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(57) Resumo: USOS DO EXTRATO AQUOSO
E DA FRACAO POLISSACARIDICA DE Thuja
occidentalis COMO AGENTES ANTI-
INFLAMATORIOS. A presente patente aborda o
uso do extrato aquoso e frag&o polissacaridica
de Thuja occidentalis como agentes anti-
inflamatorios, que foi confirmado através da
realiza¢do da atividade anti-inflamatéria in vivo.
Véarios métodos foram empregados para avaliar
a capacidade anti-inflamatéria. Foram utilizadas
metodologias baseadas hos métodos de
mensurac¢éo do edema de pata induzido por
carragenina e por diferentes agentes
inflamatorios, e a determinagdo da migragéo de
leucécitos para a cavidade peritoneal induzido
por carragenina, utilizando o extrato seco de T.
occidentalis e a fracdo de polissacarideos em
vérias concentrag¢des 3,0 - 30 mg/Kg, por via
intraperitoneal). Em todas as metodologias, foi
utilizado como controle positivo a indometacina.
Os resultados obtidos séo promissores e
revelaram que o extrato aquoso e a fragcéo
polissacaridica de T. occidentalis possuem boas
atividades anti-inflamatérias, portanto, tém
potencial para serem usados como insumos
farmacéuticos ativos no desenvolvimento de
novas formas farmacéuticas injet(...)
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[005] O material vegetal fresco foi lavado com agua purificada e
aspergido com alcool a 60-80% (v/v). Em seguida, foi colocado em estufa de ar
circulante por 80-90 h a 30-50°C. Apés secagem, o material foi pulverizado em
moinho de facas e acondicionado em recipiente de vidro, devidamente vedado
e mantido em auséncia de luz.

[006] A solugao extrativa de T. occidentalis foi obtida atraves de
extragdo aquosa sob aquecimento, em banho-maria a 85-95°C, empregando-
se uma proporgao de 2,0-5,0 g de droga vegetal para cada 20-40 mL de agua
destilada, durante 2-5 h. Em seguida, a solugdo extrativa foi resfriada a
temperatura ambiente e filtrada em algodao.

[007] A obtencao do extrato seco de T. occidentalis realizou-se atraves
da secagem da solugao extrativa, anteriormente descrita, que foi congelada em
ultrafreezer a 85-95°C por 12-36 h, e posteriormente liofilizada sob pressao de
20-30 ymm de Hg; vacuo 215-225 Vca. por 90-100 h. O produtb obtido foi
acondicionado em frascos-ampola hermeticamente fechado e armazenados em
dessecador de vidro sob vacuo.

[008] A fracdo de polissacarideos de T. occidentalis foi obtida a partir
da solugdo extrativa anteriormente descrita, empregando-se o método de
precipitagdo com etanol, conforme o seguinte procedimento: transferiu-se uma
aliquota de 1-3 mL da solugao extrativa para tubos de ensaio contendo 0,20-
0,30 mL de acido tricloroacético (TCA) 5-15% (v/v). As amostras foram
centrifugadas a 3000-5000 rpm, durante 3-6 min para remoc¢ao de interferentes
proteicos por precipitagao, e posterior tratamento do sobrenadante com etanol

absoluto, na proporgao 1:3, para precipitagédo dos polissacarideos. Estes foram
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obtidos apo6s centrifugagcdo a 3000-5000 rpm, durante 10-20 min.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e a fracao de polissacarideos
ressuspendida em 5-15 mL de &agua destilada para ser transferida ao
congelamento em ultrafreezer a -85-95°C por 12-36 h, e posteriormente
liofilizada sob pressao de 20-30 ymm de Hg; vacuo 215-225 Vca. por 90-100 h.
O produto foi acondicionado em frasco- ampola hermeticamente fechados e
armazenados em dessecador de vidro sob vacuo.

