L

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA ECONOMIA

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL

CARTA PATENTE N° BR 102013030587-1

O INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL concede a presente PATENTE
DE INVENCAO, que outorga ao seu titular a propriedade da invencgéo caracterizada neste titulo, em todo o
territério nacional, garantindo os direitos dela decorrentes, previstos na legislacdo em vigor.

(21) Numero do Depdsito: BR 102013030587-1

(22) Data do Depésito: 28/11/2013

(43) Data da Publicacao Nacional: 24/03/2015

(51) Classificacao Internacional: A61K 36/88; A61P 11/06; BO1D 11/00.

(66) Prioridade Interna: BR102013002510-0 de 01/02/2013.

(54) Titulo: OBTENGCAO DE EXTRATOS OU FRACOES DE INFLORESCENCIAS OU PRODUTOS DE
MUSA PARADISIACA L., USO DOS EXTRATOS OU FRACOES DE INFLORESCENCIAS OU PRODUTOS
DE MUSA PARADISIACA L. E FORMULAGOES COM EXTRATOS E FRAGOES DE INFLORESCENCIAS
OU PRODUTOS DE MUSA PARADISIACA L.

(73) Titular: UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA. CGC/CPF: 75095679000149. Endereco: Rua Jo&o
Negréo, 280 2° Andar, Curitiba, PR, BRASIL(BR), 80010-200

(72) Inventor: FERNANDA BOVO; IARA JOSE DE MESSIAS REASON; JULIANA BELLO BARON
MAURER; SELMA FARIA ZAWADZKI| BAGGIO; ELISA PEREZ; ITAMAR FRANCISCO ANDREAZZA.

Prazo de Validade: 20 (vinte) anos contados a partir de 28/11/2013, observadas as condi¢des legais
Expedida em: 05/01/2021
Assinado digitalmente por:

Liane Elizabeth Caldeira Lage
Diretora de Patentes, Programas de Computador e Topografias de Circuitos Integrados



10

15

2

30

1737

OBTENGAD DE EXTRATOS OU FRAGOES DE INFLORESCENCIAS OU
PRODUTOS DE Musa paradisisca L., USO DOS EXTRATOS OU
FRAGOES DE INFLORESCENCIAS OU PRODUTOS DE Musa paradisiaca
L. E FORMULACOES COM EXTRATOS E FRACOES DE INFLORESCENCIAS
OU PRODUTOS DE Musa paradisiaca L.

CAMPD DA INVENCAD

B invencio 5E insere nas areas da Quimica,
Farmacolegia, Dermatologia, Cosmetologia, Medicinal,
Terapdotics, Homeopatica (=S Vaeterinaris, mals
egpecificamente no campo dos fitoterapicos, uma vaz gue se
refere 4 obtencdo de extratos & fracies de inflorescénclas
de Musa paradisiaca L., ao uso dos extrabgs, fragdes =
desgenvolvimento de formulagdes a partir de inflorescéncias
ou produtos de Muss paradisiaca L. como antiasmatice, anti-
inflamatério e imunonodulador em asma aguda € cronica.

DESCRICAQ DO ESTADO DA TECNICA

A ocorrénoia da asma tem aumentado dramaticamente
tantc 2 palses desenvolvidos e o nagqueles Em
desenvolvimento (CARLSEN, 2003). HNo Brasil, =a asma &
consliderada um problema de sadde piblica, ondes ocorrem mals
de 350 mil hospitalizacdes e, aproximadamente, 2500 mortes,
por ano {JRRDIM, Z2007}.

Resultados do “International Study of BAsthma and
Allergies in Childhood™ realizade nas cidades de Curitlba
iPR), Itabirs (MG), Recife {PE}, BSalwvador (BR}, Sdo Faulo
(5P), Porte Alegre [R5) e Uberlandia (MG} mostraram Jue
agcolares entre 06 e 07 anos apresentaram um indice de 2%
da asmaticos = entre adolescentes 13 e 14 anos este lndice
aumenta para 93% (SO0LE et al., 2000). A asma interfere no

lazer e ne trabalhe, motive atendimentos repetides em
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pronto-sotorros e em ambulatdorios brasileiros, provoca
hospitalizaches & pode levar a ébite (CAMPOS; LEMOS, 2008).

Egsa doenca se mostia como um dos principals motivos
de falta =no trabaiho e esgola (PONTE et al., 2008),;
consequentemente diminui o rendimento dos  individuos,
desta formsz esses relatos despertam o interesse tanto
econdmico como em beneficio da saftde publica geral.

O ftratamento da asma; atualmente, em curte prazo e
obtido com broncedilatadores, I[armacos Que aumentam o
calibre das wvias aéreas ao relaxarem a sSua musculatora
lisa., Dentre estes faérmacos, os estimulantes dos receptores
f~adroenérgicos méc o5 malis amplamente utilizados, A
teofilina, uma metilzantina, & os farmacos antimuscarinicos
também s3c utilizados para reverter a constrigdo das vias
adreas. 0 controle em longo prazo &€ mais freguentamente
obtido oom fasrmacos anti=-inflamatérioy, COmo
corticoesteroides. Outros farmacos também sdo utilizados
como os inibidores da via dos leucotriencs e inibidores des
degranulacic de mastdcitos (EATZUNG, 200&}.

Wo Bresil, porém, grande parte da populagde afetada
nado tem acesss acs medicamsntos especifices, fato gue
resulta em om nimero exagerado de paclentes freguentando os
prontos-socorros, faltande s escolas e trabalho. Isto leva
an awomatéric de doi®s custos: (1) os custos diretos,
reprasentados per agueles gue estdc associados diretamente
4 intervengdo, como compra de medicamentos para ag CILSes
da  asma;, sugtos das  hospitalizachHes, salAarios dos
profissionais envolvides no atendimento; e (1i1) o5 custos
indiretos: representados pela auséncia & esgola e trabalho,

as despesas de idas ao pronto-socorro, alem das despesas
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referantes ac acompanhante. Na area da saude ainda tem—-sg o
gque  s& chama de custos intangiveis, gque sio dificeis de
serem mensurades, como o sofrimento pessoal ou familiar
{JARDIM, 2007). Assim, considerando & alta prevaléncia de
asma no Brasil, bem como os custos e efeltos indesejados da
terapia alopidtica convencicnal utilizada  atualmente,
ggtudos fitoterapicos oomo alternativa para o tratamento
afouw prevencdo apresentam importincia em satde piablica,
Acrescenta-ze a issp; a biodisponibilidade de especiss
vegetais no Brasil & a peossibllidade de tratamente com
excaleante relacdo custo/beneficic bem como menor ocorréncia
de efelites colaterais.

Portantao, & Eratamanto A= AEma alargica Com
inflorescéncias de Musa paradisiaca L. proposte pela
presente invengdo MOsStria-se de grande importancia, uma vez
descrito que existem poucos farmacos utilizados para o
tratamento desta patolegia = gue o8 mesmos apresentam
efeitos colaterais importantes. E walide lembrar tambem gue
nio k&, no mercade brasileiro, medicamento fitoterdpico
antiasmiérico, registrado na ANVISA.

Ndo & conhecida nenhuma anterioridade envolvendo a
utilizacss de inflorescéncias de Musa pargdisisca L. am
processcs inflamatdrios pulmonares nem mesmo © Lratamento
de asma alérgica, como & proposto pela presente inNVencaa.

As referdncias utilizadas nas informacdes
supracitadas foram: CARL3EN, K.H. Can asthma and allergy be
prevented in real life? Allergy v. 6B, p. ¥30-132; 20D3y
JARDIM, J.R. A farmacceconomia e o tratamento da asma. J
Bras Pneumol., - Editorial. V. 33, n. 1, p: 1-3, 2007: SOLE
B, YMMADA E, VANA A.T, WERMECK G, BSOLANG DE FREITAS L,
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SOLOGUREN MJ, =t al. International Study of Asthma and
RBllergies in Childhood (ISRAC): prevalence of asthma and
asthmg-related sympfoms among Bragilian schoolchlldren. J
Invastigat Allergol Clin Immunol., v. 11, n. 2, p. 123=-B,
20007 Campos HS, lLemos ACM., A a2sma & a DPOC na visds do
pneumcsiogista. J Bras Fneumel., . 35, n. 4, p. 301-308,
2009: Ponte EV, Franco R, Wascimento HF, Souza-Machadse A,
Conha 3, Barreto ML, et =al. Lack of coentrel of severe
asthma is associated with co-exlstence of moderate-tosevers
rhinitis. Allergy., v. 63, n. 5, p. 564-3, 20087 EATZURG,
B, G, Farmacologia BAsica & Clinica. 9* ed. BRi¢ de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2005%; JARDIM, J.R. A farmacoeconomis & O
tratamento da asma. J Bras Pneumol. - Editerial., wv. 33, n.
1, p- 1=3, 2007, ROGERIO, A:. P.; FONTAMARI, C; BORDUCCHI;
E. et al. Anti-inflammatory effects of Lafoensia pacari and
eilagic acid in a murine model of asthma: European Journal

of Pharmacology, v. 580, p. 262-270, 2008.
BREVE DESCRICAO DA INVENCAD

A presente invengdo se refers a obtengdo de extratos
e fracées a partir de inflorescéncias de Musa paradisiaca
L. & da utilizascis do extrato agquoso, hidreoalceflico ou
fraches na producdo de medicamento para asma aguda e/ou
crénica, por conta das suas propriedades antiasmatica e
anti-inflamatéria e diminuicls da respesta Th: (atividade
imunomoduladora) . Adicisnalmente, a invengan =e refere 2
formulacdes com extratos e fracdes de inflorescéncias ou
progdutos de Musa paradisiaca L..

e referidas propriedades foram demonstradas através
da diminulcée da inflamagio broncoalveolar (comprovada por

histopatolégice) e sistédmica (diminuigdo do numerc de
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leucdoitos) de camindongos asmaticos e de diminuigdo nos
niveis de interleucinas padraoc Thz.

