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(57) Resumo: ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM
THUJA OCCIDENTALIS LINN. (CUPRESSACEAE). A presente
patente refere-se a descricdo das etapas metodolégicas necessarias
para o isolamento e identificacdo do diterpeno pinusolide, pertencente
a classe dos labdanes. A pinusolide, segundo varios relatos da
literatura, atribui-se como principal propriedade a potente e especifica
agdo antagonista do receptor ligante do fator de ativagao plaquetaria,
além da atividade anti-inflamatdria e anti-leucémica. Para efeito de
isolamento, a droga vegetal foi extraida durante dois dias com
diclorometano e o material vegetal obtido foi novamente re-extraido
para esgotamento da droga vegetal. Apds, o extrato foi filtrado e
exposto a secura. Em seguida, por meio da analise em coluna
cromatografica via Umida filtrante com varios sistemas de solventes
organicos, obteve-se a fragao F3, eluida com hexano/acetato de etila
(50:50). A fracdo obtida foi levada a secura e colocada para
fracionamento em coluna de isolamento. O perfil cromatografico da
fragdo F3 foi visualizado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), sendo esta fracdo previamente tratada por meio de extragdo
em fase sélida (SPE). Porém, para otimizar o método de isolamento da
substancia de interesse, foi proposto o sistema isocratico com H,O e
ACN, com fator de separagdo k=20, contendo o sistema H,O/ACN
(38:62). Apesar da boa resolugéo de F3, o solvente organico foi ainda
mais enfraquecido e, utilizando-se o nomodgrafo de fase reversa para
substituir a ACN por MeOH, mantendo constante a forca da fase
movel, chegou-se ao sistema HO:MeOH (25:75), que ainda foi
enfraquecido, chegando-se a H,O/MeOH (30:70), que forneceu
condigdes suficientes para isolamento da substancia isolada (S1). A
substancia S1 foi coletada no CLAE e identificada por meio de
variadas técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae).

A presente patente refere-se & descri¢do da metodologia de isolamento do diterpeno
pinusolide na espécie vegetal Thuja occidentalis, pois uma vez verificada a presenga
marcante de monoterpenos e diterpenos carcateristicos na espécie, que entram,
sobretudo na composi¢do dos oOleos essenciais desta planta medicinal, deu-se
seguimento ,a estas etapas, que resultaram no isolamento deste composto, jamais
relatado na literatura para 7. occidentalis, porém presente em outros géneros da familia

Cupressaceae.

Quanto a técnica utilizada para este isolamento, 150-300 gramas da droga vegetal
pulverizada foi submetida a extragdo com 2-4 litros de diclorometano durante 48 horas,
sendo o extrato posteriormente filtrado com papel de filtro e colocado a secura em
capela de exaustdo durante 2 dias para evaporagdo do solvente e concentragdo do
extrato. O material vegetal resultante dessa primeira extragdo foi entdo re-extraido com
a mesma quantidade de diclorometano, de forma a promover o maximo esgotamento da
droga vegetal. O extrato vegetal obtido foi novamente filtrado e exposto a secura,
conforme descrito anteriormente. Ao final, obteve-se rendimento calculado em 13-16

gramas de extrato diclorometanico, pesado em balanga analitica.

O extrato diclorometanico foi entdo submetido & separagdo através da
cromatografia em coluna (filtrante) por via tmida utilizando varios sistemas de
solventes orginicos em ordem crescente de polaridade. Neste caso, utilizou-se a
proporgdo 1:10 do extrato diclorometinico em relagdo a silica, € o volume de cada
sistema orgénico adicionado foi determinado com base na equagio V =m. 1>. h. A partir
de entdo, obteve-se a fragdo F3, que foi eluida com hexano/acetato de etila (50:50) e

levada a secura em capela de exaustdo, sendo sua massa calculada entre 1-3 gramas.

A fragfo F3 foi entdo levada para fracionamento em coluna cromatografica por
via imida (CCVU). Em seguida, seu perfil cromatogréfico foi visualizado através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo esta fragdo previamente
tratada por meio de extragdo em fase solida (SPE, 1g/6 mL). Neste caso, a fra¢do F3 (1-

3 gramas) foi solubilizada em acetonitrila (ACN) e levada para solubilizagdo em
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sonicador para entfo ser extraida por SPE. Foram eluidos 0,5-2,0 mL de agua destilada
para retirada das fragdes retidas na coluna de SPE. Essa Gltima fragdo também foi
sonicada. Apds este pré-tratamento, as duas fragGes eluidas por SPE foram colocadas a
secura, resultando em quantidade de 140-170 mg de F3. Esta foi, em seguida,
solubilizada novamente em acetonitrila e filtrada com unidade filtrante (0,22 pum) para
entdo ser analisada por CLAE. Neste caso, foram utilizadas as seguintes condigdes
cromatogréﬁcas: sistema gradiente com A=ACN e B=H;0, 5 a 100%, durante 30-60
min; fluxo de 1 mL/min; volume de inje¢do de 10 - 30uL; varredura de 200 a 400 nm;

coluna analitica C18, 5 um (250 x 4,6 mm).

