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(57) Resumo: COMPOSICOES NUTRICIONAIS PARA A
PROMOGCAO DE CRESCIMENTO OSSEQ E MANUTENGAO DA
SAUDE DO 0SS0 E METODOS CONSIDERANDO A MESMAA
presente inveng¢do refere-se a composicdes e métodos para
manutencéo da saude dos 0ssos ou prevencéo, alivio e/ou tratamento
de disturbios asseos sdo apresentados. A presente invengdo também
fornece a fabricagdo de produto nutricional, um suplemento ou um
medicamento para promover o crescimento asseo ou para a
manuteng¢do da saude dos ossos e métodos considerando a mesma.
Em uma modalidade, a presente invengéo fornece uma composigéo
compreendendo um ingrediente ativo tendo uma quantidade eficaz de
uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico
com a capacidade de induzir expressdo de proteina morfogenética
ossea.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOSI-
COES NUTRICIONAIS PARA A PROMOGAO DE CRESCIMENTO OSSEO
E MANUTENGAO DA SAUDE DO OSSO E METODOS CONSIDERANDO
A MESMA".
Antecedentes da Invencao

A presente invengéo refere-se geralmente a composi¢des nutri-
cionais que fornecem beneficios a saude. Mais especificamente, a presente
invengéo refere-se a composi¢coes benéficas que podem ser usadas, por
exemplo, para melhorar a densidade 6ssea e formag&o de osso e métodos
considerando 0 mesmo.

A massa dssea se desenvolve por toda a vida e é regulada por
mecanismos genéticos, mecénicos e hormonais. A aquisigao mineral do os-

so ocorre durante a infancia e o pico de massa 6ssea € alcangado em torno

dos 20 anos de idade. Durante esse periodo, a formagao de osso excede a

reabsor¢ao dssea. Maié tarde na vida, e particularmente em torno da hora da
menopausa, ou na populacdo idosa, a massa e a qualidade 6ssea sao pre-
judicadas devido a maior renovacao do 0sso com excessiva reabsorcao de
0sso levando a uma perda gradual de massa 6ssea, micro-arquitetura, estru-
tura e resisténcia. Para manter o 0sso, é importante restaurar o equilibrio
entre a formagédo do 0sso e a reabsor¢do do 0sso. Esse processo de remo-
delagem é regulado no nivel de célula éssea envolvendo uma interag¢&o rigi-
da entre as células de formagdo de osso (osteoblastos) e células de reab-
sorgéb de osso (osteoclastos).

Fitonutrientes, especialmente flavonoides, podem influenciar po-
sitivamente o processo de remodelagem do osso. Os dados mais relatados
sdo para as isoflavonas de soja que, em alguns estudos, foram mostrados
para impedir perda dssea e melhorar a densidade mineral 6ssea (BMD) em
mulheres na pos-menopausa em doses de 50 - 90 mg/dia. Entretanto, nem
todos os estudos com isoflavonas sdo positivas € controversamente ainda
existem sobre sua eficacia. Ademais, alguma evidéncia epidemiolégica exis-
te para os beneficios de cha como um estudo anterior mostrou que as bebi-

das de cha tinham um BMD médio mais alto do que bebidas de ndo cha em
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uma populagao idosa, entretanto nenhum estudo de intervengéo foi executa-
do para verificar essa descoberta.

Atualmente, ha um forte interesse em identificar agentes que
podem estimular a formagao de osso. A descoberta de BMP-2 recombinante
foi mostrada para induzir a formagdo de osso e cartilagem. Por exemplo,
proteina morfogenética de osso 2 (BMP-2) € um membro da familia TGFB e
é um regulador chave de crescimento 6sseo durante o desenvolvimento em-
brionario, e crescimento e reparo 6sseo adicional. Estatinas (farmacos efeti-
vos para diminuigdo de colesterol através da inibigéb da enzima da HMG-
CoA redutase) melhoram a formagdo de osso, parcialmente mediada pela
indugdo de BMP-2 (G. Mundy, e outros, Science 286: 1946-1949 (1999); C.
J. Edwards e outros, Lancet, 355: 2218 - 2219 (2000)). As estatinas foram
também capazes de reduzir o risco de fratura no quadril em mulheres na
menopausa (P. S. Wang, e outros, JAMA 283: 3211 - 3216 (2000)).