BREVE DESCRICAD DOS DESENKOS

A figura 1A pe refere a imagens de fotomicrografias de
Cortes histologicos pulmonares das areas
peribroncoalveclares dos animals asmaticos estudades no
experimento 1 (terapia preventiva). Coloragdo wam
Hematoxilina/Eosina & aumento de 100X. As setas apontam
regifes ricas em cédlulas inflamatorias.

A figurs 1B se refere 2 imagens de fotomicrografias de
cortes thstulﬁgicmﬂ pulmonares das dreas
peribroncoalveclares dos animais nSo asméticos estudados no
exparimento 1 (terapia praventiva). Coloragso com
Hematosilina/Eosina & aumento de 100XK. As setas apontam
ragldes ricas em ceélulas inflamatorias.

A figura 1C se refare & imagens de Iotomicrograflas de
cortes histoldgicos pulmonares das areas
peribroncoalveclares des animais do grupo ERQ  [sxtrato
agucso de M, paradisiaca L.} estudades no experimentc 1
(terapia preventiva). Coloragde com Hematoxilina/Ecsina e
auments da 100X. As setas apontam regides ricas em células
inflamatarias.

A figura 1D se refere & imagens de fotomicrograflas de
cortes histoldgicos pulmonares das Areas
peribroncoalveclares dos animais do grupo EHR (extrato
hidrpaleodlice de M. paradisiaca L.} ggtudadas no
experimanto 1 {terapia preventival . Coloracao SO
Hematoxilina/Epsina e ammento de 100X. As setas apontam
regides ricas em células inflamatdrias.

A figura 1E se refere a imagens de fotomicreogratias de
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cortas histolégicos pulmonares das adreas
peribroncoalveslares dos animais do grupe Dexa (animais
tratados com dexametasona) estudados no experimento 1
{terapia preventiva). Coloragdo com Hematoxilina/Ecsina e
aumentes de 100%. As setas apontam regides ricas em células
inflamatSrias.

A figura 2B se refere a imagens de fotomicrografias
de curtes hiscalégicos pulmonares das areag
peribroncoalveclares dos animais asmaticos estudados no
experimento 2 (tearapla curativa)j . Coloragdo COm
Hematoxilina/Eosina e aumento de 100X, As =etas apontam
regides ricas em células inflamatdrias.

A figura 2B se refere a imagens de fotomlcrografias
de cortes histologices pulmonares das areas
peribroncoalveolares dos animais ndo asmaticos estudados no
gxperimento 2 (terapla gurativa) . Coloracao com
Hematoxilina/Eosina e aumento de 100¥. As setas apontam
regifea ricas em células inflamatorias.

A figura 2C se refere a imagens de foromicrografias
da cortes histoldgicos pulmonaras das areas
peribroncoalveclares dos animais do grupo EARQ (extrato
aguoso de M. paradisiaca L.) estudados ne experiments 2
{terapia curatival}. Coloragioc com Hematoxilina/Eosina e
auments da 100%. As setas apontam regites ricas em celulas
inflamatérias.

A Tigura 2D se refere a imagens de fotomicrografias
de COrtes histoloégicos pulmonaces das Areas
peribroncoalveolares des animais do  grupa EHA [extrato
hidroaleodlice de M, paredisiaca L.} estudados ne

experimento 2 (terapia curativa). Colaragao Com
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Hematoxilina/Ecsina e aumente de 100X, As setaz apontam
reqifes ricas em células inflamatorias.

A figura 7E se refere a imagens de fotomicrografias
da COCEes hiztoldglicos pulmonares dasg Areas
peribroncoalveolares dos animais do grupo Dexa (animais
tratadocs com dexametaszona)l estudados no experimento 2
(terapia ocurativa). Coloragie com Hematoxilina/Eosina e
aumento de 100¥. As setas apontam reglides ricas em células
inflamatorias.

B figura 3R se refare a imagens de fotomicrografias
de cortes histoldgicos pulmonares das aAreas
peribroncoalveslares dos animais asmaticos estudados no
experimento 3 iterapia preventiva). Coloracio Com
Hematoxilina/Eonsina & aumente de 100X. As setas apontam
regifes ricas em células inflamatdrias.

A filgura 38 se refere a imagens de fotomicrografias
de cortes histolégicos pulmonares das areas
peribroncoalveslares dos animais ndc asmaticos estudados no
experimento 3 {terapia  preventiva). Coloragdo COm
Hematoxilina/Eogina e aumento Jde IO00X. As setas apontam
regifes ricas em células inflamatdrias.

A figura 3C se refere a imagens de fotomicrografias
de certes histoldgicos pulmonares das Areas
peribroncoalveclares dog animais do grupe FHEX (fragao
resultante das partigdes n=hexanicas) estudades no
experimento 3 (tarapia  preventival, Coloragdo  com
Hemartoxilina/Eosina e aumento de 100X. As sebas apontam
regifes ricss eft células inflamatorias.

A figura 3D se refere a imagens de fotomicrografias

cle cortes histalégicos pulmonares das areas
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peribroncoalveclares dos animais do grupo FBUOT (fracio
resultante da partigde com Tn-biutancl) estudados no
experimento 3 {terapla preventiva). Coloragac com
Hematoxilina/Eosaina e aumento de 100X, As setas apontam
reqides ricas em células inflamatérias.

A flgura 3E se refere a imagens de fotomicrografias
de cortes histoldgicos pulmonaras daa areas
peribroncoalveclares dos animals do grupo Dexa (animals
tratados coom  dexametascnal estudados no experimento 3
(terapia preventiva). Coloracfo com Hematexilina/Eosina a
aumento de 100X. As setas apontam regides ricas em células
inflamatorias.

A figura 4A se refere a imagens de fotomicrografias
de cartes histolégicos pulmonares das areas
peribronesalveslares dos animais asmaticos estudados no
experimento g (terapia curatiwval . Coloragao o
Hematoxilina/Eocsina o aumento de& 100X, As satas apontam
reglifes ricas em céelulas inflamatdrias.

B figura 4B se refere a imagens de fotomicrografias
ches corces histelégicos pulmonarss das dreas
peribroncoalveslares dos animais nie asmatices estudados no
eMperimento 4 {terapia curativa). Coloragdo Com
Hematoxilina/Fosina & aumento de 100X. As sSetas apontam
regides ricas em células inflamatorlias.

A figura 4C se refere a lmagens de fotomicrografias
de cortes histoldégicos pulmonares das Areas
peribroncoalveolares dos animais do grupo FAC {fracao
resultante da particde com acetato de etils) estudadas no
axparimento iq [(terapia curatival . Coloragio oM

Hematoxllina/Eosira e aumento de 100X, As setas apontam
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regifies ricas em células inflamatdrias,

A figura 4D se refere a imagens de fotomicrograrlas
de cortes hizstelidglcaos pulmonares das areas
peribroncoalyveclares dos animals do grupo FBUT (fracgdo
regultante da partigac com a-butanol) estudados no
exparimento 4 iterapia curatiwval . Coloracao cotn
Hematoxilina/Ecsina & aumento de 100X, As setas apontam
regides ricas em células inflamatérias.

A figura 4E se refere a imagens de fotomicrografias
de cortes histroldgicos pulmonarss das Areas
peribroncoalveclares dos animais do grupe Dexa (animais
tratados com dexametascna) estudados no experimento 4
{terapia curativa}l. Coloragdc con Hematoxilina/Eosina e
aumente de 100X. As setas apontam regides ricas em células
inflamatdrias.

A figura 5A& se refere & representagdes grdficas dos
resyltades do experimento de determinagdo de citocina IL4
reallzadas em soluctes de macerados de pulmfes obtidos pelo
experimento 5 (terspla preventiva com ERD e EHA), Dosagem
par ELISE.

