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(57) Resumo: FORMULACAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE MICROALGA. A presente patente de
invencao refere-se a uma formulacéo em gel a base do extrato da microalga Chlorella vulgaris para o tratamento cicatrizante de
lesBGes cutaneas em geral, particularmente lesdes acidentais ou cirargicas. A biomassa microalgal € submetida ao rompimento
celular por método fisico e a fragéo liquida denominada de extrato celular, preferencialmente concentrada, utilizada para
preparagdo da formulagdo de hidrogel de carbopol. O pH é fisiologicamente compativel com a alcalinidade de feridas abertas e
cronicas, sendo também um pH 6timo para importantes fatores de cicatrizacédo, preferencialmente na faixa de 7,0 - 7,5. As
andlises de viscosidade e espalhabilidade da formulagdo demonstraram um comportamento ideal para formulagdes semissélidas,
possuindo alta capacidade de fluidez com alta permanéncia desta no local da aplicagdo. O extrato celular, carbopol e a
formulacdo foram submetidos a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e apresentaram
compatibilidade quimica e fisica entre o veiculo e ativo. O produto apresentou caracteristicas desejaveis para a forma
farmacéutica gel. Este produto tem aplicacdo na area da Biotecnologia que visa, principalmente, resultados mais rapidos e
eficientes na cicatrizagdo e reconstitui¢éo tissular.
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FORMULACAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE MICROALGA
Campo dainvencgéo

[001] O presente relatério de invencdo € um pedido adicional a patente BR 10 2018
077212 0 depositada em 27/12/2018.

[002] O presente relatério de invencdo trata de uma formulacdo em gel a base de
extrato obtido através da biomassa da microalga Chlorella vulgaris que é capaz de
manter a viscosidade e a integridade do gel quando exposto a lesdes acidentais ou
cirdrgicas, por exemplo. Com isso, mostra-se vantajosa em relacdo a economia de
produto e na adesdo ao tratamento pelo paciente, uma vez que garante uma menor
friccdo em um epitélio ja fragilizado e uma excelente compatibilidade com pH de feridas
cutdneas cronicas, que variam entre 7,5 - 8,9. E um método rapido e simples, que
apresenta maior vantagem econémica quando comparado a outros produtos utilizados,

estando no campo da biotecnologia e farmacia.
Fundamentos dainvencéo

[003] A patente referenciada no primeiro paragrafo utilizava formulado de hidrogel de
carbopol contendo 2% de carboxivinilico em agua purificada, 15% de Etanol P.A., 25%
de extrato aquoso e pH ajustado para 6,5-7,0 com Trietanolamina (g.s.p). O tratamento
cicatrizante conseguiu produzir resultados eficazes na regeneracédo celular, em tempo
inferior ao observado no tratamento convencional a base de outros medicamentos
disponiveis no mercado. Com intuito de aprimorar as propriedades organolépticas e
reolégicas foi incorporado o extrato seco a base de carbopol. A avaliagdo reologica
demonstrou fluxo pseudoplastico Nao-Newtoniano, caracteristico de agentes
semissolidos, com caracteristica tixotropica utilizando 0,8% de carboxivinilico. Esse fluxo
apresentado significa que a formulacdo pode fluir facilmente e se espalhar sobre a area
injuriada, resultado clinicamente relevante. A formulagéo foi ajustada para pH de 7,0-7,5
compativel com o pH de lesdes abertas (7,1 a 7,3) (DANDASI et al., Journal of Research
in Pharmaceutical Sciences, v.11, p.730-746, 2020). A partir dos estudos de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e analise

termogravimétrica (TGA) foi possivel verificar que o extrato seco da microalga Chlorella
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vulgaris foi incorporado com sucesso ao hidrogel de carbopol, sugerindo auséncia de

interacdo quimica.

