferum).

4. PRODUTO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por conter 14,0 g de
Capryol 90.
5. PRODUTO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter 43,5 g

Cremophor EL.

6. PRODUTO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por conter 2,0 g de

alcool benzilico.

7. PRODUTO, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por conter 0,1 g de
Clorocresol.
8. PRODUTO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por conter adi¢cao de

38,4 g de agua para obter a microemulsao.

9. PRODUTO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por conter agente

gelificante hidratado.

10. PRODUTO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por possuir

capacidade de imobilizar espermatozoides humanos.

11. PRODUTO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por ter capacidade

de ser utilizado como um método contraceptivo de barreira adicional.
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12. PRODUTO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por nao ser

citotoxico até concentracdes elevadas de 8,66 mg/mL.
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RESUMO

“GEL ESPERMICIDA A BASE DE OLEO DE Myroxylon peruiferum”

A presente invencgdo trata de um gel a base de Myroxylon peruiferum com
comprovada atividade espermicida. Esta inovacao situa-se no campo da Biotecnologia
aplicada a Reproducédo humana e produtos de uso humano. A gestacao néo planejada,
especialmente de adolescentes, € uma adversidade impactante na saude publica
brasileira, pois envolve problematicas econémicas, psicossociais, e de salde para a mae
e o0 recém-nascido. Com isso em mente € imprescindivel a implementacao de métodos
anticoncepcionais de facil acesso e baixo custo, como os espermicidas. Por meio da
utilizacdo deste produto, € possivel a adicdo de um método contraceptivo de barreira,
sem efeitos colaterais atribuidos a citotoxicidade de compostos atualmente utilizados. O
gel espermicida € composto por uma microemulsao, que contém o 6leo essencial de M.
peruiferum, Capryol 90, Cremophor EL, alcool benzilico, Clorocresol e um agente
gelificante hidratado em agua destilada. E importante frisar ainda que por ser produzido
com utilizacdo de um 6leo extraido de M. peruiferum, planta encontrada em varios
estados brasileiros, inclusive no Nordeste, das regibes de mata atlantica a areas de
transicdo da caatinga, pode promover o uso sustentavel e planejado dos biomas,

gerando oportunidades de renda e emprego para as populacdes residentes.
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