A figura 5B se refere a representagdes graficas dos
resultados do experimento de determinagic de citocina ILa
realizadas em solucdes de macerados de pulmdes ocbtides pelo
experiments 5 [terapila preventiva com EAQ e EHA). Dosagem
por ELISA,

A figura 5C se refera a representacdes graficas dos
regultadss do experimente de determinacdo de citocina ILG
realizadas em solucSes de magerados de pulmdes obtidos pelo
experimento 5 (terapia preventiva com EED e EHR). Dosagem

por ELISA.
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A filgura 5D se refere a representagdes graficas dos
resultados do sxperimente de determinacdo de citocina IL12
reallizadas em solugdss de macerados de pulmdes obtidos pelo
exparimento § (terapia preveativa com EAQ e EHA}. Dosagem
por ELISA.

A figura S5E sa refere 5 representagides graflicas dos
resultados do experimento de determinagdo de citocina ILLY
reallizadas em solucdes de maceradcs de pulmSes obtidos pelo
experimentes 5 (terapia preventiva com EAQ e EHA}. Dosagem
por ELISA.

4 figqura 5F se refere a representagdes graficas dos
resultados do experimento de determinagldo de citocina THE-
@ realizadaz em solugdbes de maceradeos de pulmdes obtidos
pele experimento & (Lerapia preventiva com EAQ e EHR).
Dosagem por ELISA.

A Figura & se rufere a representagfes grafices dos
rasultados do experimento de determinagio de IgE realizadas
am soro de camundongos suicos do experimente 5 (terapla
areventiva com EAQ e EHA) . Dosagem por ELIGA.

A figura TA se refere a repressntacdes graficas dos
resultados do experimento de determinagio de eitocina IL4
realizadas am zolugdes de macerados de pulmSes obtidos pelo
experimento & (terapla curativa com ERQG e EHA). Dosagem por
ELISA.

A figura 7B se refere a representagoes graficas dos
resultados do experimento de determinagao de citocina ILS
realizadas em solucdes de macerados de pulmdes cbtides pelo
experiments & (terapia curativa com EAQ = EHA). Dosagem por
ELISA.

A figura 7C se refere & representacles graficas dos




10

15

20

3

11737

resultados do experimento de determinagdco de citocina ILG
realizadas em solugdes de macerados de pulmdes obtidos pelo
experimente & (terapia curativa com EAQ e EHA) . Dosagem por
ELISA.

A flgura 7D gse refere a representacgfes Jgraficas dos
rasulrados do experimento de determinaclo de citocina ILIZ
realizadas em sclugfes de macerados de pulmbes obtidos pelo
experimento & (terapia curativa com EAQ e EHA), Dossgem por
ELISA.

A figura TE se refere a representagdes graficas dos
regultados do edperimento de determinagio de citoccina ILLY
realizradas em solugdes de macerados de pulmbes obtidos pelo
experimento 6 (terapia curativa com EAQ & EHA). Dosagem por
ELISA.

A figura 7F se refere a representagdes graficas dos
resultados do expsrimento de determinagdo de citocina TNF-
o realizadas em solucdes de macerados de pulmdes obtidos
pelo experimento & (terapia curativa com EAQ & EHAJ.
Doszgem por ELISA.

B figura 8 se refere a representacdes graflcas dos
resultados do experimento de determinagdo de IgE realizadas
em sore de camundongos suicos do experimento 6 (terapla
curativa com EAQ e EHA). Dosagem por ELISA.

A figura %A sa refere a repressntagdes graficas doz
resultados do experimento. de determinagdo de citocina IT4
realizadas em solucfes de macerados de pulmdes obtidos pelo
experimento 7 (Terapia Preventiva com FREX, FAC, FCLO,
FEBUT) . Dosagem por ELLSA,

L figura 98 se refere a representagdes graficas dos

resultados do experimente de determinagdo de citocina ILS
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realizadas am solucdes . de macerados de pulmdes obtidos pelo
experimento 7 (Terapia Preventiva com FREX, FAC, FCLO,
FBUT) ., Dosagem por ELISA.

A figura 9C se refere a representagdes graficas dos
resultados do experiments de determinagde de cltecina ILE
realizadas em sclugles de macerados de pulmdes obtidos pelo
experimentes 7 (Terapia Preventiva com FREX, FAC, FCLO,
FEBUT) . Dosagem por ELISA.

A figura 90 se refere a representagfea graficas dos
resultadas do experimento de determinacioc de citocima TL1Z
realizadas em sclugdes de macerados de pulmdes obtides pelo
experimente 7 (Terapia PFreventiva com FREX, FALC, FCLD,
FBUT) . Dosagem por ELISA,

A figura 9E se refere =2 rfepresentacies graficas dos
resultados do e=xperimento de determindcdc de citocina TL17
realizadas em solughes de macerados de pulmdes obtides pelo
gxperimentos 7 (Terapia Preventiva com FREX, FALC, FCLD,
FEUT) . Dosagem por ELISA.

A figura 9F se refere & representagies graficas dos
resultados do experimento de determinacic de citocina THEF-
mw realizadas em sclucdes de macerados de pulmdes obtidos
pelo experimento 7 (Terapia Freventiva com FEEX, FAC, FCLO,
FBUT) . Deosagem por ELISA.

A figura 10 se refere a representagbes graficas dos
resultados do experimento de determinagde de IgE realizadas
ém soro de camundongos suigos do experimento 7 (Terapia
Preventiva com FREX, FAC, FCLO, FBUT). Dosagem por ELISA.

A figura 11A se refere a representagfes graficas das
resultados do experimento de determinagio de citocina IL4

realizadas em zoluches de macerados de pulmdes obtidos palo
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experimento 8 (Terapia Curativa vom FREX, FAC, ECLD, FBUT).
Dosagem par ELISA.

A figura 11B se refere & representagdes graficas dos
resultados do experimento de determinag¢do de citocina ILS
realizadas em solugbes de macerados de pulmdes obtlidos pele
gxperimento 8 [Terapia Curativa com FREX, FARC, FCLO, FBUT).
Dosagem por ELISA.

A figura 11C se refere a representacides graficas dos
resultados do experimento de determinacido deé citocina ILG
realizadas em scolucbes de macerados de pulmdes cobtidos pele
agperimento € (Terapia Curativa com FREX, FAC, FCLOD, FBUT).
Cosagem por ELISA.

A figura 11D se refere a representacdes graficas dos
resultados do experimento de determinaglo de citocina IL12
realizadas em solucdes de macerados de pulmdes obtidos pelo
experimento 8 (Terapia Curativa com FREX, FAC, FCLO, FBUT).
Dosagem por ELISA.

A figura 11E se refere a representagies graficas dos
resultados do axperiments de determinacgdc de citocina 1L1Y
realizadas am solucdes de macerados de pulmdes obtidos pelo
experimente 8 (Terapia Curativa com FREX, FAC, PCLO, FBUT).
Dosagem por ELIGA.

A figura 11F se refere a representagdes graficas dos
resultados do experimento de determinacic de nitocina THE-
m realizadas em sclucdes de macerados de pulmdes obtidos
pelo experimento 8 (Terapia Curativa com FREX, FAC, FCLO,
FBUT) . Dosagem por ELIGA.

A figura 12 se refere a representagbes graficas dos
resultados do experimento de determinagdc de IgE realizadas

em esro de camundongos sulcos do experimento 8 (Terapla
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Curativa com FREX, FAC, FCLO, FBUT), Dosagem por ELISA.

CESCRICAD DETALHADA OA INVENCAD

A preasente invencho descreve a obtengdo de extratocs e
fractes a partir de inflorescéncias ou produtos de Musa
paradisiaca L. e da utilizagdoe do extrato agueso,
hidrealecdlice ou fragles na produgde de madicaments para
asma aguda e crénica (preferencialmente por via aral), por
Conta das suas propriedades antiasmatica e anti-
inflamataria e diminuicdo da resposta ThiZ. Além disso; a
invengdo descreve formulagdes contendo extratos e (ragdes
de Muss paradisiaca L. para asma aguda ou crinieca.

Ohtengde de extrates e fragdSes de inflorescéncias de Musa
paradisiaca L.

B invengao BE refere a EXxtcatos agquosos =3
hidrpoalcodlicos g de fragoes ahtidas a partir da
infleorescéncias de Musa paradisiaca L.

Os extratos sdo cbtldos por extragdes dos produtss ds
inflerescéncias de Musa paradisiaca L., por métodos de
cozimento, turbélise, prensagem, decoccdo, osmese, infusao,
hidroglooblico, alcoalico, trituracio, seguidos de
prensagem, o4 repousc, decantagho, com use de reagentes
guimicos, naturais, ou por método somente guimico, fisico,
fisiro-quimiceo, biolégico ou organice, para obtengac do
axtrato & substrate, essénciz, tintura, selva, massa, suma,
pd, fragdess, para emprego ou comercializagde total ou
parcial com finalidades de aspliceclc nas dreas da gquimica,
farmacologla, dermatolegia, cosmetologia, medicinal,
terapéutica, homeopatica, fitocterapica, veterinadria nas
formas hipocratica e gal@nica, natuoral ou sintetica, o

extrato, substrate, a ess&ncia, a tintura. Os extratcs sdo
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preferancialmente obtidoa por decocgio, mEceracihd e
trituracio.