Sumario da Invencao

A presente invencado geralmente refere-se a composigoes nutri-
cionais para manutencdo de saude do 0sso ou prevengao, alivio e/ou trata-
mento de disturbios dsseos. A presente invengdo também fornece a fabrica-
¢ao de um produto nutricional, um suplemento ou um medicamento para
promover crescimento sseo ou para a manutengéb de saude Ossea e mé-
todos considerando o mesmo. Em particular, a presente invengdo fornece a
fabricacdo de um produto nutricional, um suplemento ou um medicamento
para promover a formagdo 6ssea que é importante para crescimento 0sseo
bem como para a manutengdo da saude 6ssea através de remodelagem do
0sso equilibrada e métodos considerando a mesma.

Em uma modalidade, a presente inveng¢édo fornece uma compo-
sicdo compreendendo um ingrediente ativo tendo uma quantidade eficaz de
uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico tendo
a capacidade de induzir a expressao de proteina morfogenética do osso.

Em uma modalidade, a planta ou extrato de planta adicionalmen-
te inibe a reabsorgao dssea.

Em uma modalidade, a planta é alecrim ou cominho.



10

15

20

25

30

Em uma modalidade, o fitoquimico é selecionado a partir do gru-
po que consiste em eupafolina, carnosol, escutelarina, gencuanina, caemp-
ferol, acacetina, acido rosmarinico, rosmanol, cirsimaritina, luteolina, 7-
epirosmanol, e 0 composto C-0063-W-06 da Figura 7A e combinag¢des des-
ses.

Em uma modalidade, a corhposigéo pode estar em uma forma
selecionada a partir do grupo que consiste em uma alimentagao nutricional-
mente balanceada, ragdo, um suplemento dietético, uma guloseima, uma
composigao farmacéutica e combinagoes desses.

Em uma modalidade, a composicdo pode ser projetada para au-
xiliar a regeneragao do osso durante a cicatrizagao da fratura, aumento da
formacgéo de osso e densidade mineral 6ssea durante o crescimento e otimi-
zar o pico de massa 6ssea ou diminuir a perda ¢ssea, em particular, perda
associada com a idade nos humanos ou animais de estimagao.

~ Em uma modalidade, a composi¢do pode ser projetada para
construir cartilagem em seres humanos ou animais de estimacgao.

Em uma modalidade, a composi¢cdo pode ser projetada para
prevenir osteoartrite em seres humanos ou animais de estimagao.

Em outra modalidade, a presente inveng¢ao fornece uma compo-
sicdo compreendendo um ingrediente ativo tendo uma quantidade eficaz de
uma planta alecrim ou extrato da planta alecrim contendo pelo menos um
fitoquimico tendo a capacidade de induzir expressao de proteina morfogené-
tica 6ssea. Por exemplo, o fitoquimico pode ser selecionado a partir do gru-
po que consiste em eupafolina, carnosol, escutelarina, gencuanina, caemp-
ferol, acacetina e combinagdes desses.

Em uma modalidade alternativa, a presente inveng¢ao fornece um
método para fabricar uma composi¢ao alimentar para a prevencéo, o alivio
e/ou o tratamento de disturbios ésseos ou manutengdo da saude éssea em
seres humanos ou animais de estimagdao, o método compreende fornecer
uma composicao alimentar; e adicionar a composigdo alimentar um ingredi-
ente ativo tendo uma planta ou um extrato de planta contendo pelo menos

um fitoquimico tendo a capacidade de estimular a proteina morfogenética
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dssea e/ou inibir a reabsorcdo dssea para preparar a composigao. Por e-
xemplo, a composi¢ao pode incluir componentes escolhidos a partir do grupo
que consiste em chicdria, chd, cacau, biativos, antioxidantes, acidos graxos,
fibras prebiéticas, glicosamina, sulfato de condroitina e combinagdes desses.

