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USO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Rhynchospora nervosa COMO
AGENTE ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO

Campo da invengao

[001] A presente patente refere-se ao uso do extrato hidroalcodlico das partes aéreas
de Rhynchospora nervosa como agente anti-inflamatério e anti-nociceptivo em estudos
in vivo. De forma ampla, pesquisas que envolvem a bioprospec¢ao de plantas
medicinais se destacam como sendo alternativas promissoras para o desenvolvimento

de novos produtos fitoterapicos.
Fundamentos da invengao

[002] Pertencente a familia Cyperaceae, Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler é
caracterizada por ser uma planta nativa e endémica do Brasil ocorrendo em todas as
regides do pais. Popularmente conhecida como capim-estrela, esta espécie possui
alguns usos etnofarmacoldgicos no tratamento da gripe, inflamacgao, inchago e doenca
venérea (GOMEZ et al., 2016; LISBOA et al., 2017). De acordo com um estudo
realizado na comunidade de Villa Cachoeira (llhéus, Bahia, Brasil) foi constatado que R.
nervosa é utilizada empiricamente pela populagdo como anti-inflamatério (RAMIREZ e
BLAIR, 2017).

[003] Muitos medicamentos desenvolvidos a base de plantas amplamente utilizados
em todo o mundo s&o derivados, na maioria das vezes, do conhecimento empirico
existente nas comunidades (DEFILIPPS e KRUPNICK, 2018). O uso de plantas
medicinais ainda faz parte da realidade de muitas regides. No Oriente Médio, na
América Latina, Africa e Asia, por exemplo, mais de 85% da populacdo dependem da
medicina tradicional, principalmente de medicamentos fitoterapicos (JAMSHIDI-KIA et
al., 2018). Em contrapartida, no Brasil, 0 numero de registros de fitoterapicos tem sido
marcado por uma redugédo de 72% ao se comparar com a lista de registros destes
produtos de 2009 com a de 2015 (HASENCLEVER et al., 2017). Estes dados sédo
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preocupantes e incentivam o desenvolvimento de mais pesquisas com plantas

medicinais, tendo em vista que o pais apresenta uma rica biodiversidade.

[004] Até o desenvolvimento da presente invengcdo, n&o foram encontradas
comprovacoes cientificas em bancos de dados disponiveis para a consulta de patentes
e manuscritos quando utilizado o termo de busca “Rhynchospora nervosa”, indicando
que nenhum bioproduto, composic¢ao, formulagéo, ou formas de uso, foram registrados
anteriormente contendo a referida espécie. As consultas foram realizadas na base de
patentes do INPI e em outras bases de dados internacionais (ESPACENET,
PATENTSCOPE® e USPTO). Artigos cientificos que comprovem o uso do extrato
hidroalcodlico de R. nervosa como anti-inflamatério e antinociceptivo também néo
foram encontrados em algumas bases de dados consultadas (PubMed, ScienceDirect e
MEDLINE).

[005] Cientes disso, as informagdes obtidas a partir do conhecimento popular foram
suficientes para impulsionar o desenvolvimento da presente invengdo contendo as
partes aéreas de R. nervosa. A validacdo do uso da composicao a base do capim-
estrela como alternativa no tratamento da inflamacdo e da dor € de extrema
importancia para direcionar novos estudos pré-clinicos e clinicos. Os aspectos gerais
acerca da invengao encontram-se detalhadamente descritos pela primeira vez neste

relatorio.
Breve descricao dos desenhos

A Figura 1 apresenta o efeito do extrato hidroalcodlico de Rhynchospora nervosa (Vahl)
Boeckeler em relagdo ao edema de pata induzido por carragenina em camundongos

Swiss.

A Figura 2 apresenta o efeito do extrato hidroalcodlico de Rhynchospora nervosa (Vahl)
Boeckeller em relagédo ao numero de contorgdes induzidas por acido acético 0,8% em

camundongos Swiss.

Descrigao da invengao
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[006] O procedimento metodoldgico para avaliar as formas de uso como anti-
inflamatdrio e antinociceptivo da composi¢ao a base de R. nervosa envolve a obtencao
do extrato objeto deste pedido de patente, processamento e pulverizagdo do material
vegetal, extragcdo em meio hidroalcodlico e a concentragao do extrato bruto obtido para
ser utilizado nos testes in vivo. As técnicas referentes ao que foi mencionado séo

descritas a seguir.

[007] As partes aéreas de Rhynchospora nervosa foram coletadas na Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Campus de Recife, em um terreno baldio proximo ao
Centro de Biociéncias. Uma exsicata foi identificada pelo Taxonomista Fernando
Antbénio Tavora Gallindo e depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima do
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob o numero de registro 93709. Além
disso, a espécie foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético

e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero A2279F9.

