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(57) Resumo: POMADA A BASE DE OLEO DE
LINHACA (LINUM USITATISSIMUM L.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E
PREVENCAO DE ULCERAS DE PRESSAO. A
presente patente de invencao refere-se ao uso
de uma formulacdo da forma farmaceutica
pomada a base de 6leo de linhaga (Linum
usitatissimum L.) com acao cicatrizante para
tratamento e prevencao de Ulceras de presséao.
Foram utilizadas como matérias-primas 6leo de
linhacga, parafina branca, cera de abelha,
butilhidroxitolueno, metilparabeno,
propilparabeno, vaselina sdlida e propilenoglicol.
Foi realizada a caracterizacéo fisico-qufinica e
avaliadas toxicidade, irritacao e sensibilizagédo
dérmicas e reparacéo tecidual da pomada a
base de 6leo de linhaca em roedores e coelhos.
Para a avaliacdo da toxicidade, foram utilizados
diferentes modelos experimentais, utilizando
camundongos e ratos. Na verificagdo da
atividade sob a reparacgéo tecidual, foram
utilizados modelos de feridas, exicisional e
incisional, de ratos Wistar, avaliando a contracdo
e re-epitelizacdo da ferida. Os resultados obtidos
revelaram que a pomada a base de 6leo de
linhaca ndo apresentou toxicidade, irritacdo ou
sensibilizacdo dérmicas nos(...)
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POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linund usitatissimum L.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO

A presente patente de invencgdo refere-se & formulagdo da forma farmacéutica
pomada & base de Sleo de linhaga (Linum usitatissimum L.) com aglo cicatrizante para
tratamento e prevengdo de ulceras de pressdo. Foi realizada a caracterizagdo fisico-
quimica e avaliadas a toxicidade, irritagdo e sensibilizagfio dérmicas, e a reparagio
tecidual do 6leo de linhaca em roedores e coelhos. Os resultados demonstraram que a
formulagéo apresenta uma excelente agfo terapéutica, podendo ser utilizado no processo

de dermo-reparacio.

Na obtengdo tecnoldgica da formulagdo, foram utilizados como matérias-primas:
o Oleo de linhaga (1-10%), cera de abelha (2-8%), butilhidroxitolueno (0,01-0,03%),
parafina branca (2-8%), metilparabeno (0,16-0,2%), propilparabeno (0,01-0,03%),
vaselina sélida (q.s.p. 100%) e propilenoglicol (q.s.). |

A pomada foi obtida pela prévia solubilizag&o do metilparabeno, propilparabeno e
butilhidroxitolueno em propilenoglicol, seguida da adigcdo desta solugdo ao dleo de
linhaga e total homogeneizagdo. Em seguida, a esta mistura, foram adicionadas a
vaselina solida, parafina branca e cera de abelha, homogeneizando-se. Os lotes foram
acondicionados em bisnagas.

A formulagdo foi caracterizada realizando estudos de andlise térmica,
espectroscopia na regifo do infra-vermelho e determinagdo da espalhabilidade,
atendendo aos parametros pré-estabelecidos. |

Na avalia¢8io da toxicidade dérmica aguda, foram utilizados 30-40 camundongos
albinos Swiss (25-30g), machos e fémeas. Cada animal foi mantido separadamente em
gaiolas de metabolismo, e tiveram 5-15% da regido dorsal depilada (na linha mediana
cervical), 24-48 horas antes do procedimento experimental. Decorrido o tempo, foi
aplicado topicamente, em cada animal, 90-100 mg da pomada & base de dleo de linhaga
na area depilada. Apos a aplicagio, os animais foram atentamente observados entre 30-
360 minutos e a cada 24-48 horas durante 10-20 dias. As observagdes incluiram a
avaliagdo da pele e pélo, olhos, salivagio, tremores, convulsdes, atividade motora,

resposta a estimulos sensoriais, bem como outros sinais clinicos de toxicidade ou morte.
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Ao final do ensaio, os animais sobreviventes foram eutanasiados em cédmara de CO, €
examinados macroscopicamente quanto a possiveis altefa@ﬁes em suas visceras
(coragdo, pulmdes, rins, figado, estbmago, ovarios, Uteros e testiculos). Como controle,
foi aplicada a formulag&o placebo topicamente nos animais.