Em outra modalidade, a presente inven¢ao fornece um método
para o tratamento, alivio ou prevengao de disturbio 6sseo ou manutengéo da
saude 6ssea, o método compreende administrar uma quantidade terapeuti-
camente eficaz de uma composicao que compreende um ingrediente ativo
tendo uma quantidade eficaz de pelo menos uma planta ou extrato de planta
contendo pelo menos um fitoquimico tendo a capacidade de induzir expres-
sdo de proteina morfogenética éssea em um individuo em necessidade do
mesmo.

Em uma modalidade alternativa, a presente invengao fornece um
método de aumentar a formacdo éssea, densidade mineral ssea durante o
crescimento e otimizar o pico de massa 0ssea em seres humanos ou ani-
mais de estimagdo, 0 método compreendendo alimentar um animal, uma
composigdo compreendendo um ingrediente ativo tendo. uma quantidade
eficaz de pelo menos uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos
um fitoquimico tendo a capacidade de induzir a expressao de proteina mor-
fogenética ssea.

Em outra modalidade, a presente invencao fornece um método
para o tratamento, alivio e/ou profilaxia de osteoartrite em animais de esti-
magéao e seres humanos, o método compreende alimentar um individuo ten-
do artrite ou em risco de ter artrite, uma composi¢ao compreende um ingre-
diente ativo tendo uma quantidade eficaz de pelo menos uma planta ou ex-
trato de planta contendo pelo menos um fitoquimico com a capacidade de
induzir a expressao de proteina morfogenética 6ssea no individuo.

Em ainda outra modalidade, a presente invengao fornece um
método para tratar ou prevenir osteoporose, 0 método compreende adminis-
trar a um individuo tendo osteoporose ou em risco de ter osteoporose uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma composi¢cao compreendendo um

ingrediente ativo tendo uma quantidade eficaz de pelo menos uma planta ou



10

15

20

25

30

extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico com a capacidade de
induzir a expressao de proteina morfogenética 6ssea no individuo.

Em ainda uma modalidade alternativa, a presente invengao for-
nece um método para estimular a regeneragao 6ssea durante a cicatrizagao
de fratura, o método compreende alimentar um individuo tendo uma fratura,
uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composi¢do compreenden-
do um ingrediente ativo com uma quantidade eficaz de pelo menos uma
planta ou extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico com a ca-
pacidade de induzir expressdo de proteina morfogenética 6ssea no indivi- -
duo.

Em uma modalidade adicional, a presente invengao fornece um
método para diminuir perda éssea, o método compreende alimentar um indi-
viduo exibindo uma perda dssea, uma composi¢do compreendendo um in-
grediente ativo tendo uma quantidade eficaz de pelo menos uma planta ou
extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico com a capacidade de
induzir expresséo de proteina morfogenética éssea no individuo.

Caracteristicas 6sseas e vantagens sao descritas aqui, e serao
aparentes a partir da seguinte Descri¢ao Detalhada e das figuras.

Breve Descricdo das Figuras

A figura 1 ilustra um protocolo de extragéo.

A figura 2 ilustra um sumario do procedimento de extragao e
primeiro fracionamento.

A figura 3A ilustra resultados de BMP-2 para extratos de alecrim
e cominho.

A figura 3B ilustra resultados da fosfatase alcalina para extratos
de alecrim e cominho.

A figura 3C ilustra uma formagdo de osso em uma cultura de
6rgéo para extratos de alecrim e cominho.

A figura 4 ilustra um procedimento de extragdo a partir do extrato
de MeOH/agua inicial de NRC, e atividade de BMP-2 dos extratos (de 80g
de folhas secas (hexano = 6Q)).

A figura 5 ilustra a formagao de 0sso in vivo com extrato de ale-
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crim.

A figura 6A ilustra fendlicos encontrados positivos em ensaio
com BMP-2.

A figura 6B ilustra um ensaio de fosfatase alcalina de fendlicos
positivos de BMP-2.