[009] Para a mensurag¢ao do edema de pata induzido por carragenina,
foram utilizadas as metodologias descrita por Chaves et al (2013) e Posadas et
al. (2004). Os camundongos foram pré-tratados com Extrato Aquoso de T.
occidentalis (3-30 mg/kg), Fracao Polissacaridica de T. occidentalis (3-30
mg/kg), e indometacina (8-12 mg/kg). Apds 30 minutos, o edema foi induzido
pela administracédo de 40-60 uL de uma suspensao de carragenina (450-550
Hg/pata) na pata traseira direita, a qual foi diluida em solugdo salina estéril a
0,9%. A pata esquerda, usada como controle recebeu apenas 40-60 pL de
salina (0,9 %). O volume da pata foi medido antes (VO), e entre 1- 4 horas do
tratamento com carragenina (Vt), usando um pletismémetro. O edema foi
mensurado entre 24 e 96 horas ap6s a administragcao de carragenina (450 -
550 ug/pata).

[010] Para induzir edema de pata por diferentes agentes inflamatérios,
os animais foram administrados com injegcbes de 40-60 pL de sulfato de
dextran (DEX; 450-550 pg/pata), bradicinina (BK; 5,5-6,5 nmol/ pata),
serotonina  (5-HT; 0,5-1,5%), histamina (HIST; 80-120 pg/pata) e

prostaglandina E2 e (PGE2; 2,0-4,0 nmol/pata) e composto 48/80 (10-14
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pg/pata) na pata traseira direita, como adaptado de Barbosa et al (2009) e
Vasconcelos et al (2011). A pata contralateral recebeu 40-60 pL de solugao
salina (0,9%) que serviu como controle sem tratamento. No experimento com
bradicinina, os animais foram pré-tratados com captopril (4,5-5,5 mg/kg, i.p.),
uma hora antes da inducdo de bradicinina para evitar a degradagao da
bradicinina. Extrato Aquoso de T. occidentalis (2,5-3,5 mg/kg), Fracdo de
Polissacarideos de T. occidentalis (2,5-3,5 mg/kg) e indometacina (8-12 mg/kg,
droga de referéncia) foram administradas intraperitonealmente 25-35 minutos
antes da injecdo intraplantar destes agentes imflamatérios.

[011] Para a determinagado da migracao de leucécitos para a cavidade
peritoneal induzida por carragenina, foi administrada intraperitonealmente
solugcado salina (0,9%), indometacina (8-12 mg / kg), Extrato Aquoso de T.
occidentalis (2,5-3,5 mg/kg, i.p.) e Fracao de Polissacarideos de T. occidentalis
(2,5-3,5 mg/kg, i.p.). Apos 25-35 minutos, os animais foram tratados com
carragenina (200-300 uL; 450-550 ug/cavidade). Os animais foram sacrificados
entre 3-5 horas mais tarde e a cavidade peritoneal foi lavada com 10-2,0 mL de
fosfato heparinizado de salina tamponada (PBS) para a colheita peritoneal de
células. Os volumes recuperados foram semelhantes em todos os grupos
experimentais e eram equivalentes a 93-96% do volume injetado. As contagens
de células totais foram realizadas em uma camara de Neubauer, e as
contagens de células diferenciais (100 células total) foram realizadas em
laminas citocentrifugas coradas com hematoxilina e eosina. Os resultados sao

apresentados como o numero de neutréfilos por mililitro de exsudato peritoneal.
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USOS DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGCAO POLISSACARIDICA DE

Thuja occidentalis COMO AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS

[001] A presente patente aborda os usos do extrato aquoso e fragao
polissacaridica de Thuja occidentalis como agentes anti-inflamatoérios.

[002] Thuja occidentalis, comumente conhecida como arvore da vida
ou cedro branco, € uma arvore pertencente a familia Cupressaceae. Originaria
do leste da América do Norte e cultivada no Brasil como arvore ornamental,
esta espécie tem demonstrado diversas propriedades farmacolégicas, dentre
as quais pode-se citar para o extrato etandlico: atividades hepatoproterora,
antidiabética, antioxidante, anti-ulcerativa e anti-aterosclerética; para o extrato
metandlico, atividade antitumoral; para a fracdo de polissacarideo, atividades
antiviral e imunoestimulante; e, para os Oleos essenciais, atividade
antimicrobiana.

[003] Esta patente objetiva apresentar os usos do extrato aquoso e
fragado polissacaridica de Thuja occidentalis como agentes anti-inflamatérios,
que foram confirmados através da realizagao das atividades anti-inflamatérias
in vivo.

[004] Foram utilizadas amostras das partes aéreas de T. occidentalis
coletadas no municipio do Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco. Dentre os
parametros para a coleta do material, foram selecionadas partes aéreas em
igual estagio de desenvolvimento e com auséncia de depredagdo. A
identificagao foi realizada e a exsicata depositada no Herbario do Instituto

Agronémico de Pernambuco (IPA).