Uso dog extratos e fragdes de inflorescéncias de Musa
paradisiaca L. como antiasmiatico, anti-inflamatoric e
imunomodulador (diminuicde de interleuncinas padrdo Th:) na
asma aguda e crdnica.

s extrates e fragdes obtidos por extragdo deos
produtos e dé Lnflerescéncias de Musa paradisgidca L. podem
ser utilizados para preparagdo de medicamentes pars asma
aguda e cronica, conforme comprovade abaixo, no item
exemple de concretizaclo/comprovagae da invengdo.

M referido item |exerplo de
concrebtizacic/comprovagio da invengda) , taiz extratos
guande administrades por wvia oral em camundongos SULQoS
asmaticos demonstraram propriedades anti-inflamatoria,
antiasmitica, & de diminuigdo de interleucinas padrac Thp
{imunomodulaciol comprovadas atravées da diminuigide da
inflamacic pulmonar e sistémica, tante na asma aguda como
em asma crdnlca.

Formulacdes com extratos e fragdes de inflorescéncias ou
produtos de Musa paradisiaca L.

A presente invencdo propBe a8 utlllzacdo de ums
formulacao fitoterapica, preferencialmente na forma
farmacéutica de grénules, a partlr do extrato ou fragdes de
inflorascéncias de Muss paradisiaca.

A forma farmacdéutica compreende da 1 a 8% de extrato
seco da inflorescéncia ou de produte de Musa paradisiaca L.
fativol: de 0,01 a 1% d= conservante antimicroblanc; de
0,01 3 1% de antioxidante; de 1 a 15% de edulcorante

sorbitol: de 15 a B0% de edulcorante sacarcse; de 0,5 a 5%
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de adscrventa.

0 extrato seco ative pode ser conatituido de: extrato
aquosa, hidroalcodélice ou das  fragdes  p-hexanica,
cloroférmica; acetato de etila e n-butandlica obtldos de
inflorescénciz ou produto de Musa paradisiaca L. E
utilizado preferencialmente o extrato seco.

O conservante antimicrobianc €& preferencialmente o
Benzoate de Sédio.

O anticxidante & preferencialmente o Agide Ascédrbico.

0 sdsorvente & preferencialmente o Didxido de Siliclo
Coloidal.

Um exemplo de concretizacio da lnvencdo compresnderia:
2,67 g de extrato segc de inflorescéncia de Musa
paradisisca L. {ative); 0,3 g de Benzoatc de Sadio

lcongervante antimicrobians): 0,3 g de Acido Ascorbica

lantioxidante); 4 g de Sorhitel (edialcorante); 30,03 g de
Sacarnse tedulecorantel: 0,7 g de Diéxido de slilicie
cololdal (adsorvente); totalizande 38g (egulvalente a
100%) . Esta forma sera armazenada preferencialmente

como sache granulade em envelopes ssparados. 0 sache deve
ser diluide em agua até completar um volume de 30 ml,
eorrespondents & 6 doses de 15 ml. Cada dose de 15 ml
contém a necessidade didria de extrato seco para um adulto
de 70 Eg.

He ezemple em guestdo, o prazo de validada apds
diluicao corresponde a & dias.
Exemplo de Concretiragdo/Comprovacdo da Invengdo — Efeitos
Anti-inflamatorio @ Antiasmatico

Procedéncia do msterial vegetal in natura

Inflorescéncias de M. paradisiaca L. foram coletadas
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no municipis de Maring& (PR), em novembro de 2008 & foram
utilizadas coms material wegetal para preparagidc dos
exkratos.

Uma exsicata da planta fol depositada no Museu
Botdnico Municipal de Curitiba-PR {MBM) scob registro MBM:
367379, A identificagidc taxondmica fol realizada pelo
curador do Herbario do MBM.

Preparagdo deo extrato aguosc de M. paradisiaca L.

0 extrate aguoso utilizade nos demais ensalos, fol
preparada com #0 g de material wvegetal 1n natura,
previamente lavado e cortado em pedagos de aproximadamente
2 cm. Em seguida, submeteu-se ¢ material & descontaminacdo
com etancl aguoso 70R  (vfv), por 2 mim, com posteriores
lavagens  rapidas com dgus destilada. Ao material
descontaminade foram adicionades 200 mlL de agua destilada.
0 contetdo foi submetido a uma turbdlise & levado ao banho-
maria a 70°C durante 1 h. © material foi fiitrado & ©
axtrato obtido, denominadc EAQ, foi devidaments
identlificado, congelado e mantido & -20°C.

Preparacdo do extrate hidroglecodlico de M. paradisiaca L,

0 extrate hidrealcoélico fol preparado com ‘B0 g dge
marerial wvegetal in paturs, previamente lavado e cortado em
pedacos de aproximadamente # cm. Em seguida, submeteu-se o
material & descontaminagdo com etancl aguese T0% (v/v), por
? min, com posteriores lavagens rapidas cem Agua destilada.
Ao material descontaminade foram adicienados 200 mL de
etanol agucsa T0% (v/vi, e submetido a turbdlise por 10
min. © ‘material resultante deste processo fol deixado em
maceracdo em frasco Ambar, fechads, a temperatura ambiente

e ac abrige da luz por 10 dias. O material foi filtrado sob
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pressao reduzida. O filtrado foli concentrado, até secura,
am evaporador rotatdéria, scb pressdo reduzida, & 409C. O
material obtido fol ressuspendido em 200 mL de agua
destilada, sendo acondicionado em frasco ambar, congelado e
mantido a =20°C. Este extrato foi denominado EHA,

Freparacdo do extrato metenclico de M, paradisiaca L.

0 material wegetal (2,B kgl Fai triturade sob
turbdlise até fragmentos de aproximadamsnte 1 wm. Em
seguida, 2,8 L de metanocl aguosec a B0 (vi/v) foram
adicionados aoc material & aste fol mantido scob maceragdo em
racipiente fechado, no escuro, & Cbemperatura ambiente, com
agitaches diadrias por inversic durante 14 dias. Apds isse,
o material foi filrtrado ssguencislmente, am algodio & em
papel de filtroe gualitativo a vacuo. O filrtrado obtida foi
concentrado em evaporador rotatdrio, sob pressao reduzida,
a G0°C, até aproximadamente 300 mL. O extrato resultante
{EMET) fol submetido ao fracionamente por partligac
urilizando solventes com diferentes polaridades, como

desorito a sagulr.

Preparacde das fragfes Hexiniea, Cloroformica, Acerarta e

etila, Butandlica

0 EMET foi, primeiramente, fracionade com n-hexano na
proparcis 1:1 (v/v), em funll de separaglc e apds agitagdo
vigoresa, a fase hesdnica foi separada, Este processo fol
repatida novamente. As duas particgles n-hexanicas [oram
adicionadas a um Gnice frasco e armarenadas a 4°C, para
destituicio da emuledo formada, & gual fol retirada em
funil de separacdoc, A fragdo resultante fol denominada de
FHEX, a qual foi mantlda a - 20°C.

Na seguéncia, o extrato residoal foi fracicnadeo com
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cloroférmio, na proporgdo 1:1 iv/w), em funil de separacido
e apHs agitaclo wvigorosa, a fase cloroformica fol separada.
0 procedimento foi repetido novamente, resultando a fragio
dencminada FCLO, & gual foi mantida a -20°C. Este mesmo
praocedimento foi realirado para o posterior fracionamento
com o5 solventes, acetato de etlla e n-bButancl, cobterndo-se
as fragfes denominadas FAC & FBUT, respectivamernte.

As fragdes FHEX, FCLO, FAC & FBOT foram concentradas
separadamante em Bvaporador rotaTorlio, sob PrESs3ao
reduzida, a 40°C, ateé aproximadamente 40 mL. O volume das
fracoes fol completads com gsp 50 ml com o5 respectivos
sglventes, Para os ensaios utilizands o modelo axparimental
de asma, 10 mL das fragies FHEX, FCLO, FAC & FRUT foram
novamante concentradas, &m separado, & evaporador
rotatérin;, sob pressdo reduzida, a 40°C, até secura: O
material resultante foi ressuspendido em 20 mL de agua
dastilada.

faducdc da Inflamagdo: Imunlzagdo dos  andmals  com

aovoalbuming (OVA)

Utilizaram-se camundongos sulgos machds, & animails por
grups. Os animals foram imunizados nos dias 0, T, 14 & Zl
com injegdo Intraperitoneal de 28 pg OVA e 1,6 mg de
hidraxido de aluminio dilueidos em 0,4 ml de salina estéril,
seguldas de duas instilagfes nasais de 70 pg de OVA
diluidos em 50 pL de salina (dias 14 e 21). O Qgrupcs nao
asmatico ndc fol imunizade nem com OVA nem com hidrdxido de
=luminioc, correspondends ao grupo contrele. Gs animais
foram sacrificados no 227 dia.