A figura 6C ilustra uma formag¢do de osso em cultura de 6rgéo:
exemplos com eupafoliné e carnosol.

As figuras 7A-B ilustram compostos isolados do extrato de ale-
crim 2188.

A figura 8A fornece detalhes dos efeitos de extrato de alecrim na
atividade de osteoclastos humanos.

As figuras 9A, B e C fornecem detalhes nos efeitos do extrato de
alecrim e carnosol no metabolismo de cartilagem articular.

A figura 10 mostra indugdo do mRNA da Osteopontina (OPN)
em células de osteoblastos humanos (hPOBert) por extrato de alecrim ou
carnosol.

A figura 11 mostra que o Carnosol induz a expressao da enzima
de fase Il NQO1, uma proteina/gene regulada tipicamente por Nrf-1.
Descricéo Detalhada da Invencéo

A presente invengéo refere-se a composigoes benéficas que po-
dem ser usadas, por exemplo, para melhorar a densidade e a formagao 0s-
sea e métodos considerando as mesmas. Por exemplo, em uma modalida-
de, a presente invengdo é direcionada a plantas e extratos de plantas que
estimulam a formagao do osso e melhoram a manutengao do 0sso.

Em plantas, um numero de isoprendides (monoterpenos, sesqui-
terpenos, etc.) sdo moduladores de ambas redutase de HMG-CoA e prenila-
sorcdo 6ssea ou a intensificago de formagédo 6ssea. Portanto, certos com-
postos de plantas podem ser inibidores potenciais de reabsor¢do dssea e/ou
intensificadores de formagao ossea.

Em modalidades da presente invengao, extratos foram prepara-

dos a partir de espécies de plantas medicinais e/ou comestiveis, que foram
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propostas baseadas em beneficios potenciais para aliviar os sintomas da
menopausa ou sua capacidade de afetar o caminho de sintese de colesterol
e, portanto, tendo um potencial para estimular BMP-2 e formagéo ¢ssea.
Como discutido em mais detalhes a seguir, os extratos foram geralmente
preparados por um processo de 4 etapas (a) hexano, (b) metanol-agua, (c)
extratos de metanol-agua hidrolisados com glicosidases e re-extraidos com
etilacetato, e (d) remogéo de grandes polifendis com uma coluna PVPP. Os
extratos de metanol-agua e etilacetato foram usados para exames in vitro.
Os extratos foram hidrolisados por a- e B-glicosidades ao invés de acido pa-
ra assegurar a liberagdo de flavondide agliconas (forma biologicamente ati-
va) de seus glicosideos.

Os seguintes bioensaios foram usados para analise de formagao
Ossea: |

- ensaio de gene repérter de BMP-2 (alto varredura de velocida-
de)

- fosfatase alcalina em células osteoblastos

- cultura de 6rgéo calvaria in vitro, formagéo 6ssea

- inje¢ao em calvaria in vivo, formagao 6ssea.

Por exemplo, os extratos foram examinados para formagao de
0SSO por um ensaio com gene repoérter de alta velocidade para BMP-2 se-
guido por ensaio com fosfatase alcalina e um modelo de cultura de drgao e
finalmente injecdo em calvario de ratos in vivo. Subtra¢des de extratos posi-
tivos e/ou compostos puros foram adicionalmente testados para atividade. A-
analise da'composigéo quimica de um extrato ativo foi executada dé modo a
determinar os compostos ativos.

Surpreendentemente descobriu-se que os compostos extraidos
de plantas alecrim poderiam ser usados como compostos ativos para desen-
volvimento, crescimento e/ou manutengdo de 0sso. Por exemplo, pelo me-
nos 2 fendlicos (por exemplo, eupafolina, carnosol, escutelarina) podem con-
tribuir para o potencial anabdlico do extrato de alecrim. Fendlicos adicionais
de alecrim incluem gencuanina, caempferol, acacetina. Os extratos de planta

alecrim e compostos puros foram em um sistema de co-cultura de osteoblas-
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to/osteoclasto. O extrato de alecrim bem como os mesmos 3 fendlicos foram
mostrados como tendo uma atividade para regulagédo das citoquinas chave
controlando a remodelagem do 0sso, isto €, OPG/RANKL. Ademais, desco-
briu-se que o extrato de alecrim e o carnosol estimulam a expressao de os-
teopontina (OPN) em células humanas osteoblasto, possivelmente via cami-
nhos de sinalizagao AP-1/Nrf-2. |