517

[012] Para a mensuragdo do edema da pata induzido por carragenina, a
administracao de carragenina na pata traseira direita promoveu a formagao de
edema, atingindo um maximo em 2-4 h (0,128 + 0.005 mL) e 24h (0,122 %
0,008 mL), e depois um declinio em 96 h (0,104 £ 0,01 mL). O pré-tratamento
com Extrato Aquoso de T. occidentalis (3-30 mg/kg) reduziu marcadamente a
resposta edematogénica induzida pela administracao de carragenina. O efeito
maximo foi observado a uma dose de 3-5 mg/kg, que significativamente (p
<0,05) reduziu o edema em todos os pontos de tempo avaliados, incluindo o
pico em 2-4 h (0.05 + 0.005 mL; 60-62% de reducao) e 70-74 h (0,05 + 0,04
mL; 52-54% de reducao). O pre-tratamento com Fragao de Polissacarideos de
T. occidentalis (3-30 mg/kg) reduziu marcadamente a resposta edematogénica
induzida pela administragdo de carragenina. O efeito maximo foi observado a
uma dose de 3-5 mg/kg, que significativamente (p <0,05) reduziu o edema em
todos os pontos de tempo avaliados, incluindo o pico em 2-4 h (0.03 + 0.007
mL; 75-77% de reducao) e 23-25 h (0,04 £ 0,004 mL; 83-85% de redugéo).

[013] A inje¢cdo de composto 48/80 (0.062 + 0.005 mL), bradicinina
(0,016 + 0.003 mL), dextran (0.044 + 0.005 mL), PGE2 (0.09+ 0.009 mL),
histamina(0.066 + 0.004 mL) e serotonina (0.05 £ 0.006 mL) induziram um
edema de pata intenso. O pré-tratamento com Extrato Aquoso de T.
occidentalis (3-5 mg/kg) inibiu significativamente (p<0,05) o edema da pata
induzido por composto 48/80 (0.024 + 0.005 mL; 61-63% de inibigao),
bradicinina (0.002 + 0.002 mL; 87-89 % de inibicao), dextran (0.016 + 0.003
mL; 63-65 % de inibigdo), PGE2 (0.04 + 0.007 mL; 55-57% de inibi¢ao),

histamina (0.010 £ 0.002 mL; 83-85% de inibicdo) e serotonina (0.01+ 0.005
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54 % na contagem de leucdcitos totais € uma redugao de 65-67% na migracao
de neutréfilos para a cavidade peritoneal.

[015] Sendo assim, o extrato aquoso e a fragéo de polissacarideos de T.
occidentalis apresentam elevadas capacidades anti-inflamatéria por via
intraperitoneal, podendo serem utilizados como insumos farmacéuticos

fitoterapicos no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas injetaveis.
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mL; 80-82% de inibicao). O pré-tratamento com Fragado de Polissacarideos de
T. occidentalis (3-5 mg/kg) inibiu significativamente (p<0,05) o edema da pata
induzido por bradicinina (0.006 + 0.002 mL; 63-65% de inibicdo), histamina
(0.016 + 0.004 mL; 76-78% de inibigao), PGE2 (0.026 + 0.011 mL; 71-73% de
inibicdo), dextran (0.01 + 0.004 mL; 77-79% de inibi¢cao), serotonina (0.018 *
0.002 mL; 66-68% de inibicao) e composto 48/80 (0.03 + 0.003 mL; 53-55% de
inibicdo). Indometacina (10 mg/kg) tambéem reduziu significativamente o
edema da pata induzido pelos diferentes agentes flogisticos.