[008] O material vegetal foi desidratado a temperatura ambiente, pulverizado em
moinhos de facas e acondicionados em sacos plasticos até a preparacdo do extrato.
Para a extragao foi utilizado como solvente 7 L de uma solugao hidroalcodlica (70%) e
500 g da droga vegetal pulverizada. A extragdo do material vegetal foi realizada a
temperatura ambiente pelo método de maceragao por um periodo de 72 horas. Apos a
extracdo, o solvente foi evaporado em rotaevaporador e, posteriormente, submetido a
liofilizagdo. O extrato liofilizado teve rendimento total de 21,8 g. Para auxiliar na
conservagao, o extrato foi acondicionado em frasco ambar e mantido sob temperatura

de -10°C em freezer.

[009] O extrato hidroalcdlico de R. nervosa (EHRn) foi utilizado, inicialmente, para
verificar o nivel de toxicidade em camundongos Swiss fémeas e estabelecer critérios
prévios de seguranga sobre seu uso. Posteriormente, foram realizados testes em
camundongos Swiss machos para analisar o efeito anti-inflamatério e a atividade
antinociceptiva. E importante ressaltar que todos estes procedimentos foram
devidamente aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) sob o numero protocolo 127/2019.
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[0010] A avaliagdo da toxicidade aguda foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Lorke (1983) para determinar a dose letal (DLso) do extrato hidroalcodlico
de R. nervosa. Para o referido teste, foram utilizados 12 camundongos Swiss fémeas
no total. Inicialmente os animais foram divididos em trés grupos contendo trés animais
cada. Os animais pertencentes a cada grupo receberam diferentes doses do EHRn (10,
100 ou 1000 mg/kg). Apds a administracdo da droga induzida por gavagem, os animais
foram colocados em observacdo por 24 horas com a finalidade de monitorar o
comportamento e avaliar a ocorréncia de mortalidade. Na segunda fase do experimento,
trés camundongos foram distribuidos em trés grupos de um animal cada. Os animais
receberam doses mais altas (1600, 2900 ou 5000 mg/kg) do EHRn e, em seguida,
também foram observados por 24 horas para analisar o comportamento e a possivel

ocorréncia de mortalidade.

[0011] Foi verificado por meio do estudo pré-clinico de toxicidade aguda que o extrato
hidroalcodlico de Rhynchospora nervosa pode ser considerado como seguro,
apresentando baixo indice de toxicidade. Apds a administragdo do EHRn em
camundongos fémeas, observou-se que o animal que recebeu a dose referente a 5000
mg/kg apresentou morte subita em um intervalo de apenas 5 minutos apds a ingestao
da droga induzida por gavagem. Os outros camundongos que receberam diferentes
doses do EHRn (10, 100, 1000, 1600 ou 2900 mg/kg) foram monitorados por um
periodo de 24h, ndo sendo constatado nenhum sinal clinico ou morte. De acordo com
os calculos realizados para determinar a dose letal dos animais que receberam o EHRn,

sugere-se que a DLso € de 3807.88 mg/kg.

[0012] A avaliacao da atividade anti-inflamatdria in vivo, foi realizada pelo método de
edema de pata induzido por carragenina. Inicialmente, os grupos de camundongos
(n=6) foram tratados com indometacina 50 mg/kg (controle positivo), solugdo salina
(NaCl 0,9%) (controle negativo), ou extrato hidroalcodlico das partes aéreas de
Rhynchospora nervosa a 100, 200 ou 400 mg/kg por via oral. Apés 1 hora de
tratamento, o edema de pata foi induzido por carragenina (1% em salina, p/v) injetada
em um volume de 50 uL na regiao subplantar da pata direita do camundongo e 50 pL
de solugédo salina (NaCl 0,9%) na pata esquerda. O volume da pata foi avaliado com o

uso de Paquimetro nos intervalos de tempo de 0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a indug¢ao. O
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valor do edema foi obtido pela diferenga entre o volume da pata direita e esquerda,
sendo expressos como a variagado do volume da pata ao decorrer do tempo (PASSOS
et al., 2007). Os animais foram anestesiados e eutanasiados por overdose de

anestésicos (Ketamina (100 mg/kg) + Xilazina (10 mg/kg), intraperitoneal).

[0013] Diante dos resultados sobre o potencial anti-inflamatério do extrato
hidroalcodlico de R. nervosa, observou-se que todas as doses analisadas (100, 200 ou
400 mg/kg) reduziu 100% do edema de pata induzido por carragenina em
camundongos quando comparado com o grupo controle negativo, indicando que o
referido extrato pode ser considerado com uma alternativa promissora no tratamento da
inflamagéo (Figura 1). O resultado foi o mesmo para o controle positivo, onde os
camundongos receberam dose equivalente a 50 mg/kg de indometacina, medicamento
padrdo amplamente indicado como anti-inflamatdério, mostrando-se capaz de reduzir

100% do edema induzido por carragenina nas patas traseiras dos animas.

[0014] A avaliagao da atividade antinociceptiva foi realizada de acordo com o método
descrito por Collier et al. (1968) com modificagdes. Os camundongos foram divididos
em cinco grupos com seis animais cada. A nocicepgao foi induzida por acido acético
0,8% via intraperitoneal em um volume de 0,1 mL/10 g. Os animais foram tratados com
extrato hidroalcodlico das partes aéreas de R. nervosa (100, 200 ou 400 mg/kg),
veiculo (salina NaCl 0,9%) ou indometacina (20 mg/kg) administrados por via oral 1
hora antes do agente nociceptivo. Apdés a injecdo do acido acético, o numero de
contor¢bes abdominais foi registrado entre 5-15 minutos apds administragcéo
(QUEIROZ et al., 2010).