[004] As microalgas sdao um grupo de grande diversidade filogenética, eucariéticos
fotossintéticos, unicelulares, presentes em habitats de agua doce e marinhos, que
possuem mecanismos adaptativos as variacbes de seus habitats (temperatura,
salinidade e intensidade luminosa), sendo capazes de sintetizar, metabolizar, acumular e
secretar uma diversidade de metabdlitos biologicamente ativos, entre eles estdo
proteinas, lipideos e carboidratos, em propor¢des que variam a depender das condicdes
fornecidas durante o seu crescimento (WILD et al., Algae Research. v.38, 2019), as
quais podem ser determinantes para diversas atividades bioldgicas conhecidas, tais
como: antitumorais, antimetastaticas, antiviral, antibacteriana, antiulcerogénica e
estimulante do sistema imunoldgico, sobretudo através do aumento da expressao de
citocinas, incluindo as existentes no processo de cicatrizacdo e reparacao celular,
contribuindo para uma atividade cicatrizante (EL-CHAGHABY et al., Egyptian Journal of
Aquatic Biology & Fisheries, v. 23, n.4, p.521-526, 2019).

[005] As microalgas sao microrganismos com potencial atrativo para industria
farmacéutica, cosmética, nutricional e producédo de biocombustiveis, podem converter a
CO2 e energia solar em energia quimica com eficiéncia fotossintética dez vezes maior
quando comparadas as plantas terrestres (WANG et al., Bioresource Technology, v. 184,
p. 355-362, 2015). A sua alta taxa de crescimento, menor ocupacao de terra e agua,
além da capacidade de crescer sob condigcbes adversas, como em altas condi¢gbes
salinas ou em areas que nao tém nutrientes requeridos por outras culturas e sua baixa
toxicidade, evidencia que as microalgas tém muitas vantagens sobre espécies
oleaginosas (CHISTI, Biotechnology Advances, v. 25, n.3, p. 294-306, 2007; CHISTI,
Trends in Biotechnology, v. 26, n. 3, p. 126-131, 2008).

[006] O género Chlorella possui destaque na literatura demonstrando sua excelente
capacidade na producéo de bioenergéticos e produtos naturais (ABDULLA et al., Green
Engineering for Campus Sustainability, p. 81-103, 2019; DERAKHSHANDEH et al.,
Energy & Environment, v. 30, p. 1341-1355, 2019). Chlorella vulgaris € uma microalga
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verde, do filo Chlorophyta, que possui formato esférico, globular ou elipsoidal, sem
presenca de flagelos e possui um interesse comercial ja consolidado, sendo até mesmo

considerado um alimento nutricionalmente completo devido a sua alta producgéo e

armazenamento de bioativos (PHUKAN, N.M. et al. Special Issue of Energy from algae:
Current status and future trends, v. 88, n. 10, p. 3307-3312, 2011; FERREIRA et al.,
Algal Research, v. 45, 2020).

[007] A utilizacdo de biomoléculas ativas presentes em microrganismos
fotossintetizantes pode ser uma potencial fonte na producdo de agentes cicatrizantes,
uma vez que um so tipo de tratamento ndo preenche os requisitos para ser aplicado a
todo o tipo de ferida, o qual deve ser adequado a natureza, a localizagdo e ao tamanho
da ferida. Dessa forma, um crescente interesse em estudar e entender como esses
produtos naturais podem contribuir para o processo da cicatrizacdo, com o objetivo
contribuir ou complementar as formulacdes ja existentes (BUDOVSKY et al., Wound
Repair and Regeneration, v.23, n. 2, p. 171-83, 2015).

[008] Os produtos disponiveis no mercado, que tém sido utilizados na gestdo e no
tratamento de enfermidades humanas ao longo dos anos, geralmente sdo a base de
plantas. Apesar da importancia desses produtos, sua utilizacdo geralmente ocorre de
forma empirica, em que muitas vezes ndo seguem os padrdes de qualidade (TUROLLA
E NASCIMENTO. Rev. Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 42, n. 2, p. 289-206,
2006), podendo ter uma eficacia baixa, com efeitos colaterais diversos frequentemente
associados, além de requerer maior area para plantacdo e depender das condigbes
climaticas. Os efeitos colaterais podem ser alergias, maior tempo de cicatrizacéo,
hemorragia no tecido e gqueimaduras na pele. Mesmo assim, 0 uso de cicatrizantes
naturais in natura ou como fitoterapicos supera o uso dos convencionais pelo seu facil
acesso e menor custo. Dessa maneira, a busca por outros agentes naturais surge como
uma alternativa para o tratamento dessas enfermidades (BUDOVSKY et al., Wound
Repair and Regeneration, v. 23, n. 2, p. 171-83, 2015).