O tratamento agudo dos camundongos utilizando o éleo de linhaga, por via
dérmica, nfo afetou a integridade dermo-epitelial nem provocou ébitos nos mesmos. A
nivel sistémico, utilizando como pardmetro a avaliagdo macroscopica dos 6rgéos vitais,
ndo foi observado indicio de danos nos érgos dos animais quando comparados com o
controle.

Na avaliagfio da toxicidade dérmica sub-crdnica, foram utilizados 20-30 ratos
Wistar machos e fémeas (200-250g), divididos em grupos. Cada animal foi mantido
separadamente em gaiolas de metabolismo, e tiveram 5-15% da regifio dorsal depilada
(na linha mediana cervical), 2-6 grupos receberam diariamente, durante 30-45 dias na
regifio depilada, a pomada a base de 6leo de linhaga, enquanto que um grupo controle
recebeu na mesma regifio e periodo, a formulagdo placebo. Os animais foram
diariamente observados para registro de possiveis alteragSes fisiolégicas e/ou
comportamentais ou morte. O peso corpéreo de todos os animais foi determinado antes
do infcio do tratamento e semanalmente até a conclusiio do mesmo. No final do
experimento, amostras de sangue de todos os animais, submetidos a prévio jejum de 8-
12 horas, foram coletadas através da pungfio do plexo retro-orbital com auxilio de
capilar de vidro, para analise de varidveis hematologicas (hemograma completo) e
bioquimicas, Finalizada a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados em cdmara
de CO, e as visceras (figado, corag8o, rins, bago, pulmdes, testiculos e utero) foram
removidas, pesadas e examinadas macroscopicamente.

Os pardmetros hematoldgicos (eritrdcitos, leucdcitos, plaquetas, hemoglobina,
hematécrito) e os indices hematimétricos [volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM)] foram determinados imediatamente apods a coleta através do analisador
automatico de células hematoldgicas. A contagem diferencial de leucocitos (neutrdfilo,
eosindfilo, baséfilo, linfocitos € mondcitos) foi realizada em extensdes coradas.

Os pardmetros bioquimicos (gama-glutamiltranspeptidase, aminotransferases,

fosfatase alcalina, uréia, creatinina, 4acido Wrico, colesterol, triglicérides, glicose,
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proteinas totais e bilirrubina) foram determinados com o aguxilio de um analisador
automatico. “

Pdde-se observar que a aplicagfo tépica durante 30-45 dias da pomada a base de
6leo de linhaga néo afetou a ingestfio de 4gua ou alimentos, nem causou reagdes clinicas
significativas como: prurido intenso, edema, eritema, diarréia, vOomitos, mudangas de
comportamento, ou mortes. As médias do peso corporal dos animais, machos e fémeas,
do grupo tratado com a pomada ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante quando comparado ao controle.

A avaliag8o macroscépica e peso dos 6rgdos vitais (g/100g de peso dos animais)
do grupo tratado com a pomada & base de dleo de linhaga n#o diferenciaram
estatisticamente do controle.

Quanto a avaliagdo laboratorial, os perfis hematolégico e bioquimico néo
apresentaram diferenca estatisticamente significante dos valores mensurados do grupo
tratado (diferenciado pelo sexo), quando comparado ao grupo controle.

Para a avaliagfio da irritagdo dérmica do 6leo de linhaga, foram utilizados 20-30
coelhos albinos machos e fémeas divididos aleatoriamente em grupos. Cada animal foi
mantido separadamente em gaiolas. Para o ensaio, cada animal teve duas dreas na regifo
dorsal depilada (5-10 cm?): uma para aplicagfio da pomada & base de 6leo de linhaga, ou
formulagdo placebo, e, na segunda é4rea, nada foi aplicado, permitindo assim que o
animal fosse seu préprio controle. 3-6 horas ap6s a aplicagdio, a drea de teste foi
examinada em intervalos de 1-72 h, para avaliagfo da presenga de eritema e/ou edema
(mensuragéo da prega cutdnea antes e apos a aplicagdo com paquimetro digital) a partir
de um sistema de escores.