Trés constituintes do extrato de alecrim ativo sao novos, e nunca
foram descritos na literatura. Além disso, como varios compostos pertencem
a uma mesma classe quimica, uma avaliagdo bioldgica reticulada desses
constituintes deve levar a uma estrutura interessante - correlagao de ativida-
de (por exemplo, carnosol/rosmanol/isorosmanol) que poderia fornecer es-
tratégias adicionais para os extratos de alecrim, mas também para outras
espécies de plantas contendo os constituintes ativos mais conhecidos.

Em uma modalidade da presente invengao, os extratos de Me-
OH/agua da planta alecrim (25% da matéria de folha seca inicial) obtidos
depois de uma etapa de remogdo de acidos graxos com hexano contém as
moléculas responsdveis pela atividade e poderiam ser usados em um produ-
to alimenticio. A atividade in vitro € somente levemente observada no extrato
de MeOH/agua inicial devido a diluicdo de compostos ativos por outros com-
posto e também por uma parte devido a presenga de‘ formas ligadas. A alta
atividade é observada em ensaio com BMP-2 depois de purifica-
cao/concentracdo através da extracdo de etilacetato e/ou hidrdlise com gli-
cosidase entdo extragdo de acetato de etila.

As plantas ou extratos de plantas de acordo com as modalida-
des da presente inven¢do podem ser usadas na preparagdo de uma compo-
sicao alimenticia. A composi¢édo pode estar na forma de um alimento nutri-
cionalmente balanceado ou ragdo, um suplemento dietético, uma guloseima
ou uma composic¢ao farmacéutica.

A planta ou extrato de planta pode ser usada sozinha ou em as-
sociagdo com outras plantas tal como chicéria, cha, cacau, ou com outra
molécula bioativa tal como, antioxidantes, acidos graxos, fibras prebiéticas,

glicosamina, sulfato de condroitina, por exemplo.
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Em uma modalidade da presente invengdo, uma composicao
alimenticia ou férmula nutricional para consumo humano é preparada. Essa
composi¢ao pode ser uma férmula completa nutricional, um produto de lati-
cinio, uma bebida resfriada ou que nao precisam de refrigeragédo, sopa, um
suplemento dietético, uma substituicdo de refeicdo, e uma barra nutricional
ou um doce.

A parte da planta alecrim ou extrato de planta alecrim de acordo
com a invengao, a formula nutricional pode compreender uma fonte de prote-
ina. Proteinas dietéticas sao preferencialmente usadas como uma fonte de
proteina. As proteinas dietéticas podem ser qualquer proteina dietética; por
exemplo, proteinas animais (tal como proteinas do leite, proteinas da carne,
e proteinas do ovo); proteinas vegetais (tal como proteina de soja, proteina
de trigo, proteina de arroz, e proteina de ervilha); misturas de aminoacidos
livres; ou combinagbdes desses. As proteinas do leite tal como a caseina,
proteinas do soro do leite e proteinas de soja s&o particularmente preferen-
ciais. A composicdo pode também conter uma fonte de carboidratos e uma
fonte de gordura. '

Se a férmula nutricional inclui uma fonte de gordura, esta prefe-
rencialmente fornece aproximadamente 5% a aproximadamente 55% da e-
nergia da féormula nutricional; por exemplo, aproximadamente 20% a aproxi-
madamente 50% da energia. Os lipideos constituindo a fonte de gordura po-
dem ser qualquer gordura adequada ou misturas de gorduras. As gorduras
vegetais sdo particularmente adequadas; por exemplo, éleo de soja, dleo de
palmeira, 6leo de coco, dleo de agafroa, éleo de girassol, éleo de milho, dleo
de canola, lecitinas, e seus similares. As gorduras animais tais como gordu-
ras do leite podem também ser adicionadas se desejado.