Demonstracio do efeito antlasmstice e anti-infilamstdrip de

M. paradisisca L. na terapia preventiva e curativa da asma
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Para avaliaclBo do efeitc dos diferentes extratos ou
fracées no modelo experimental de asma, foram realizados os
gxperimantos testes, utilizands ¢ pretocolo supracitado, os
quals estdo descritos & seguir:

Exparimentos 1 e 5 - pAvaliacdo dos ERD e EHA, na
teraplia preventiva. ) EAJ ®= EHA [ id ] [ale) foram
administrados, wvia ocral, uma vez ao dia nos 21 dias dos
experimentos. Os grupos experimentais estdo descritos na
Tabela 1.

Exparimentos 2 e 6- Avaliag3c dos ERQ e EHAR, na
terapia curativa., Os EAQ e EHA (50 upL} foram administrados
via aral, uma ver ac dis nos anos dias 1%, 20 e 21 dos
experimentos, 05 grupos experimentais estio descritos na
Tabela: 1.

Exparimentos 3 e 7 - Avaliagdoc das FHEX, FCLO, EALC,
FBUT, na terapia preventiva. As FHEX, FCLD, FAC, FBUT (34
Ly, Foram administrades, via oral, uma vez ao dia nos 21
dias dos experimentos. O3 grupos experimentals estao
dascritos na Tabela 2.

Experimentos 4 e 8§ - Avaliag3o das FCLO, FAC, FBUT, na
terapia <urativa. BAs, FOLO, FAC, FBUT (30 pL), foram
administrados via oral, uma vez ao dia nos diss 13, Z0 e 21
dos experimentos. A FHEX ndo fol otilizada no experimenta
4. Cs grupos experimentais estdo descrites na Tabela 2.
TABELA 1: GRUPDS EXPERIMENTAIS DE CAMUNDONGOS SUICOS
DESAFIADOS COM OVA E TRATAMENTOS REALIZADOS COM ERD E EHA

_NOS EXPERTMENTOS 1 & 5 (PREVENTIVD) e 2 e & {(CURATIVO)

Grupos Himerc de Tratamento
experimentais Imunizagdo animais
Grupsa sim L nenhom

Asmatico
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Gryupo B nenham
Saudavel nao
Grupe Salina sim € Salina por 21
dias
Grupo EAQ sim = EAQ 21 dias
Experimentos
1 &b
Grupo EHR sim & EHA 21 dias
Exparimantos
lesd
Grupc EAQ sim & ERQ 3 dias
Experimentos
2 e b
Grupo EHA sim & EHA 3 dias
Exparimentos
Z2eéb
Grups DEXA sim & Dexametdasond
g,5mg/Kg 1B & 2]
dias

Os grupos controles utilizados nos experimentos acima:
Srupo asmatico: animal imunizado @ ndo tratado: Grupo
saudavel: animal ndo imunizadoe, nag tratado; Grupo salina:
animal imunizade tratado com salina diariamente (terapia

reventiva), oua nos dias 18, 20, 21 (terapia curatival;
Grupo dexa: animal imunizado e tratado nos dias 18 & 21 com

dexametasona 0,5 mg/Eg intramuscular.

TABELA 2: GEUPOS EXPERIMENTAIS DE CAMUNDONGOS SUIcos
DESAFIADQS COM ova E PROCEDIMENTGS
EXPERIMENTAIS/TEATAMENTCS REALIZADOS COM FHEX; FCLO, FAC,
FEUT NOS EXPERIMENTOS 3 & 7 (TRATAMERTO PREVENTIVO] E

EXPERIMENTOS 4 = & (TRATAMENTO CUBRATIVO)

Grupos Imunizagao Himero de Tratamanto
experimentals animais
Grupo Asmatico sim & nenhum
Grupc Saudavel n&o & rienhuam
Grupo Salina aim 6 Salina 21 dias
Grupo HEE sim ] FHEX 21 dias
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Experimentos 3

g 7
Grupa CLO sim & FCOLO 21 dias
Experimantos 3
a T
Grupo AC sim B FAC 21 dias
Experimenteos 3
g 7
Grupo BUT sim & FBOT 21 dias
Experimentosz 3
a 7
Grupo CLO sim & FCLOD 3 dias
Experimentos 4
g 3
Grupo AC sim @ FAC 3 dias
Experimentos 4
e B
Grupos BUT sim 6 FEOT 3 dias
Experimentoz 4
e H
Grupo DEXA sim & Dexametasona
0,5mg/Kg 18 @
21 dias

Os grupos centroles utllizadeos nos experimentos acima:
Grupo asmatico: animal imunizade & n8o tratadoy Grupo
gauddvel: animal nds imunizade, ndo tratado; Grupo salinat
animal imunizada tratadoe com salina diariamente (terapia
preventival, ou nos dias 1%, 20, 21 (terapia curativa);
Grupc dexa: animal imunizado e tratado nog dias 18 e £1 com
dexametasena 0,5 mg/Kg intramuscular.

Para todos os experimentos citados, no 22° dia, depois
da adeguada anestesia com xilazina/quetanina, o sangue dos
animais fol coletade por pungdo cardiaca. O sangue fol
centrifugado, por 5 mian 35000 rpm, © scro separado e

refrigerado a -850 °C para pesterior gquantificagdo de IgE,
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Cg pulm@es foram seccicnados ¢ o lobo supericr direito de
cada animal foi figado com fixador Carnoy (metanol:dcido
sacétieo, 3il, v/iv) e posteriormente analisades por exame
histopatoldglico.

Nos exames histopatolégicos (=15 pulmdes foram
analieados através de 3 parametros: Infiltrado Inflamatério
na tecids pulmonar (IT). Infiltrado Inflamatério no limen
brénguico {I1L:) & Edama . Tais pardnmetros foram
guantificados em cruzes [+) onde o minimo & 0 e o miximo
BRO ++¥+,

Andlise histopatoldgica dos puimdes - experimento 1

&5 animals tratados com EADQ = EHA mostraram importante
diminuigde do guadre inflamatdric em relagio &o controle
asmatico, A melhora do gquadrs aconteceu tanto nas &areas
peribrénguicas como nas Areas perialveclares, onde pode-se
verificar uma diminuicde de infiltrade inflamatorioc
caracterlstico da asma. NHo pardmetrro "II" tanto o grupc EAQ
guanto EHA demonstraram melhoras superiores aoc dg grupo
dexa, e no pardmetro “Edema”, a melhora foi comparavel ao
grupc dexa (Figuras 1A, 18, IC, 1D, lE e Tabela 3).

B= figuras 1R, 18, 1¢, 1D, 1E sa referem 3
fotomierografias de cortes histologicos pulmonares dos
animais dos grupons estudados do experimento 1 - terapla
preventiva, As fotos indicam 4dreas peribroncoslveclares de
pulmdes dos animals asméticos (Al¢ nao asmaticos (B); grupo
EAF (CY7; grupa BHA (D) e Dexa (E}. Coloragao com
Hematoxilina/Ecaina e aumento de 100X. As setas apontCam
regifes ricas em células inflamatdrias.

Tabala 3: Leitura dos histopatolégicos de pulmdes de

camundongos  sulgos, em modelo experimental de  asma,
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tratdades com as diferentes fraghes de M. paradisiacs L. por

21 dias (Experimento 1).

GIupos I1 Edems I1IL
Experimentais

Asmatico +++ » *

Saudavel ol a 0

ERO + + *

EHA + + *

dexa 4o & Ll
Mota: +*ITnfiltrado Inflamatorio i Infiltrado

Inflamatério Luminal (IIL)
Terapisa Curativa com EAQ e EFA — Experimento £
Bnalise histopatologica (Experimento 2)

s animails tratados com EAQ e EHA mostraram importante

diminaiclo do gquadrs inflamardric em relagdo ao controle
asmatico, A melhora pode ser verificada pela diminuigao de
infiltrado inflamatério caracreristico da asma (Flgura Z2A,
26, 2C, 2C & 2E). No parametro “"Edema”™ tanto o grupc EAQ
gquanto EHA demonstraram melhoras comparavels ac grupo dexa.
No parametrs “II" o grupo EAQ demonstrou melhora superiors
an grupe dexa, sendo no grupo EHA a melhora comparavel ao
grupe dexa (Figuras 2A, 2B, 2C, 2D e 2E e Tabela 4).