[009] A cicatrizacdo é uma cascata de eventos que visa promover reparo e

reconstrucao tecidual, pode ser dividida em trés principais fases: 1. Inflamacéao:
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dependente de mediadores quimicos, fagocitam corpos estranhos e realizam a
aderéncia da fibrina as células lesionadas; 2. Proliferacdo: fazem a reepitelizacéo,
formacao de matriz e angiogénese promovendo o fechamento da lesdo; 3. Remodelagéo:
realizam a reformulacdo do colageno aumentando a for¢ca de tensdo e diminuindo a
cicatriz (MANDELBAUM et al. An bras Dermatol, 2003). Assim, alteracbes em qualquer
fase desses eventos como a ma oxigenacao local por distarbios vasculares de maneira
gue afete o desenvolvimento de novos vasos, podem acarretar em outros fatores como
perdas funcionais e até amputacédo, trazendo cada vez mais custos e desafios para a
saude publica (MATOS et al., Revista Interdisciplinar de Estudos em Saude, v. 8, n. 1, p.
174-182, 2019).

[0010] As lesbes agudas e cronicas acometem mais de oito milhdes de pessoas no
Brasil, tornando-se um problema de saude publica, principalmente quando se considera
outras doencas que podem acarretar no atraso da cicatrizacdo, levando, em alguns
casos, a um cenario ainda pior ao se pensar no niumero crescente de idosos no pais e
consequente aumento do nimero de casos de pacientes idosos acamados, formando
gradativamente uma populacdo com maior risco em desenvolver Ulceras por pressao e
outras les6es que demandam um maior gasto publico, além de interferirem na qualidade
de vida da populagéo (SANTOS et al., Revista Rene, v. 15, n. 4, p. 613-620, 2014).

[0011] Diante disso, ndo s6 os conhecimentos da composicdo quimica dos extratos
como a caracterizacdo das formulacdes feitas a partir destes, como exemplo o pH, sdo
cruciais a fim de direcionar as melhores aplicagbes e garantir a atividade oOtima de
fatores essenciais para a cicatrizacao e a tolerabilidade da pele ao produto. Isso por que
feridas crbnicas possuem pH mais alcalino e portanto gira em torno de 7,5 - 8,9.
Associado a isso, alguns fatores importantes durante as fases de cicatrizagdo como
metaloproteinases, plasmina e elastase possuem atividade Otima em pH também
alcalino, em aproximadamente 8,0 (SANTOS et al., Journal of Aging and Innovation, v. 1,
n. 4, 2012).

[0012] Concomitantemente, a viscosidade, que esta relacionada ao fluxo do produto na
pele e consequente tempo de contato e acao deste, a espalhabilidade, que assegura a
facilidade e homogeneidade da aplicagdo quanto ao conteldo e o alcance da area
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pretendida, e a estabilidade, que confirmara a conservacdo dos componentes apos um
determinado periodo de tempo, sendo crucial para atestar o periodo de validade do

produto, sdo de grande importancia para a realizagdo e comercializagdo de um novo

produto, uma vez que o conjunto desses fatores garantem a seguranca e eficacia, além
da aceitabilidade do usuério, atendendo a necessidade do mercado por produtos
farmacologicamente ativos com atividade eficaz e financeiramente viaveis, possibilitando
ainda o acesso ao tratamento adequado a populacdo menos favorecida (LIS et a.l,
Revista Saude e Desenvolvimento, v. 13, n. 16, 2019; SILVA et al., Revista Eletrénica

Acervo Saude, v. 30, 2019).

[0013]Os documentos que antecedem o presente documento descrevem a
caracterizacao de formulacdes com atividade cicatrizante utilizando extratos de vegetais
elou e aplicacdo de compostos isolados destes. Alguns métodos utilizando os extratos

advindos desses podem ser encontrados nos documentos patentarios e artigos a seguir.