Ao final do teste, os animais se apresentaram sem alteragfo relevante, indicado
através da auséncia de edema perceptivel, eritema mensurével ou visivel nos animais
tratados.

Para o teste de sensibilizagdo dérmica, foram utilizados 10-15 cobaias albinos,
adultos, machos e f€meas, sauddveis, sem injlrias externas e sem alteragdes patologicas
detectaveis, divididos aleatoriamente em grupos, Cada animal foi mantido
separadamente em gaiolas de metabolismo. Os animais do grupo tratamento receberam

durante 2-5 semanas uma aplicac@io por semana da pomada 2 base de 6leo de linhaga, na
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pele da regido dorso previamente depilada. O grupo controle foi tratado da mesma
forma. 24-36 horas apés a aplicagio, as reagdes para edema e eritema foram analisadas.

O teste da sensibilidade dérmica nfio demonstrou caracteristicas alergénicas nem
de sensibilizagdo dérmica quando comparado ao controle.

Para avaliagio da reparagdio tecidual, foram utilizados 60-80 ratos Wistar,
machos e fémeas saudaveis (200-300g), como modelo biolégico do experimento. Os
animais foram divididos aleatoriamente em grupos e mantidos individualmente em
gaiolas metabolicas de ago inoxidavel, 24-72 h antes do procedimento cirirgico, para
que ocorresse a adaptacdo.

Como modelo de ferida excisional, foram utilizados 30-40 ratos Wistar os quais
foram pesados e anestesiados com xilazina (2-4 mg kg™) e cetamina (8-12 mg kg™), por
via intramuscular e, posteriormente, posicionados em dectbito ventral. Em seguida, foi
realizada a tricotomia manual e antissepsia com &lcool iodado 0,08-1,02%, na linha
média dorsal da regifio cervical de cada animal. A érea incidida foi demarcada usando
caneta cirtrgica ¢ molde metélico vazado (70-80 mm?). No procedimento cirdrgico,
para retirada da pele, tecido subcutineo, paniculo carnoso e fascia, utilizou-se tesoura
reta de iris e pinga de Adson. Apds a incisfo, foi suturado um aro de contengéo
confeccionado em silicone atoxico e hipoalergénico, utilizando-se 5-10 pontos isolados
simples com fio monofilamentoso de nailon agulhado, distribuidos simetricamente, de
modo que a ferida cirGrgica permanecesse no centro.

Apbs a cirurgia, os animais foram divididos aleatoriamente em grupos contendo
pomada a base de 6leo de linhaga, uma emulséo oleosa & base de éleo de girassol rica
em 4cidos graxos essenciais, como controle positivo e formulagdo placebo, como
controle negativo. Foram aplicados 90-100 mg de cada substincia diariamente, durante
10-20 dias, utilizando espatula metdlica. As crostas das feridas de cada animal foram
removidas para permitir a avaliagfio do tecido que se encontrava abaixo das mesmas e o
valor real da area da ferida remanescente.

Na analise macroscépica do fechamento da ferida, para avaliar a contrago das
feridas tratadas com os diferentes produtos, as mesmas foram mensuradas diariamente
utilizando um paquimetro digital. Utilizou-se a equagiio A = n . R. 1, onde A
representava a area (mm?); “R”, o raio maior e “1r”, o raio menor. As avaliagdes foram

feitas pelo mesmo examinador, estando os animais sob contensfio fisica. As feridas
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foram avaliadas também quanto a presenga de exsudato, formag8o de crosta, inicio da
re-epitelizagfio e presenga de fibrina (esfacelos). -

Para avaliar se o tratamento com a pomada 4 base de 6leo de linhaga influenciou
no tempo de fechamento das feridas excisionais, comparados aos grupos controle
emulséio oleosa a base de 6leo de girassol rica em 4cidos graxos essenciais, como
controle positivo, ou a formulagfo placebo, como controle negativo, as feridas de cada
animal foram medidas diariamente. Foi observada uma redugfio significativa da
contracdo das feridas e a reparagfio tecidual ocorreu uniformemente no grupo tratado
com a pomada a base de 6leo de linhaga

Quanto a varidvel, presenga ou ausénceia de crosta, observamos um aumento
significativo na presenga de crosta com o grupo tratado com a pomada a base de 6leo de
linhaga.