As figuras 2R, 2B; 2C, 20 e 2E s&e referem a
fotomleragrafias de cortes histolégicos pulmonares dos
animals dos grupos estudades do experimento 2 - terapia
curativa. As fotos indicam #&reas peribroncoalveolares de
pulmtes dos animais asmatices (A) & ndo asmaticos (B} .
grupo ERQ [€); grupc EHA By & dexa (E}. Coloragac com
Hematoxilina/Eosina e aumento de 100X. As setas apontam

regifes riras em células inflamatdrias.
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Tabala 4: Leitura deocs histopatolégicoz de pulmdes de
camundongos suigos, em modele experimental de asma,
tratades com as diferentes fragdes de M. paradisiaca L. nos

dias 19 20 e 21 (experimento.Z).

Grupos I'Y Edema 1IL
Experimentals

AEmatico +++ + -
Sauddvwel + 0 (H

EAM + + 4

EHA ++ + +

Dexa 4 -+ D_

Mot #*Tnfiltrado Inflamatoric e Infiltradeo

Inflamatério Luminal (TIL)
Terapie Preventiva com FREX, FAC, FCLO, FBUT - Experimento
3

Analise histopatolégica (Experimento 3)

0 animaiz tratados com FHEX mostraram importante
diminuicio do quadro inflamatério em relagdo ao controle
asmatico. A melhora do guadro acontecew tanto nas areas
peribrénguicas como nas Areas perialveolares, onde se pode
verificar uma diminuic3s de infilrrade inflamatérle
caracteristico da asma. Mo pardmstre “II™ o grupa FHEX
demonstrou melhora superior ao do grupo dexa. Nos demais
parametros a melhora fol comparavel ao grupo dexs. 0Os
animais tratados com FBEUT ndc demonstraram melhora do
guadro geral inflamatérie gquande comparadse ao grupo dexa
(Figuras 3A, 3B, 3C, 3D = 3E e Tabela 3].

As figuras 3A, 3B, 3C, 3D e 3E sac fotomicrografias de
cortes histolbgicos pulmonsres dos animais dos ‘grupos

estudados do experimento 3 - terapia preventiva. As fotoas
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indicam &reas peribrencoalveclares de pulmdes dos animails
asmaéticos [A) e ndoc asmaticos (B)lsy grups FHEX(C): grupo
FEUT (D) & grupo dexa {E} . Coloracio com
Hemataxilina/Eosina e aumente de 100X, As setas apontam
regifies ricas em c&lulas inflamatorias.

Tabela 5: Leitura dos histopatolégicos de pulmdes de
camundongos sulgos, em modelo experimental de asma,
tratados com as diferentes fracdes de M. peradisigca L. por

21 dias {Experimentoc 3).

Grupsa 11 Edema IIL
Experimentais

Rsmético ek + +

Saudawvel + o i

FHEX + + 4

FCLO MDD D WD

FAC HD MDD WD

FEUT ++ +4-. +o
praventivo

Nezxa ++ i fl

NMota: ND: Leitura ndo realizada devido baixa de gqualidade
na fixagdc do tecido. “Infiltrado Inflamatério (II);
Infiltrade Inflamatério Luminal (I1L)

Terapia Curativa com FREX, FAC, FCLO, FBUOT (Exparimento 4}

Anilise histopatolégica (Experimento 4)

Pode-se verificar wuma melhora no guadro geral
inflamatério deos grupos tratados FAC = FBUT. A melhora,
tanto nos grupo FAC guante no FBUT aconteceu. nos trés
paramatros, Infiltrade Inflamatorio (I1)r Infiltrado
Inflamatorio Luminal (IIL)}. Sendo gue em ambos 05 Qrupos a

malhors foi superior & observada com a medicacdc padrac
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dexametasons, E importante ressaltar gue no parametro "“IILT
gomente na terapia curativa fel possivel diminuir o TIL até
rerg, Também & +walids ressaltar gue dentre todas as
leituras, nos 4 axperimentos, o FEUT na terapia curativa
foli © gue apresenton os melhores resultados nos exanes
histopatolégicos. {(Figuras 4A, 4B, 4C, 4D & 4E & Tabela o).
As figuras 4B, 4B, 4C, 4D e 4E s3co [otomiciografias de
cortes histolégices pulnmonares dog animals dos grupos
eegtudados do experimentc 4 {terapia curatival. BAs fotos
indicam Areas peribroncoslveglares de pulmdes dos animais
asmaricos (R} & ndo asmatices (B}; grupo FAC(C); grupe FaUT
(D} e grupo dexa (Ej. Coloracdc com Hematoxilina/Eosina e
aumento de 100X¥. As setas apontam regides ricas em células
inflamatérias.
Tabala 6: Leiturs dos Ristopatoldgicos de pulmbes de
camundengos  suiges, em modelo sxperimental de .asma,
tratados com as diferentes fragdes de M. paradisiacae L. nos

dias 1%,20 = ;l (Experimento 4).

Srupos Il Edens I1IL
Experimentais

Asmatico 4 + +
Saudavel + 0 O
FLig HD ND HD
FACT + + 0
FBUO 0 ¥ 4]
dexa 4 4 4

ND: Leitura n3o realizada devido baixa de gualidade na
fixaglo do tecido. *Infiltrado Inflamatério (11):

tnfiltrado Inflamatorio Luminal (IIL).
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Exemplo de Concretizagdo/Comprovaciac da Invengdo - Efeitos
Imunomeduladores - Quantificagdo de citocinas e de IgE
Preparo das amostras para guantificagio das citocinas

Az quantificagfes das ecitocinas TL4, ILS, IL6, IL1Z,
TL17 & THFa foram reaiizadas em solugdes de macerados de
pulmbes, 05 pulmies foram retirados do freezer e deixados a
temperatuzra ambiente até total descongelamento. Estes foram
entdo pesados Llndividualmente e acohdicionados em tubss de
gnsaie ds polistilena, acrescentando-se entlSoc solugioc
galina na proporcds de 400 mg/mLl. O material fol submetidc
A maceracio automatizada com pistilo para ruptura fisica do
tecido. @ material foi centrifugade a 4500 rpm, por 8 min,
a 4°C. As  ampostras foram analisadas em duplicata,
uytilizanda kit comercial de ELISA (Ready-3ET-GO!) da
sBigscienca (3an Diego, CA, EUA}, individualmente para cada
gcitocina testada.
Praparo das amostras para gquantificagac de IgE

O sangue total obtido apds puncdc cardiaca dos animais
foi centrifugado a 4000 rpm por 5 min & 0 soroc armazenado
em aliquotas de 0,5 mL, a -20°C, Para a realizagldo do ELISA
o soro foi diluide 111000 &m tampSc diluente e 100 pL/pogo
dezsa diluicds foram adicionados. As amostras foram
analisadas em duplicata, utillzandc kit comercial de ELIZA
{Ready-SET-GO!) da Shibayagi (Ishihara, Japdo).
Ensaic de imuncadsorgidc enzimatica (ELISA) para dosagem de
citocinas = IgE

Para o ensaio de ELISA, placas de poliestireno (“fhigh
binding protein® - catalogae n® 9018, Corning, Lowsll, MA,
EUA) —om 96 erificios, de fundo chate, foram sensibilizadas

durante 18 B a 4°C, com 100 uL/pogo do anticorpe de captura
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para cada citocina. MNo <casc da dosagem de IgE foram
utilizadas &as placas pré-sensibilizadas do kit. As placas
foram lavadas 5 wezes com 250 pL/poge de tampdo de lavagem
em lavadora de placas {(marca Bio Tek, Winooski, EUOR)}, & am
gsequida, a reagio fol blogueada com 200 plL/poco da soclucdo
de diluicdo.

Apos 1 h de incubacgBo & temperaturas ambilente e 5
ciglos de lavagem das placas, 100 pl/pege das amostras
(maceradeo pulmcohar para as citocinas & so0rs para IgE} e
padrdes especificos para cada citocina/IgE faram
adicionados. As placas foram novamente lncubadas por 2 h a
temperatura ambiente. Em seguida, essas foram lavadas 5
vezes com 250 ul/poge de tampdo de lavagem, & o anticorpo
de datecgdo adicionsds (100 ul/poge]. Passada 1 h de
incubaclo & temperatura ambiente, as placas foram novamente
lavadas 5 wezes c¢om 250 ul/poge de tampdo de lawvagem.
Adicionou=se 100 uL/pogo da enzima Avidina-HRP (“horse
radish peroxidase”) e as places foram novamente incubadas a
terperatura ambiente por 30 min., Apos 7 lavagens, 100
ul/poge do substrato cromégeno tetrametilbenzidina (TMBZ)
foram a@dicionados e incubados no escurc, per 15 min a
temperatura amblente. A reagac fol bloqueada com 50 pL de
H:30y a2 1N e a leitura da absorbdncla realizada em
espectraofotémetro para tmicroplacas {marca Bio Tek, modelo
EFOCH, Winocoski, EUA) a 450 nm. A carva padrado [oi
preparada utilizando-se oito concentragoes do padrao

especifico para cada citocina testada (114, IL5, ILG; ILl1Z,;

IL17 ou THFa) ou IgE.