[0014] Andonova et al. (Tropical Journal of Pharmaceutical Research, v.16, n.7, p.1455-
1463, 2017) relataram a preparacdo e a caracterizacao de uma formulacao bifasica para
aplicacao topica, com fase hidrofilica e lipofilica, utilizando carbopol 940 a 1%, 5,0% de
propilenoglicol , 10,0% de etanol 95% e 84,0% de agua purificada, para fase lipofilica 85%
de Oleo de améndoa e 15% de emulsificante. Com base nos resultados da
caracterizacdo, demonstraram estrutura homogénea, viscosidade com fluxo
pseudoplastico e espalhabilidade apropriada para semissolidos e auséncia de interacao
entre o Oleo e o hidrogel de carbopol. O pH foi mantido na faixa de 6,3, que esta dentro
da faixa fisiolégica com possivel falta de irritacdo na pele. Esse documento de patente
difere por utilizar um formulado de gel contendo extrato da microalga Chlorella vulgaris

sem a necessidade de uma formulacéo bifasica.

[0015] Daudt et al. (Pharmaceutical Development and Technology, v.23, n.6, p. 620-627,
2017) investigaram o0s parametros reologicos e fisicos para otimizagdo no
desenvolvimento de formulacbes topicas a partir do extrato e amido de pinh&do. A
formulacdo em gel continha 0,6% de Carbopol 940 como polimero base, 3% de amido
de pinhdo, 5% de extrato de pinhdo e 0,2% de sorbato de potassio. A formulagéo
apresentou parametros de reologia com comportamento pseudoplastico, demonstrando
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propagacdo adequada e sensacdo sensorial agradavel, contribuindo para o

desenvolvimento de formulag6es tdpicas econdémicas. Esse documento de patente
difere por utilizar um formulado de gel a base do extrato da microalga Chlorella vulgaris.

[0016] Dantas et al. (The Scientific World Journal, v. 2016, 2016) avaliaram as
caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas de uma formulacdo tépica de gel de
monoterpeno borneol (5%), no qual usou carbopol 940 (1%) como base, propilenoglicol
(7%), metilparabeno (0,1%) e trietanolamina para obter pH 5,0 a 5,5. A formulagéo
apresentou bons resultados nos estudos, mantendo sua estabilidade apés oito meses de
seu desenvolvimento no que se refere a caracteristicas organolépticas, ndo mostrando
diferenca estatistica nos resultados obtidos antes e apds esse periodo, como o pH, além
de mostrar uma espalhabilidade considerada esperada para formulacdes em gel. Esse
documento de patente difere por utilizar um formulado de gel contendo extrato da

microalga Chlorella vulgaris.

[0017]A patente KR101678402B1 apresentou uma nova formulagdo hidrogel com
potencial cicatrizante feito a partir de tiramina introduzida em um grupamento carboxila
do &cido alginico (50%), peroxidase do rabano silvestre (0,5%) e agua purificada (30%).
Foram analisadas as caracteristicas reoldgicas dessa formulacdo, as quais obtiveram
resultados positivos para uso, uma vez que as caracteristicas obtidas foram as
esperadas para produtos da forma de hidrogel. Estudos pré-clinicos utilizando ratos
demonstraram regeneracao epitelial precoce em 14 dias. Esse documento de patente
difere por utilizar um formulado utilizando como base hidrogel de carbopol contendo
extrato da microalga Chlorella vulgaris, produto natural, de facil obtencdo e alto

rendimento.

[0018] A presenca de agentes como terpenos, carboidratos e proteinas presentes no
extrato da biomassa da C. vulgaris possibilita a reparagéo tecidual de maneira rapida e
eficiente quando comparado a outros produtos ja vendidos no mercado, com
caracteristicas reologicas adequada para semissolidos. Nesse contexto, 0 presente
invento apresenta uma formulacéo tépica derivada de uma fonte natural, reduzindo
entdo a possibilidade de efeitos colaterais e toxicidade. Com isso, o desenvolvimento e
aplicacao do dito FORMULAQAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE
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MICROALGA proposto neste documento de patente de invencédo € um pedido adicional
a patente BR 10 2018 077212 0 depositada em 27/12/2018.