[0015] A partir dos resultados obtidos através do teste da atividade antinociceptiva,
ficou evidente que a dose mais elevada do extrato hidroalcodlico de R nervosa (400
mg/kg) apresentou o melhor resultado, reduzindo 86,53% das contor¢bes analisadas
nos camundongos, indicando que o extrato pode conter substancias analgésicas
(Figura 2). Em concentragbes mais baixas do referido extrato (100 ou 200 mg/kg),
observou-se uma reducido de contorcbes referentes a 67,35% e 61,23%,
respectivamente. O grupo controle positivo que recebeu 50 mg/kg de indometacina,

apresentou cerca de 62,03% de redugao das contor¢des abdominais, apresentando um
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efeito analgésico menor que o observado no extrato de R. nervosa na dose de 400

mg/kg.

[0016] Em sintese, o EHRn apresentou excelente efeito anti-inflamatério através do
modelo de edema de pata induzido por carragenina, e potencial promissor como
agente antinociceptivo avaliado pelo método de contor¢des induzidas por acido acético.
Além disso, o referido extrato possui baixa toxicidade aguda, indicando previamente

seu uso seguro no tratamento da inflamacgao e da dor.
Exemplos de concretizagdes da invengao

[0017] Por se tratar de uma composi¢cao obtida a partir de fontes naturais, seu uso
como futuro fitofarmaco pode ser uma alternativa na substituicdo de drogas sintéticas
mais toxicas ao organismo. Novos estudos devem ser conduzidos para direcionar
perspectivas futuras a partir desta invencéao. Inicialmente, € importante que haja uma
padronizacao e estabilizacdo do extrato hidroalcodlico de R. nervosa para que o
mesmo possa ser utilizado como base em formulagdes, preferencialmente de uso oral,
na forma farmacéutica liquida ou sélida. Novos testes deverao ser realizados utilizando
estas formulagdes em modelos pré-clinicos e, posteriormente, em fases clinicas para
consolidar ou ndo seu uso como possivel fitoterapico com efeito anti-inflamatério e

antinociceptivo.
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REIVINDICAGOES

1. USO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Rhynchospora nervosa COMO
AGENTE ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO, caracterizado por apresentar

propriedade anti-inflamatdria e antinociceptiva.

2. USO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Rhynchospora nervosa PARA
FINS MEDICINAIS, de acordo com a reinvindicagao 1, caracterizado por se tratar de

uma composicao eficaz para o tratamento da inflamacao e nocicepcéo.

3. USO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Rhynchospora nervosa COM
EFEITO ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO, de acordo com as
reinvindicagdes 1 e 2, caracterizado por apresentar baixa toxicidade aguda em estudo

pré-clinico.

4. USO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Rhynchospora nervosa COMO
AGENTE ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO, de acordo com as
reinvindicacdes 1, 2 e 3, caracterizado por apresentar compostos quimicos com efeito

anti-inflamatdrio e antinociceptivo.

5. USO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Rhynchospora nervosa COMO
AGENTE ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO, de acordo com as
reinvindicacbes 1, 2, 3 e 4, caracterizado por apresentar efeito anti-inflamatério e

antinociceptivo, podendo ser utilizado como base em formulacdes tépicas ou orais.
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DESENHOS

Veiculo

Indometacina 50 mg/lg
EHRn 100 mg/kg
EHRn 200 mg/kg
EHRn 400 mg/kg
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RESUMO

USO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Rhynchospora nervosa COMO
AGENTE ANTI-INFLAMATORIO E ANTINOCICEPTIVO

A presente patente refere-se ao uso do extrato hidroalcodlico a base das
partes aéreas de Rhynchospora nervosa como agente anti-inflamatério e
antinociceptivo em estudos pré-clinicos. O extrato hidroalcdlico de R. nervosa (EHRn)
foi utilizado para verificar a toxicidade aguda, o efeito anti-inflamatério (modelo de
edema de pata induzido por carragenina) e o potencial antinociceptivo (método de
contorg¢des induzidas por acido acético) em camundongos Swiss. Em sintese, o EHRn
apresentou efeito anti-inflamatorio, reduzindo 100% do edema de pata induzido por
carragenina nos camundongos em todas as doses avaliadas (100, 200 ou 400 mg/kg).
O potencial promissor do EHRn também foi observado por meio da atividade
antinociceptiva, tendo em vista que na dose referente a 400 mg/kg foi verificada uma
reducdo de 86,53% das contor¢bes nos animais. Além disso, o referido extrato
apresentou baixa toxicidade aguda nos testes pré-clinicos (DL50 = 3807.88 mg/kg),
indicando previamente seu potencial uso seguro como futuro fitoterapico contra

estimulos nociceptivos e processos inflamatorios.
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