Uma fonte de carboidratos pode ser adicionada a férmula nutri- |
cional. Ela preferencialmente fornece aproximadamente 40% a aproximada-
mente 80% da energia da composicao nutricional. Quaisquer carboidratos
adequados podem ser usados, por exemplo, sacarose, lactose, glicose, fru-
tose, solidos de xarope de milho, e maltodextrinas, e misturas desses. A fi-

bra dietética pode também ser adicionada se desejado. Se usada, ela prefe-



10

15

20

25

30

10

rencialmente compreende até aproximadamente 5% da energia da férmula
nutricional. A fibra dietética pode ser a partir de qualquer origem, incluindo,
por exemplo, soja, ervilha, aveia, pectina, goma guar, goma arabica, e fru-
tooligossacarideos. Vitaminas e minerais adequados podem ser incluidos na
formula nutricional em uma quantidade a alcangar as diretrizes apropriadas.

Um ou mais emulsificantes de grau alimenticio podem ser incor-
porados na férmula nutricional se desejado; por exemplo, ésteres de diacetil
acido tartarico de mono- e di-glicerideos, lecitina e mono- e di-glicerideos.
Sais similarmente adequados estabilizantes podem ser incluidos. Vitaminas
e minerais podem também ser combinados com o extrato de planta.

A composicdo nutricional é preferencialmente administravel en-
teralmente; por exemplo, na forma de um pé, comprimido, capsuia, um con-
centrado liquido, produto sélido ou uma bebida pronta para beber. Se dese-
ja-se produzir uma férmula nutricional em pé, a mistura homogeneizada é
transferida a um aparelho de secagem adequado tal como uma secadora por
atomizagdo ou uma secadora de congelamento e convertida em po.

Em outra modalidade, uma composicao nutricional compreende
um cereal a base de leite junto com uma férmula prebidtica. Preferencial-
mente, 0 cereal a base de leite € um cereal infantil que age como um veiculo .
para a férmula prebidtica. |

Em outra modalidade, um produto alimenticio usual pode ser
enriquecido com pelo menos uma planta ou extrato de planta de acordo com
a presente invengdo. Por exemplo, um leite fermentado, um iogurte, um
queijo fresco, um leite tratado com quinosina, artigo de confeitaria, por e-
xemplo, um doce ou bebida adogada, uma barra doce, flocos de cereais de
café da manha ou barras, bebidas, leite em pd, produtos a base de soja,
produtos fermentados a base de nao leite, ou suplementos nutricionais para
nutricao clinica.

A quantidade da planta ou extrato de planta na composigéao pode
variar de acordo com a fonte de planta e sua utilizagdo. Em uma modalidade
preferida, uma quantidade de dose diaria eficiente € de pelo menos aproxi-

madamente 1 mg, e mais preferencialmente, de 1 mg a 200 mg da molécula
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ativa por dia.

_ Em uma modalidade alternativa, uma composi¢éo farmacéutica
contendo pelo menos um extrato de alecrim ou fitoquimico como descrito
acima, em uma quantidade suficiente para alcancar o efeito desejado em um
individuo pode ser preparada. Essa composi¢cdo pode ser um comprimido,
um liquido, capsulas, capsulas moles, pastas ou pastilhas, gomas, ou solu-
¢oes bebiveis ou emulsdes, um suplemento oral seco, um suplemento oral
umido. A composicdo farmacéutica pode adicionalmente conter veiculos e
excipientes que sdo adequados para liberar a molécula ativa respectiva de
natureza diferente ao tecido alvo. O tipo do veiculo/excipiente e a quantidade
desse dependera da natureza da substancia e o modo de liberagao de far-
maco e/ou administracdo observadas. Aprecia-se que a pessoa versada na
técnica, baseada em seu proprio conhecimento, seleciona os componentes
apropriados e forma galénica.