Breve descricdo dos desenhos

[0019] A presente invencado é descrita a seguir e melhor compreendida através da figura
1.

A Figura 1 apresenta preparacéo do extrato celular e da formulacédo em hidrogel.
Descrigdo da invengao

[0020] O objetivo do presente invento € propor um gel cicatrizante a base de extrato seco
proveniente da obtencéo da biomassa de Chlorella vulgaris. Com compatibilidade com o
pH fisiologico e facil aplicacdo de tal modo que seu uso ndo proporcione desconfortos,

apresentando seguridade aos usuarios e auséncia de efeitos secundarios nocivos.

[0021] A preparacao do formulado em hidrogel com atividade cicatrizante procedeu-se

inicialmente com a extracdo dos bioativos, secagem e formulacdo do produto.

[0022] A parede celular da biomassa microalgal é lisada em ambiente aquoso para
extracdo dos bioativos utilizando métodos mecanicos, quimicos, fisicos ou associacao
de ambos, tais como congelamento/descongelamento, pérolas de vidro, choque
osmoético, homogeneizacdo, preferencialmente por sonicacdo. Os bioativos solUveis
podem ser utilizados na forma aquosa ou concentrados em estufa, camara seca,

secagem por atomizacao, preferencialmente liofilizagcéo.

[0023]O extrato celular foi adicionado ao veiculo na proporcdo de 5 — 80%,
preferencialmente 25%. O veiculo pode ser pomada, cremes, emulsdes,
preferencialmente hidrogel de carbopol. O veiculo de hidrogel é constituido pelo
polimero carboxivinilico (Carbopol 940) 0,5 - 2,0% (p/v) dissolvido em agua,
preferencialmente na concentracédo de 0,8% (p/v). Conservantes podem ser usados
como exemplo metilparabeno, quarteto-15 ou fenoxietanol, preferencialmente
metilsotiazolinona a 0,2% (p/v). O pH pode ser ajustado para valores de 4,9 — 9,0 com

trietanolamina (q.s.p), preferencialmente 7,0 — 7,5.
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Exemplos de concretizacdes da invencao
[0024] A presente invencao € melhor descrita de acordo com os exemplos a seguir:

Exemplo 1. Determinacdo do extrato celular

[0025] Ap6s a lise da parede celular da biomassa microalgal, preferencialmente por
sonicacao, utilizando tampao TRIS-HCI-NaCl 0,15 M, pH 7,5 na concentracdo de 5% p/v
(50 mg/ml), os bioativos soluveis foram concentrados, preferencialmente por liofilizacéo,
e utilizados como extrato celular para as atividades biologicas.

Exemplo 2. Prospeccdao fitoquimica qualitativa e quantitativa do extrato celular

[0026] A extracdo foi realizada com 10 g da biomassa da microalga Chlorella vulgaris,
utilizando 60 ml do solvente Etanol. O extrato obtido foi submetido a identificacdo de
varios fitoquimicos seguindo como protocolo os métodos adotados por Savithramma et
al. (Middle-East Journal of Scientific Research, v. 8, p. 579-584, 2011). A partir do
extrato produzido, foram realizadas as seguintes analises: Alcaldides, Terpendides,
Esteréides, Taninos, Saponinas, Flavondides, Fendis, Cumarinas, Quinonas e
Glicosideos. Os resultados obtidos demonstraram a presenca da classe de terpenos.

[0027] O conteudo fendlico foi determinado usando um método espectrofotométrico a
765 nm (SINGLETON et al., Methods Enzymol, v. 299, p. 152-178, 1999.) A
quantificacdo foi realizada com base em uma curva padrdao de acido galico. Os
resultados foram expressos como equivalentes de acido galico (mg de GA / g de extrato)
(STANKOVIC, Kragujevac. J. Sci.,, v. 33, p. 63-72, 2011). Os resultados obtidos
demonstraram o conteudo de fenais totais no extrato de Chlorella vulgaris foi de 1,35 +

0,18 mg/g em termos equivalente de acido galico.