Determinacdo do efeito dos extrates e fragfes de M.

paradisiaca L. na terapis preventiva e curstiva da asma
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Experiments 5 - Determinagsio de citocinas IL4, IL5, IL&,

IL12, IL17 e TNF-g - Terapia Praventiva com EAQ e EHR

0 grupo de animals asmaticos (controles) mestraram
altas cencentracdes das citocinas (IL4, IL5, ILE e THF-a)
a baixas concentragbes das [L12 e IL17 gquando comparados
a0a animais saudaveisz. As determinacdes daz cltocinas estao
mostradas nas figuras 5A (IL4), 5B (IL5), e 5C (ILE&) & nas
Figurasg 50 {IL12), 5E-{IL17} e -3F (THNF=m).

Bz altas concentracSes das I1L4, ILS e 1IL6 =ram
esperadas, nos -animais asmaticos, oma  vez que  sao
caracteristicas de . murinos asmatidos o aumenhto de
interleucinas padrdoc Th; locais [(pos pulmdas) & sistémica.
0 aumento na eoncentragdo de THF-a também era esperado
nestes animais asmiticos uma vez gue € uma citocina pré-
inflamatoria. Pode-se verificar gue as concentragdes de
1.4, IL5, ILé 8 TNF-aq continuam altas nos animais tratados
com salina, Isac demonatra gque néc houve efeito importatte
da manipulagdc didria desses animais, = que o veiculo
ytilizrade no experimentec nao apresenta interferéncia nosz
niveéis de IL4, ILS e ILS e TNF-xx (figuras 5A (IL4], AR
(IL5), & 5C (IL6é) e nas figuras 5D (IL1Z), 5B (IL17) & 5F
FIRE=a) ).

As baixas concentractes de ILIZ nos grupos asmiticos
satdo dentre dos resultados esperades, uma vez gue a IL1Z &
uma interleucina padrdc Th, e, portanto deve estar inibida
am doercas padroes Thp como & asma.

£ importante salientar gue as concentragldes de IL4
diminuem nos grupos tratados com os extrates (figura SA) e
que as cdncentragdes de IL4 apds os tratasmentos, ficam

comparaveis As dos animais tratados com dedametasond,
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medicagdc consagrada ne tratamento dé asma (figuras Sa).

D= animais tratados com o EHA preventivamente
magtraram upna dimibuwicid3oe de LS maler gue o5 animails
Eratados com o. eXtrateo  AQUOSO0, Forém, & diminuigio
encontrada fol menor do gue a do grupo tratado com
daxametasona (flgura 5B (ILS)).

A concentragldc de IL& dos animais tratsdos por 21 dias
com o EAD & EHA estd mostrada na figura 5C (ILG). Pode-se
verificar gus houve uma diminuicdo, préxima a metade, das
concentracgdes de IL6 nos grupes: tratades com o EHA. Essa
diminuigdc & comparavel aos nivels dos animais tratacos com
dexametasona (figura 5C).

Bssim, o8 dadas mostrados nas figuras H5A (IL4), 5B
[(IL%), =& 5C (IL6&) mostram gue os EAQ e EHA de N.
paradisiaca L. tém efeito na diminuicdc das conceniragoss
da interleucinas em cemundongos sulcos imunizados com OVA.
Em alguns casos a diminuig3o encontrada foi comparavel A
concentracdo de dexametasona., Estes dades sdc importantes,
pois mostram gque tais extratos s8c promissores para a
utilizagdo no tratamento de asma.

A terapia preventiva aqui testada simula um individuo
gue ainda ndo =25td exatamente na crise asmatica. Ou s=eia,
seria um tratamento na tentativa de impedir es individues
de entrarem na crise asmatica,

A literatura mostra trabalhos exparimentais utilizando
extratcs vegetals de diferentes plantas, Lafoensia pacari,
por exemple, com eficientes diminuigdes de niveis de
tnterlevcinas padrio Th: em animais asmaticos (ROGERIOD et
al., 2008). Porém, nic hid relates na literatura de

experimentos utilizandeo M. parsdisiaeca L., nesta doenga.
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e figuras 5SA, LB, 5T demonstram respectivamente, a
determinacio de IL4 (A}, ILS (B} E IL6 (C) em homogenate de
pulmdes dos camundonges suiges do experimente 5 - terapia
praventiva. Nota: Dozagem por ELISA

As figuras 5D, 3E, 5F representam graficamente,
respeqgtivamente, a determinacdo de I[L1Z (D), IL17 (E] E
THF-¢ (F} em homogenato de pulmbes dos camundongoes suigos
do experimente 5 - terdpia preventiva: HNota: Dosagem por
ELISA
Detaerminagio de IgE

A flgura & se refere a4 determinagio IgE em sorc dos
camundongos suigos do experimento 5 - terapis preventiva.
No experimento 1 (terapia preventival, a congentragfes de
IgE diminuiu significativamente no grupe tratado com EAQ,
guands comparade ao controle asmstico: A diminuigdo do
nivel de IgE nesse grupoe fol comparavel ao grupo tratado
COoin dexametasona, que Tambem misE roi diferenca
significativa guando comparada ac controle.

Experimento € - Terapis Curativa com EAQ e EHA

Determinagidc de Citocinas IL4, ILS, IL6, IL12, TIL17 e
THF -

Assim come na terapia preventiva, na berapia gcurativa
g3 animais imunizedos com OVA também mostraram altos
valores de citocinas, devide & reacdo imuncldégics ao
antigenao, no case desse experimanto [OVA) . Pode—-sa
varificar gque a® concentragdes da IL4, ILS, ILG, ILLE, IL17
s TNP-@ continuam altas nos animais tratades com salina.
Izse demorstra gue nio houve efelto importante da
manipulacido diaria desses animais, & gue © veiculo

prilizade no experimento ndc apresenta interferdncia nos
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piveiz de IL4, ILS, ILe; IL1Z, IL17 e THF=a ([(Figuras 74,
TB; TC;: 1D, TE, TF; respectivamente) .

(=2 dados da figura TA mostram que ¢ EHAR diminuiu
prodimo & metade o3 niveis de IL4 dos animais tratados
curativamente, quando comparado aos animais asméticos. A
diminuicdo £0i comparavel & dexametascna. O EBAJ também
provocou uma diminuigde noos nivels de 114, apesar de nao
ter dimingido tante guantoe o EHA (figura TA}.

A figura 78, mastra gue houve diferenga significativa
entre of nivels de ILS dos animals saudavels em relacdo aos
asmaticos. Pode-se demonstrar ainda os EAQ e EHA provocaram
diminulcdes, de mais da mwetade, nos nivels de IL3 guando
comparados acs animais asmaticos (figura TB).

n  figura 7C mostra gue ndo houve diminuigdo
importante nos niveis de TLE dos animals tratados. com ambos
as extratos.

Azsim, & possivel verificar gue EAJ e EHAR obtidos ds
inflorescéncia de M. paradisiaca L, apresenta promissor uso
ne tratamento curativo de a3ma.

ks figuras TA, 7B, 7C =s3c a representacdo grafica da
determinacac de [L4 (B}, ILS tB) E IL& [ e I
respectivamente, em hemogenato de pulmdes dos camundangos
suigos do experimento € - terapia curativa. Hota: Dosagem
por ELESA.

As Ffiguras 7D, 7E & 7F se referem a representacio
gréafica referente a determinagae de 1IL1Z (D), I1L17 (E) e
THE- (F), respectivamente, em homogenato de pulmies dos
camundonges suigos do experimente € - terapia ecurativa,
Mota: Dosagem por ELISA.

Determinacic de IgE
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A& figura 8 =e refere a uma representagde griafica da
determinacao IgE. em scro dos camundongos suigos  do
axperimento & = terapia curativa. Esta figura mostra gue
ndo houve diminuigde estatisticamente sgignlficativa nas
concentracoes de IgE nos grupos tratados com EAQ e EHA,
quando comparade ao controle asmatico.

Experimento 7 - Terapia Preventiva com FREX, FAC, FCLO,

FBUT
Daterminagio da ecitocinas 1IL4, ILS, IL6, ILl12, IL17 e
THF =1

= animais imunizados com OVA mostraram altos valores
de TL4, ILS e I1Lé. Isso & uma caracteristica de individoos
asmétices, dgue tém suas IL4 altas, devide a reagds
imanolégica ao antigeno, no caso desse experimento ([OVA).
Pode-se verificar gue as concentragdes de 1L4, IL5 & I1L6
continuam altas nes anlmales tratados com o wveliculo. Isso
demonstra gue f30 houve efeito importante da manipulagao
didria desses animais, e gue ¢ veicule utilizado no
experimento ndp apresenta interferéncia nos niveis de IL4,
ILS e IL6 (figuc-as SA, 9B, 9C, respectivamente].