A plania ou extrato de planta de acordo com a invengéo pode
ser usado na preparagao de uma composi¢do de ragdo. A dita composicao
pode ser administrada para o animal de estimagdo como um suplemento em
sua dieta normal ou como um componente de uma ragao nutricionalmente
completa, e mais preferencialmente, em uma ragao hipocaldrica. Ela tam-
bém pode ser uma composi¢ao farmacéutica. |

A planta ou extrato de planta pode ser usado sozinho ou em as-
sociagdo com outras plantas tais como chicéria, cha, cacau, ou com outra
molécula bioativa tal como, antioxidantes, acidos graxos, fibras prebidticas,
glicosamina, sulfato de condroitina, por exemplo.

Preferencialmente, a composicao de ragao contém aproximada-
mente 0,01 a 0,5 g de plantas secas por grama de ragdo seca para um ca-
chorro de 15 kg; e 0,001 a 0,1 g de plantas secas por grama de ra¢éo umida
para um cachorro de 15 kg. A composi¢éo de ragdo nutricionalmente com-
pleta de acordo com a inven¢éo pode ser em pd, na forma seca, um doce ou
um produto de ragdo resfriado ou que nado precisa de refrigeragao, molhado.
Ela pode ser resfriada ou fornecida como um produto que nao precisa de

refrigeragdo. Essas ragdes podem ser produzidas por formas conhecidas na
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técnica.

A racdo pode opcionalmente também conter um microorganismo
prebidtico, probidtico ou um outro agente ativo, por exemplo, um &cido graxo
de cadeia longa. A quantidade de prebidtico na ragao € preferencialmente
menor do que 10% do peso. Por exemplo, o prebidtico pode compreender
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 5% do peso da ragao. Para ra-
¢des que usam chicoria como a fonte do prebidtico, a chicdria pode ser inclu-
ida para compreender aproximadamente 0,5% a aproximadamente 10% do
peso da mistura de alimento; mais preferencialmente, aproximadamente 1%
a aproximadamente 5% do peso.

Se um microorganismo probidtico € usado, a ragao preferenci-
almente contém aproximadamente 10* a aproximadamente 10'° células do
microorganismo probidtico por grama da ragcdo; mais preferencialmente, a-
proximadamente 10° a aproximadamente 10° células do microorganismo
probiotico por grama. A ragdo pode conter aproximadamente 0,5% a aproxi-
madamente 20% do peso da mistura do microorganismo probidtico; prefe-
rencialmente, aproximadamente 1% a aproximadamente 6% do peso; por’
exemplo, aproximadamente 3% a aproximadamente 6% do peso.

Se necessario, a ragao pode ser suplementada com minerais e
vitaminas tal que eles sdo nutricionalmente completos. Ademais, varios ou-
tros ingredientes, por exemplo, agucar, sal, temperos, condimentos, agentes
flavorizantes, e seus similares podem também ser incorporados na ragao
como desejado.

Em outra modalidade, adjuntos dietéticos podem ser preparados
tal como a melhorar a qualidade da ragao. Como os adjuntos dietéticos, eles
podem ser encapsulados ou podem ser fornecidos em p6 e embalados em
conjunto ou separadamente de uma refeigéo principal, ou a seco ou a umido.
A titulo de exemplo, um pd contendo extratos de acordo com a invengao,
pode ser embalado em sachés em forma de p6, ou em um gel ou lipideo ou
outro veiculo adequado. Essas unidades separadamente embaladas podem
ser fornecidas junto com uma refeigdo principal ou em embalagens de multi-

plas unidades para uso com uma refei¢do principal ou doce, de acordo com
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as instrugbes do usuario.

, A quantidade de racdo a ser consumida pelo animal de estima-
¢ao para obter um efeito benéfico dependera do tamanho do animal de esti-
magcao, do tipo, e da idade dele. Entretanto, uma quantidade da ragao para
fornecer uma quantidade didria de aproximadamente 0,5 a 5 g de plantas
secas por kg de peso corporal, seria usualmente adequadas para cachorros
e gatos.