Foi observado exsudado seroso nas primeiras horas apds a cirurgia. Entretanto
no decorrer de 10-20 dias de avaliagfo, ndo foi observada diferenca significativa quanto
a presenga de exsudado no grupo tratado com a pomada.

A remogfo da crosta foi necessaria entre o 7°-10° dia, para possibilitar melhor
contato da pomada & base de 6leo de linhaga e visualizagdo do leito da ferida, Com esta
remogdo foi possivel avaliar, macroscopicamente, o tipo de tecido presente. Sendo
significativo o aumento da presenga de fibrina (esfacelo) no grupo tratado com a
pomada, quando comparado com o grupo controle positivo, que ndo apresentou
formagéo de esfacelo no leito da ferida. No mesmo dia, foi significativa a presenga de
esfacelo no grupo tratado com a pomada a base de éleo de linhaga, quando comparado
com o grupo controle negativo (formulagéo placebo).

Quanto a re-epitelizagfo, foi significativo o aumento de tecido de re-epitelizagéo
presente, a partir do 3°-5°dia, no grupo tratado com a pomada a base de 6leo de linhaga,
quando comparado ao grupo controle positivo. FEsta mesma varidvel foi
significativamente menor, entre 6°-8° dia, no grupo tratado com a pomada, quando
comparada ao grupo controle negativo

Na anélise microscOpica morfométrica, entre 10°-20° dia de tratamento, os
animais foram eutanasiados em cdmara de CO; e, em seguida, foram mantidos em mesa
cirtrgica para a coleta das lesSes cutineas, Todas as amostras obtidas foram fixadas em

formol tamponado a 8-12% por um periodo de 24-48 h, e posteriormente foram
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desidratados em etanol, diafanizados em xilol, processados para inclusdo em parafina
pelos métodos de rotina, e cortados em micrétomo ajustado para 3-6 pm. O material
obtido foi colocado em ldminas previamente untadas com albumina.

Apbés a secagem, os cortes foram corados em hematoxilina-eosina para
observagdes da morfologia geral do tecido e tricrdmico de Masson para analisar a
organizagéio das fibrilas de coldgeno da derme. As laminas foram analisadas sob
microscOpio Optico, cinco imagens por campo (4rea de 0,001-0,002 mm?) foram
capturadas com cdmera digital por uma cdmera fotografica acoplado ao microscépio. As
imagens foram arquivadas e submetidas & contagem de células inflamatérias, células
fibroblastica, niimero de vasos sanguineos e avaliag8o da densidade de coldgeno de
todas as lesGes com auxilio de marcagfo digital.

No modelo de ferida incisional, foram utilizados 30-40 ratos Wistar os quais
foram pesados e anestesiados com xilazina (2-4 mg kg™") e cetamina (8-12 mg kg™") por
via intramuscular. Posteriormente, foram posicionados em dectbito ventral. Em
seguida, foi realizada a tricotomia manual e antissepsia com &lcool iodado 0,08-1,2%,
na regifio da linha média dorsal. Posteriormente, realizou-se uma incisdo utilizando
lamina de bisturi, paralela a coluna vertebral de trés centimetros de comprimento. O
retalho cutdneo pré-estabelecido foi constituido pela: pele, tecido subcutineo, fascia
superficial até atingir o paniculo carnoso. O local foi dissecado com dissec¢do romba
para deslocamento do plano misculo-aponeurdtico adjacente, em seguida reposicionado
e suturado com 2-4 pontos simples interrompidos utilizando fio monofilamentoso de
nailon agulhado. Apds a cirurgia, os animais foram divididos aleatoriamente em grupos
contendo a pomada & base de dleo de linhaga, uma emulséio oleosa a base de 6leo de
girassol rica em 4cidos graxos essenciais, como controle positivo, e formulagfo placebo,
como controle negativo. Foram aplicados 90-100 mg de cada formulagfo diariamente
durante 7-15 dias. As suturas foram removidas entre o 6°-9° dia e as feridas continuaram
a ser tratadas até a avaliagfio da resisténcia da pele entre 10-15° dia. Para tal avaliagéo,
os animais foram eutanasiados em cdmara de CO; e a pele do local da ferida foi
removida e avaliada quanto & resisténcia em mdquina universal de ensaio mecénico,
com garras de pressfio ajustdvel manualmente e sistema eletrnico de aquisicdo de