Exemplo 3. Caracterizacdo das proteinas presentes no extrato celular

[0028] O extrato celular de C. vulgaris foi precipitado com sulfato de aménio na faixa de
0-60%, ressuspenso em tampao Tris-HCI-NaCl 0,15M pH 7,5 e carregado em
cromatografia de troca anibnica usando a coluna HiTrapTM DEAE FF (0,7 x 2,5 cm)
( AKTA ™ avant 25, Uppsala, Suécia). A eluicao foi realizada a uma taxa de fluxo de 1

mL / min com um gradiente linear de NaCl 0,15-1 M no mesmo tampao. Os perfis de
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eluicdo indicaram dois picos de proteina. O primeiro pico eluiu com NaCl 0,15 M e o
segundo com 1,0 M. Apenas o primeiro pico apresentou contetdo proteico total de 250 *
0,005 pg/ mL utilizando Kit BCA (BCATM Protein Assay Kit, Thermo SCIENTIFIC),
seguindo a metodologia do fabricante. O ensaio de aglutinacdo de células sanguineas
foi realizado em placas de microtitulacdo contendo eritrécitos humanos do sistema ABO
e de coelho (CORREIA E COELHO et al., Appl. Biochem. Biotech., v.55, p. 261-273,
1995). Os resultados demonstraram que a fragdo 0-60% apresentou titulos de
hemaglutinagcdo com valor >25 para o tipo B do sistema sanguineo humano ABO. No
extrato purificado apenas o pico 0,15M demonstrou atividade para o sangue tipo B, com
valor >23. A proteina eluida pelo primeiro pico foi analisada por eletroforese em gel de
12,5% (p / v) de SDS-PAGE (Laemmli et at., Nature. v.227, p.680-685, 1970) utilizando
nitrato de prata como corante, e revelou uma Unica banda com uma massa molecular

aproximada de 36 kDa.

Exemplo 4. Desenvolvimento da formulacao

[0029] A formulacdo é composta por extrato celular da microalga na concentracdo
preferencialmente 25% (p/v), utilizando preferencialmente hidrogel de carbopol. O
hidrogel € constituido por carboxivinilico, preferencialmente a 0,8% (p/v), em agua
purificada, Metilsotiazolinona como conservante, preferencialmente 0,2% (p/v). O pH
ajustado, preferencialmente para valores de 7,0-7,5, com Trietanolamina (g.s.p). O
produto foi armazenado em recipiente de vidro na geladeira e protegido da luz até sua

utilizacao.

Exemplo 5. Caracterizacao fisico-guimica e reolégica da formulacao

[0030]A formulacdo em gel foi inspecionada quanto a sua homogeneidade, cor,
consisténcia, granulacdo e separacao de fases por inspecéo visual apos a colocagéo do
gel no recipiente. A formulagdo em gel possui cor verde, textura suave, levemente turva

e homogénea e odor caracteristico do extrato de microalgas.

[0031] O pH das formulacdes em gel foi determinado usando um medidor de pH digital
(Quimis Q400AS, Diadema, Séo Paulo) mergulhando o eletrodo de vidro completamente

no sistema de solugéo de gel, de modo a cobrir o eletrodo. A medi¢édo do pH de cada
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formulacdo foi realizada em triplicata e os valores médios foram calculados. A

formulag&o apresentou valor de pH na faixa de 7,09 + 0,07

[0032]A medicdo da viscosidade da formulacdo foi realizada com o viscosimetro
Rheology International (Ri: 2: M / H1 / H2, Califérnia, EUA) com fuso tipo S7, velocidade
de rotacdo de 10 a 100 rpm e 100 a 10 com volume de amostra de 60 mL na
temperatura de 18 + 0,5 °C. A medicao da viscosidade da formulacéo foi realizada em
triplicata e os valores médios foram calculados. A viscosidade desse gel foi decrescente
com o aumento da taxa de cisalhamento, mostrou fluxo ndo newtoniano (afinamento por
cisalhamento). Essa viscosidade diminui com o possivel comportamento pseudoplastico
observado na formulacao, confirmando a caracteristica de alta espalhabilidade devido a
diminuicdo da viscosidade ao aplicar determinada forca e a0 mesmo tempo tem a

propriedade de permanecer no local de aplicacao.