[014] A injecdo de carragenina (450-550 ug/cavidade) produziu um
intenso infiltrado celular apés 3-5 h, com a contagem total de leucécitos (8,46 +
0,2839 leuctcitos x10%/mL) e neutréfilos (6,06 + 0,6193 neutréfilos x10%/mL)
significativamente elevados (p<0,05), em comparagdo com os animais tratados
apenas com salina. No entanto, a administragdo de Extrato Aquoso de T.
occidentalis (3,0-5,0 mg/kg, i.p) 25-35 min antes da administragcao da
carragenina reduziu esta contagem de leucécitos no periténio para (4.0 + 0.5 x
10° células/mL), uma inibigdo de 52-54%. A mesma dose de Extrato Aquoso de
T. occidentalis também reduziu a migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal (2.93 + 0.17 x 10° células/mL), 55-57% menor do que o grupo
tratado somente com carragenina (6.67 + 0.17 x 10° células/mL). O pré-
tratamento com Fragao de Polissacarideos de T. occidentalis (3-5 mg/kg, i.p.)
produziu uma diminuigdo da contagem total de leucécitos (5,22 + 0,61
leucocitos x 10%/mL) e neutrofilos (1,66 + 0,13 neutréfilos x 10%/mL) na
cavidade peritoneal. Semelhantemente, quando comparado ao tratamento com

carragenina, o pré-tratamento com indometacina produziu uma redugao de 52-
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REIVINDICAGOES

1. USOS DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGAO
POLISSACARIDICA DE Thuja occidentalis COMO AGENTES ANTI-
INFLAMATORIOS, caracterizado por ambos apresentarem uma boa atividade
anti-inflamatdéria a qual foi confirmada através da realizagao de testes in vivo.

2. USOS DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGAO
POLISSACARIDICA DE Thuja occidentalis COMO AGENTES ANTI-
INFLAMATORIOS, de acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado por utilizar
varias metodologias para avaliar a capacidade anti-inflamatéria, baseadas nos
métodos da mensuragao do edema de pata induzido por carragenina e por
diferentes agentes inflamatorios, e a determinagdo da migragcao de leucocitos
para a cavidade peritoneal induzido por carragenina, utilizando o extrato
aquoso de T. occidentalis e a fracao de polissacarideos em varias
concentragdes (3,0-30 mg/Kg, por via intraperitoneal).

3. USOS DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGAO
POLISSACARIDICA DE Thuja occidentalis COMO AGENTES ANTI-
INFLAMATORIOS, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado por
utilizar em todas as metodologias, como controle positivo, a indometacina (8-12
Hg/mL).

4. USOS DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGAO
POLISSACARIDICA DE Thuja occidentalis COMO AGENTES ANTI-
INFLAMATORIOS, de acordo com as reivindicagées 1, 2 e 3, caracterizado

por, de acordo com os resultados dos trés métodos para a determinagéo da
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atividade anti-inflamatéria in vivo, as concentragdes do extrato aquoso e a
fracao de polissacarideos de T. occidentalis serem as mesmas em ambos
(3,00-5,00 mg/Kg, por via intraperitoneal).

5. USOS DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGAO
POLISSACARIDICA DE Thuja occidentalis COMO AGENTES ANTI-
INFLAMATORIOS, de acordo com as reivindicagées 1, 2, 3 e 4, caracterizado
por obter resultados promissores que revelam que o extrato aquoso e a fragao
polissacaridica de T. occidentalis possuem boas atividades anti-inflamatérias,
portanto, tém potencial para serem usados no desenvolvimento de novas

formas farmacéuticas para uso veterinario e humano.
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RESUMO

USOS DO EXTRATO AQUOSO E DA FRAGAO POLISSACARIDICA DE

Thuja occidentalis COMO AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS

A presente patente aborda o uso do extrato aquoso e fragao
polissacaridica de Thuja occidentalis como agentes anti-inflamatérios, que foi
confirmado através da realizagao da atividade anti-inflamatéria in vivo. Varios
métodos foram empregados para avaliar a capacidade anti-inflamatéria. Foram
utilizadas metodologias baseadas nos métodos de mensuragao do edema de
pata induzido por carragenina e por diferentes agentes inflamatorios, e a
determinagdo da migragcao de leucécitos para a cavidade peritoneal induzido
por carragenina, utilizando o extrato seco de T. occidentalis e a fragao de
polissacarideos em varias concentragdes (3,0 - 30 mg/Kg, por via
intraperitoneal). Em todas as metodologias, foi utilizado como controle positivo
a indometacina. Os resultados obtidos sdao promissores e revelaram que o
extrato aquoso e a fragdo polissacaridica de T. occidentalis possuem boas
atividades anti-inflamatoérias, portanto, tém potencial para serem usados como
insumos farmacéuticos ativos no desenvolvimento de novas formas

farmacéuticas injetaveis.
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