dados computadorizado.
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Os ensaios pré-clinicos, empregados para avaliar a seguranga de uso da pomada
a bese de dleo de linhaga, demonstraram que o mesmo ndo apresenta riscos quando
administrado por via dérmica nos modelos testados. Observou-se que 100% dos animais
dos grupos tratados com a pomada a base de 6leo de linhaga apresentaram re-
epitelizagdo completa ao final do experimento, sendo este resultado significativo,

quando comparado com o grupo controle negativo (formulagéio placebo).
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REIVINDICACOES

POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum usitatissimum L.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO.

1 - POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum usitatissimum L.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO, caracterizado por conter como insumo farmacéutico ativo
o0 6leo de linhaga.

2 - POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum usitatissimum L) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por
apresentar excelente efeito sob a reparagfo tecidual, possibilitando a re-epitelizagfio em

100% dos animais tratados, néio causando danos a pele integra.

3 - POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum usitatissimum L.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado por
conter como excipientes parafina branca, cera de abelha, butilhidroxitolueno,

metilparabeno, propilparabeno, vaselina sélida e propilenoglicol.

4 - POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum usitatissimum 1.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO, de acordo com as reivindicagdes 1, 2 e 3, caracterizado por
nfo apresentar toxicidade dérmica nos modelos animais utilizando camundongos e
ratos.

5 - POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum usitatissimum L.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO, de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3 e 4, caracterizado

por ndo apresentar sensibilizagdo dérmica no modelo animal utilizando cobaias albinos.

6 - POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum usitatissimum L.) COM
ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE
ULCERAS DE PRESSAO, de acordo com as reivindicages 1, 2, 3, 4 e 5,

caracterizado por ndo apresentar irritagdo dérmica no modelo animal utilizando coelhos.
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RESUMO
Patente de inven¢io: POMADA A BASE DE OLEO DE LINHACA (Linum

usitatissimum L.) COM ACAO CICATRIZANTE PARA TRATAMENTO E
PREVENCAO DE ULCERAS DE PRESSAO

A presente patente de invencdo refere-se ao uso de uma formulagfio da forma
farmacéutica pomada a base de 6leo de linhaga (Linum usitatissimum L.) com agfo
cicatrizante para tratamento e prevengdo de tlceras de presséo. Foram utilizadas como
matérias-primas 6leo de linhaga, parafina branca, cera de abelha, butilhidroxitolueno,
metilparabeno, propilparabeno, vaselina sélida e propilenoglicol. Foi realizada a
caracterizagfo fisico-quimica e avaliadas toxicidade, irritag8io e sensibilizagfio dérmicas
e reparagfo tecidual da pomada a base de éleo de linhaga em roedores e coelhos. Para a
avaliac8o da toxicidade, foram utilizados diferentes modelos experimentais, utilizando
camundongos e ratos. Na verificagdo da atividade sob a reparagfo tecidual, foram
utilizados modelos de feridas, exicisional e incisional, de ratos Wistar, avaliando a
contragfio e re-epitelizagfo da ferida. Os resultados obtidos revelaram que a pomada a
base de 6leo de linhaga nfo apresentou toxicidade, irritagdio ou sensibilizagdo dérmicas
nos modelos animais utilizados. Com rela¢fio a reparagéo tecidual, o grupo tratado com
a pomada a base de 6leo de linhaga iniciou o processo de re-epitelizagfio, significante,
quando comparado ao grupo controle placebo. A administragdo topica da pomada & base
de 6leo de linhaga em feridas experimentais excisionais, possibilitou a re-epitelizagéo

em 100% dos animais tratados e nfo causou danos a pele integra.
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