A figura 9A demonstra gue algumas fragbes de M.
paradisizcs L. peodem diminuir o3 niveis de IL4 de animais
tratados preventivamente guando comparados aos animals
asmaticos. Wa fracdo, por exemplo, hexdnica & diminulgae
fol proxima & metade (figura BA). Outras fragoes, & acetato
de erila, por exemplo, também foram capazes de diminuir as
concentracSes de 114, porém ndoc tdo efetivamente do que a
fracido clorofdrmica.

) figura %8 demonstzra gue houve diminuicdo

significativa dos niveis de ILS nos grupot saudaveis e
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grupo tratado com a fragSc hedane, am reladdc as grupo
controle. Cutras fracdes também foram capazes de diminuir a
concentragdo de ILS, grupo tratadeo com hexano, por exXemplo;
poréem a diminuigdn ndo significativa estatlsticamentie
(figura 8B},

A filgura 32C demonstra gue algumas frggﬁea tratadas
foram capazes de diluirem as doncentragdas de ILe. As
fractbes clorofdrmica, hexanica @ butandlica apresentaram
giminuicio de préxime d2 matade destes niveis, guande
comparados aos animals asmAticos. A diminuigde das
referidas fragbes foram compardveis aos grupos tratados com
dexanestasona.

Aszim, pode-se verificsr que algumas das [ragdes
testadas s8c capazes de induzir a diminuigdo das
concentracfes de interleucinas padr3s ‘Th:, E walido
ressaltar ainda gque a fragae clorofdrmica demonstrou a¢ao
importante em todas as interleucinas dosadas na terapia
preventiva.

A= figuras 9A, 98, 9C s#v a representaglio gréfica da
daterminagdo da IL4 (A), IS (B E ILE e
regpectivamente, em homogenatc de pulmfes dos camundongos
suicos do experimenta 7 - terapia preventlva. Nota: Dosagem
por ELISA.

As figuras &0, 9B, B9F s8o, respectivamenta, as
representactes graficas da determinagie de IL12 (D), TILLV
(E} & THF-a (F), respectivamente, em homogenato de pulmbes
dos  camundongos suigos do  experimente 7 - terapia
preventiva. Nota: Dosagem por ELLSA,

Daterminacio de IgE

B figura 10 & a representa¢dc grafica da determinagdo
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IgE et soro dea camundongés suiges do experimento 7 -
teraplia preventiva. Esta figura mostra gue as concentragies
de IgE diminuiram significativamente nos grupos tratados
com FCLO, FHEX =& FRUT, quando comparados ag controle
asmatico. A diminuicis dos niveis de IgE nesses grupoes fol
cempariavel ao grupo tratado conm dexametasona.

Experimento 8 - Terapia Curativa com FREX, FAC, FCLO, FBUT

Determinacdo de citocinas IL4, ILS, IL6, IL1Z, ILl1l7 e
THE -

A figura 11A demenstra gque as fragfSes testadas
apresentam efeitos na diminui¢ac das concentragoes de IL4,
guands comparados &o0s grupos asmaticos curativamente. A
fracado butandlica apresentou uma diminuicldoc proxims aos
niveis do grupo tratado com dexametasona.

A figara 11B demonstra gque as fragbes testsdas
apresentam sfeitos na diminuigdo das cancentracdes de IL3,
gquando comparados aos grupos asmatlicos curativamente. Todos
o8 grupos tratados com as diferentes fragdes apresentaram
diminuigdo préxima & metade quando oomparadcs aa grupo
asmitico, e sinda a diminuigdo desses grupes foi prixima
ags niveis do grupo tratade com dexamstasona.

A figura 11C demonstra gua as fracbes testadas
apresantam efeitos na diminuigdo das concentragées de ILG,
guando comparados Aaos gQrupes asméticos curativamente. A
fracio cloroférmica apresentou a melhor diminuigdo, porem 3
diminuicdoc ndc foi t3o efetiva gquanto 4 do grupo tratado
com dexametasona.

A figuras 11a, 11B, 11C se referem a representacdoc
grafica da determinacap de IL4 (A), IL3 (B) E ILG (C} em

homogenato de pulmdes dos camundongos sulgos do experimento
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4 - bterapia curatiwva. Meta: Dosagem por ELISA.

As figuras 11D, 11E, 11F se referem a representagio
grafica da deterzminagdo de IL1Z (D), IL17 (E) & THNF-a (F)
em homogenate de pulmdes das  camundongos  suigos  do
pxperimento B — terapia curatiwva. Mota: Dosagem por ELISA.
Determinagio da IgE

A figura 12 =ze refere 4 representagic gréfica da
determinacdo IgE em sorpo dos camundongos sulgos de
experimente B - terapis curativa. Esta figura demonstra gua
as concantraghes de IgE nao demoastraram diminuigac
aeratlsticamente significativa nos grupos tratados com a5
fracties testes, guanda comparados ao controle asmatico. A
dimirnuicde fol significativa no grupe tratade ecam
dexametagona.

Embora a invencis tenha side amplamente descrita., @
&Govic para agueles verssdes na téanica gue varias
alteragdes e modificaghes podem ser feitas visando
aprimoramento do projetc sem gue as referidas alteragtes

n3ao estadjam cobertas pelo e3Copo da invencio,
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REIVINDICACOES

1- Obtengac ce extratos ou fragées de
inflorescéncias ou produtos de Musa parsdisisca L.

caracterizado pelo fato de ser por cozimento, rturbélise,

prensagen, decoccio, OSMOSE, infusdo, hidroalcoolico,
alcodlico, trituraclo, seguidos de prensagem, ou repousd,
decantacdo, com uso de reagentes guimicos, natdrais, ou por
métodes somente gqulmico, fisiceo, fisice-guimicd, biolégleco
oy orfganico.

2= Obtencao de extratos Gt fraches de
infloreacéncias ou produtocs de Muss psredisisca L., de
acords com & reivindicaclio 1, carscterizado pele fato de
gar obhtida extrato & sukbatrato, #sséncia, tintura, seiwva,
massd, sumo, pd, Eraghes.

1= Obtengio da extratos ot fractes da
inflorescé&ncias ou produtos de Musa paradisiaca L., de

acorda com a2 reivindicacd3c 1, caractarizadoe pelc fato dos

gxtratos serem obtidoa por decocghlo, maceracdc ou
trituragdo.
q- Uso dos extratos oo fracdes de inflorescénciae ou

produtos de Muss paradisisca L. caracterirade por ser na

preparagdo de um medicamento para tratar asma aguda.
5— Uso dos extratos ou fractes de inflorescéncias ou

produtos de Musa paradisisca L. caracterizado por sar na

preparacio de um medicamento para tratar asma crénica.
G- Uso dos extratos ou fragdes de inflorescéncias ou

produtos de Musa psradisiaca L. caracterizado pela sua

atividade anti-inflamatdria.

= Uso dos excratos ou fragoes de inflorescénclas ou

produtos de Musa paradisisca L. caracterizade pela sua
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atividade antiasmatica.

B- Uso dos extratos ou fracdes de inflorescéncias ou
produtos de Muss paradisiaca L. caracterizade pela sua
atividade lmpnomoduladors.

o— Uzo dos extratos ou fraches de inflorescéncias oua

produtos de Musa paradisiscs L. caracterizado pelo fato de

58X pard asmna aguda.

10= Uao dos extratos ou fragies de inflorescéncilas ou
produtos de Musa pasradisiacs L. caracterizado pelc fato de
ser pard asma cronica.

11- Formulacdo farmac&utica com extratos e fracdes de
inflorescénciss ou produtos de Musa parsdisisesa L.,

caracterizado pelo fate de compreender de 1 a B% de extrato

seco de produte su infleorescéncia de Musa paradisigdca L.i
de 0,01 & 1% de conservante antimicroblang; de 0,01 a 1% d=
antioxidante:; da 1 a 15% de edulcorante sorbitol; de 13 a
80% de edulcorante sacarpse; de 0,5 4 5 % de adscrvents.

1Z2- Formulacls, de acorde com a reivindicagSe 11,
caracterizade pelo fato do extrato seco ssr: 4 extrato
aguoso, hidroalcodlico ou das fracdes n-hexanica,
clorofdrmica, acetato de atila e p-butandlica obtides oe
inflorescéncias ou produteos de Muss paradisiaca L.

13- Formulac8o, de acords com a reivindicagio 11,

caracterigade pele fato do conservante antimicrobianc ser o

benroate de sodio.

14- Formulagda, de acorde com a reivindicacas 1l;
caracterizade pels fato de antioxidante ser © goide

asedrhtico.

15- Formulaclo, de acorde com ‘a reivindicagdo 11,

caracterizade pele fato do adsorvente & preferencialmente o
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didxide de silicio coloadal.

16- Feormulagdo, de acérds com a reivindicaglo

caracterizado pelo fate de ser apresentada ha

granylos.
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