[0033] A espalhabilidade foi realizada, em triplicata, de acordo com a metodologia
descrita por Knorst (Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Farmacia. Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. 228p, 1991). Utilizando uma placa de molde de vidro com
um orificio central colocado em uma placa de suporte de vidro posicionada sobre papel
milimétrico. Cada amostra foi introduzida no orificio da placa de matriz e a superficie foi
nivelada com uma espéatula. O molde da placa foi removido e uma placa de vidro de
peso conhecido foi colocada sobre a amostra. Ap6s um minuto, o didmetro em posicdes
opostas (como coberto pela amostra) foi lido com o auxilio da escala de papel
milimetrado. Posteriormente, calculou-se o didmetro médio. Este procedimento foi
repetido adicionando sucessivamente outras placas em intervalos de um minuto. Os
resultados foram expressos como espalhabilidade da amostra devido ao peso aplicado,
de acordo com a equacdo, que corresponde a média de trés determinacgdes:

E,_dz.n
Ty

A espalhabilidade do gel de formulagéo foi considerada alta por ter um baixo tempo de
propagacéo baixo. A capacidade de espalhamento estava na faixa de 14,18 a 28,73
gm.cm/seg e o Indice de dispersio variou entre 4,5 e 6,9 cm.

Peticéo 870200158782, de 18/12/2020, pag. 14/16



11/12

Exemplo 6. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

[0034] O extrato celular, carbopol e a formulacdo foram submetidos a espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR Agilent Cary 630 FTIR). Os espectros
de IV no modo de transmitancia foram obtidos na faixa de 4000 a 650 cm-1 a uma taxa
de resolucédo de 16 cm-1 e o numero de varredura foi 8. O espectro de FT-IR do extrato
de Chlorella vulgaris a 3187 cm-1 indica a presenca de estiramento de OH, indica acidos
carboxilicos. O extrato apresentou bandas de absor¢do na regido de 2954 cm-1 devido a
vibracdo de estiramento C-H, indica terpenos (MAJUNDER et al., Carbohydr. Polym,
v.75, p.150-156, 2009). A banda 1629 cm-1 é atribuida ao alongamento de amina
(YOKOI et al., J. Ferment. Bioeng., v.85, p.246-249, 1998). O pico observado em 1553
cm-1 para alongamento de N-O. O pico em 1401 cm-1 foi a contribuicdo conjunta da
vibracdo de OH e C-H (QUIAN et al., Biomacromolecules, v.7, p. 2722-2727, 2006).
Outro pico ao estiramento de 1295 cm-1 C-N, indica a presenca de aminas aromaticas.
O extrato mostrou banda relacionada a vibracdo de alongamento de carboidratos na
regidgo a 1035 cm-1 (BREMER E GEESEY, Biofouling, v.3, p.89-100, 1991;
BRAMHACHARI E DUBEY, Lett. Appl. Microbiol, v.43, p. 571-577, 2006). De acordo
com os resultados da analise de FTIR, a composicdo do extrato celular de C. vulgaris
pode estar correlacionada com a atividade de cicatrizagdo. O hidrogel de carbopol e a
formulacdo apresentaram picos localizados em 3332 e 3334 cm-1 associados ao grupo
hidroxila livre de (—OH); o grupo carbonil (C = O) pode ser determinado 1637 e 1638 cm-
1, sugerindo auséncia de interacdo quimica entre o extrato celular e o carbopol hidrogel,

bem como a existéncia de uma mistura fisica das duas fases.