Para otimizar o método de isolamento da substincia de interesse em F3, foram
utilizados sistemas isocraticos com H,O e ACN, uma vez que, baseando-se na relagdo
Trz - Tra)/Tg (sendo: Trz o tempo de retengdo do ultimo pico de interesse; Tra o tempo
de retengdo do primeiro pico de interesse; € Tg o tempo total de realizagdo do
gradiente), este apresentou valor inferior a 0,4 para F3, que segundo Snyder e

colaboradores (1997) indica que a separagdo pode ser realizada no modo isocrético.

Assim, considerando os estudos Snyder e colaboradores (1997), foi possivel
propor valores desejaveis para o fator de separagéo K (5, 10 ou 20) e, com base nos
tempos de retengdo da ultima banda de interesse, chegou-se ao sistema isocratico com
separagdo k=20, contendo o sistema H,O/ACN (38:62). Para este procedimento, 4-7 mg
da fragdo F3, apds pré-tratamento em SPE, foi solubilizada em ACN, seguida de
filtragdo para leitura por CLAE. Este procedimento foi realizado repetidas vezes,
seguindo os pardmetros: sistema isocratico com A=H,0 e B=ACN (38:62); fluxo de 1
mL/minuto; volume de injegdo de 20uL; tempo de anélise 60 minutos; detector em 210

nm; coluna analitica C18, 5 pm (150 x 4,6 mm), dotada de pré-coluna.

Para otimizar o isolamento do composto majoritario na fragdo F3, foi adotada
como estratégia o enfraquecimento do solvente organico. Este enfraquecimento foi feito
aos poucos €, por meio do nomoégrafo de fase reversa (SNYDER et al., 1997), foi
realizada a substituigio da ACN por Metanol (MeOH), mantendo constante a for¢a da
fase movel. Assim, com a percepgdo de que o sistema HO/ACN (44:56) poderia
demostrar boa resolugdo, pelo nomoégrafo foi constituida a fase mével em H,O:MeOH
(25:75).
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Por fim, o enfraquecimento do sistema orgdnico encontrou na propor¢do
H,O/MeOH (30:70) as condigdes ideias para o isolamento da substdncia de interesse
(S1), com tempo de retengdo em torno de 20 minutos. O rendimento obtido para a

substéncia isolada foi em torno de 35-65 mg.

Assim, as condigbes cromatograficas finais para o isolamento de S1 foram:
cromatograma no modo de eluigdo isocratico, fase mével HO/MeOH 30:70; vazédo de
1- 1,5 mL/rqin; volume de injegdo de 10 — 30 uL; detector de UV em 210 nm; coluna

C18, 5 um (150 x 4,6 mm).

A sustancia S1 foi coletada por CLAE, especifico para isolamento, e identificada

por meio de variadas técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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REIVINDICACOES

1. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), caracterizada por pertencenter a familia
Cupressaceae, a espécie T. occidentalis é vulgarmente conhecida como 4rvore da
vida; é endémica no leste da América do Norte e cultivada no norte da Europa e
no Brasil como uma arvore ornamental, sendo utilizada na medicina popular para
o tratamento de bronquite, infecgdo do trato respiratério superior, cistite,
psoriase, carcinoma do utero e demais infec¢Ges por Papilomavirus humano
(HPV), entre outros. Seu efeito € atribuido principalmente as suas atividades
imunoestimulante e antiviral, visualizado através do aumento na proliferagdo dos

linfécitos T (LT) e na produgdo de interleucina-2 (IL-2).

. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada por possuir entre os principais metabdlitos, os flavonoides, as
lignanas, os polissacarideos e os 6leos essencias, cuja composigdo é formada por
uma grande variedade de monoterpenos (a exemplo da a-tujona, B-tujona e
fenchona) e diterpenos (dehidroabietano, &cidos neothujic III e IV, entre outros);
contudo, ndo hé qualquer citagdo na literatura, at¢ o momento, do diterpeno
pinusolide em 7. occidentalis, tampouco a descricdo do seu método de

isolamento.

. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), de acordo com as reivindicagdes 1 e 2,
caracterizados por

pertencer a importante classe dos labdanes, os diterpenos pertencentes a essa
classe, a exemplo de pinusolide, possuem grande variedade de atividades
biolégicas, como antibacteriana, antifiingica, antiprotozodéria, anti-inflamatéria,
modulagdo das fung¢des das células imunitarias e, mais recentemente, promotora
de efeitos citotoxicos e citostaticos contra linhagens de células leucémicas de
origem humana, além de interferir nas vias bioquimicas da apoptose e nas fases
do ciclo celular, bem como com a expressdo de diversos proto-oncogenes, tais

como c-Myc e Bel-l.
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4. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), de acordo com as reivindicagdes 1, 2 e 3,
caracterizada por possuir auséncia ou insuficiéncia de dados cromatograficos,
bem como de compostos de referéncia, a maioria dos labdanes ndo é utilizada
para identificagcdio dos produtos oriundos de extratos vegetais e sua utilizagéo
como marcador ¢ limitada; porém, diante da presente metodologia de isolamento,
com apresentagdo dos dados cromatogrificos e espectrofotométricos de
pinusolide, este poderd se constituir como um potencial marcador para T.

occidentalis.

. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), de acordo com as reivindicagdes 1,2, 3 e 4,
caracterizado pelo pinusolide ser um potente e especifico antagonista do receptor
ligante do Fator de Ativagdo Plaquetiria (PAF) em todos os modelos
experimentais mostrados in vitro € in vivo, inclusive em coelhos induzidos com
agregacdo de plaquetas, com um valor de 1Csp de 5 pM. O PAF induz uma série
de respostas fisiologicas dose-dependentes, que incluem o aumento da
permeabilidade vascular, hipotensdo, broncoconstricgédo e exsudagdo de proteinas
do plasma; inflamagdes da pele, caracterizada pelo aumento da permeabilidade
vascular, exsudagdo de proteinas do plasma e migragdo de células inflamatorias.
Assim, todas as caracteristicas da resposta inflamatdéria s3o intimamente
mimetizadas pelo PAF. Além disso, o PAF tem sido relatado por estar envolvido
em véarias condigbes patoldgicas, tais como alergia, inflamag¢do, anafilaxia,

choque de endotoxina e rejei¢do do 6rgdo transplantado.

. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn, (Cupressaceae), de acordo com as reivindicag¢des 1, 2, 3,4 ¢
5, caracterizada por ser um diterpeno com anel lacténico do tipo labdane, o
estudo de relagdo estrutura-atividade de pinusolide mostra que o grupo
carboximetil estér em C19, além da integridade da a, B-instauragdo no anel
butenolideo e a fungdo do olefinico exociclico sdo todos necessarios para a sua

maxima atividade inibitdria no receptor vinculado ao PAF.

. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5



10

15

20

3/3

e 6, caracterizada por também apresentar potente agdo inibitéria sobre a 5-
lipoxigenase (5-LO) dependente da geragdo do leucotrieno C4 (LTC4),
pinusolide isolado da Biota orientalis L. requer tanto a supressdo do influxo de
calcio (Ca®") quanto a fosforilagdo de c-Jun N-terminal quinase (JNK) para
geragdo de imunoglobulina E (IgE)/Ag induzida pelos mastécitos derivados da

medula 6ssea (BMMCs), de forma dose-dependente.

. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3, 4, S,
6 e 7, caracterizada pelo pinusolide inibir os biomarcadores potencialmente
relacionados com a inflamagéo in vitro e in vivo, podendo este ser um candidato

potencial para o tratamento de doengas inflamatérias.

. METODO DE ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM Thuja

occidentalis Linn. (Cupressaceae), de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 e 8, caracterizado por possuir, adicionalmente, potencial antileucémico,
visualizado através da diminui¢&o da atividade proliferativa das células do tumor
com, relativamente, baixas concentragdes de pinusolide e, mais especificamente,
por também induzir a apoptose com 100 pM de pinusolide por via mitocondrial
no linfoma de Burkitt. Além disso, utilizando linfoblastos primarios e células
leucémicas de criangas com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) e Leucemia
Mieléide Aguda (LMA), uma fragmentagdo significativa do DNA das células

tratadas com pinusolide pode ser detectada num ensaio ex vivo de apoptose.
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RESUMO

Patente de Inveng¢do: “ISOLAMENTO DO DITERPENO PINUSOLIDE EM

Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae)”

A presente patente refere-se a descrigdo das etapas metodoldgicas necessarias para o
isolamento e identificagdo do diterpeno pinusolide, pertencente a classe dos labdanes.
Ao pinusolide, segundo vérios relatos da literatura, atribui-se como principal
propriedade a potente e especifica agdo antagonista do receptor ligante do fator de
ativagdo plaquetdria, além da atividade anti-inflamatéria e anti-leucémica. Para efeito de
isolamento, a droga vegetal foi extraida durante dois dias com diclorometano e o
material vegetal obtido foi novamente re-extraido para esgotamento da droga vegetal.
Apbs, o extrato foi filtrado e exposto 4 secura. Em seguida, por meio da analise em
coluna cromatografica via imida filtrante com vérios sistemas de solventes orgénicos,
obteve-se a fragdo F3, eluida com hexano/acetato de etila (50:50). A fragdo obtida foi
levada & secura e colocada para fracionamento em coluna de isolamento. O perfil
cromatografico da fragdo F3 foi visualizado por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), sendo esta fragdo previamente tratada por meio de extragdo em fase
solida (SPE). Porém, para otimizar o método de isolamento da substincia de interesse,
foi proposto o sistema isocritico com H;O e ACN, com fator de separagdo k=20,
contendo o sistema H>O/ACN (38:62). Apesar da boa resolugdo de F3, o solvente
organico foi ainda mais enfraquecido e, utilizando-se o nomégrafo de fase reversa para
substituir a ACN por MeOH, mantendo constante a forga da fase mével, chegou-se ao
sistema H,O:MeOH (25:75), que ainda foi enfraquecido, chegando-se a H,O/MeOH
(30:70), que forneceu condig¢des suficientes para isolamento da substancia isolada (S1).
A substancia S1 foi coletada no CLAE e identificada por meio de variadas técnicas de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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