Exemplo 7. Analise Termogravimétrica

[0035] A estabilidade térmica foi avaliada em um analisador termogravimétrico TGA
(DTG-60H, Barueri, Sdo Paulo). O estudo foi realizado em atmosfera dinamica de
nitrogénio (100 mL.min-1) e taxa de aguecimento de 10 °C.min-1. O extrato, do extrato
celular, metilisotiazolinona e carbopol-940 foram analisados em uma faixa de
temperatura de 30 a 600 °C. De acordo com os resultados do TGA, a porcentagem final

de perda de massa do extrato celular foi de 23,56%, ocorrida a 218,64 °C. Carbopol-940
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tem perda de massa de 19,39%, ocorreu em 301,62%. A perda de massa entre
Carbopol-940 e extrato celular foi de 9,07%, ocorreu a 191,52 °C. Carbopol-940 e
extrato celular mostraram comportamento similar de degradacdo térmica. A perda de
massa da metilisotiazolinona foi de 94,69%; a curva mostra que a qualidade diminuiu
rapidamente até 152,2 °C, principalmente por evaporacdo da agua. Até 128,52 °C, a
perda de massa é perceptivel entre o extrato celular e a metilisotiazolinona devido a
umidade.
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REIVINDICACOES

1. “FORMULACAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE
MICROALGA”, caracterizado por compreender as etapas de: secagem do extrato
celular, constituicdo e pH da formulacdo em gel com atividade cicatrizante a base de

extrato da microalga, preferencialmente Chlorella vulgaris.

2. “FORMULACAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE
MICROALGA”, de acordo com a reinvidicagao 1, caracterizada pela proporcéo entre o
extrato celular seco ou aquoso e o veiculo gel de polimero carboxivinilico pode variar

entre 5 e 80%, preferencialmente 25%.

3. “FORMULACAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE
MICROALGA”, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada pela base constituida
preferencialmente por carboxivinilico dissolvido em agua, concentracdo de 0 — 2,0%,
preferencialmente na concentracédo de 0,8% (p/v) de carboxivinilico, metilsotiazolinona

na concentracao de 0,02 — 0,5% (p/v), preferencialmente a 0,2% (p/v) e trietanolamina

(9.s.p).

4. “FORMULACAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE
MICROALGA”, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizada pela formulacdo com
pH entre 4,9 — 9,0, preferencialmente 7,0 — 7,5.

5. “FORMULACAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE
MICROALGA”, caracterizada por um produto a base de um gel com extrato da

microalga Chlorella vulgaris com atividade cicatrizante.
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DESENHOS

Chlorela vulgaris

4

CULTIVO

Cultivo mixotréfico/autotrofico
Obten¢ao da biomassa

<

EXTRACAO
Rompimento celular
Separacdo liquido/sélido

<

LIQUIDO
Processo de secagem | #erreeres >

Caracterizacao de proteinas
Triagem de fitoquimicos

<

25% de extrato seco + 75% de hidrogel

-Caracterizacao fisico-quimica e reoldgica da
formulacao
- Andlise por FTIR e TGA do extrato e da formulacao
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RESUMO

“FORMULAGAO TOPICA CICATRIZANTE A BASE DE BIOATIVOS DE
MICROALGA”.

A presente patente de invencao refere-se a uma formulacdo em gel a base do
extrato da microalga Chlorella vulgaris para o tratamento cicatrizante de lesdes
cutdneas em geral, particularmente lesdes acidentais ou cirdrgicas. A biomassa
microalgal € submetida ao rompimento celular por método fisico e a fracdo liquida
denominada de extrato celular, preferencialmente concentrada, utilizada para
preparacao da formulacédo de hidrogel de carbopol. O pH é fisiologicamente compativel
com a alcalinidade de feridas abertas e cronicas, sendo também um pH 6timo para
importantes fatores de cicatrizacao, preferencialmente na faixa de 7,0 - 7,5. As analises
de viscosidade e espalhabilidade da formulacdo demonstraram um comportamento
ideal para formulacfes semissoélidas, possuindo alta capacidade de fluidez com alta
permanéncia desta no local da aplicacdo. O extrato celular, carbopol e a formulacdo
foram submetidos a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-
IR) e apresentaram compatibilidade quimica e fisica entre o veiculo e ativo. O produto
apresentou caracteristicas desejaveis para a forma farmacéutica gel. Este produto tem
aplicacdo na area da Biotecnologia que visa, principalmente, resultados mais rapidos e

eficientes na cicatrizagao e reconstitui¢ao tissular..
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