Administrando a um ser humano ou animal, a composigéo ali-
menticia ou de ragdo como descrita acima, pode resultar em uma regenera-
¢do de osso melhorada durante a cicatrizagao da fratura. Ela pode auxiliar a
estimular a formagéao de osso e a densidade mineral 6ssea durante o cres-
cimento e a otimizar o pico de massa éssea. Em particular, pode fornecer
um crescimento 6timo do osso durante a infancia. Essa composigao alimen-
ticia pode auxiliar a impedir perda éssea, em particular, perda 6ssea associ-
ada com a idade em mamiferos ou perda éssea associada com hospitaliza-
¢do em longo prazo. Ela pode reduzir o risco de osteoporose e melhora a
recuperag¢ao depois da fratura. Ademais, pode auxiliar a construir cartilagem
em mamiferos e prevenir a osteoartrite em animais de estimacao e seres
humanos, que resulta em uma melhor atividade ou mobilidade do individuo
(por exemplo, animais de estimag¢éo e/ou humanos).

Exemplos

A titulo de exemplo e ndo limitagdo, os seguintes exemplos sao
ilustrativos de varias modalidades da presente inven¢do e adicionalmente
ilustram teste experimental conduzido de acordo com modalidades da pre-
sente invengao.

Exemplo 1
Plantas Selecionadas e Compostos Puros

As plantas foram selecionadas baseadas no conhecimento de
seus fendlicos:

(i) 25 plantas em adicao a soja foram selecionadas a partir de
uma Base de Dados de Plantas Contendo Substéncias Estrogénicas (Tabela
19)
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(i) 9 plantas + soja contendo substéncias afetando o caminho de
- sintese de colesterol e desse modo tendo o potencial para estimular indire-
tamente BMP-2 e formagao de osso (Tabela 1B)

(iii) Compostos Puros: estradiol-17f, genisteina, daidzeina, 20
flavonoides, compostos de chicdria (Iactonas sesquiterpeno).
Tabela 1A: Lista de espécies de plantas selecionadas a partir da base de

dados de plantas estrogénicas

Nome Género Espécies Orgao

Soja Glycine max Sementes

Calamo Acorus calamus Rizomas

Frutos de Saskatoon | Amelanchier | ovalis Frutas

Artemisia Artemisia vulgaris Parte aérea
Cnidium monnieri Sementes

Erva Daninha Cyperus rotundus rizomas

Arbusto de semente | Dodonaeae viscosa red | Folhas/frutas

de lupulo viscoso

Arbusto de semente | Dodonaeae viscosa yel- | Folhas/frutas

de lupulo viscoso low .

Yin Yang Huo Epimedium brevicornum | Partes aéreas

Saint Catherine's La- | Eriogonum giganteum Caule/folha/raiz

ce ‘

iris Iris pallida Rizomas

iris Iris pallida Cultura de célula

iris | Iris pseudacorus | Folhas/sementes

Junipero | Juniperus communis Fru-

ta/folha/madeira

Lecaniodiscus | cupianoides | Folhas/sementes

Arbusto de tempero Lindera | benzoin Folhas/frutas

Basilico Ocimum gratissimum | Folhas/sementes

Azeda Oxydendrum | arboreum Folhas

Banana-da-terra Plantago major folhas

Péssego Prunus persica | Sementes

Sumagre suave | Rhus glabra Folhas/frutas

Escutelaria Scutellaria costaricana | Planta
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Nome Género Espécies Orgao
Escutelaria Scutellaria baicalinensis | Planta
Atanasia comum Tanacetum vulgare Folhas
Dente-de-Ledo co- | Taraxacum officinalis Raizes
mum
“Ironweed" Vernonia cinerea folhas

Tabela 1B: Lista de espécies de plantas selecionadas por efeito potencial em

colesterol e BMP-2

Nome Género Espécie Orgdo
Soja Glycine max sementes
Chicéria Cichorium intybus Raizes
Alecrim Rosmarinus officinalis Folhas
Tomilho Thyme leaves
Uva Vitis vinifera Frutas
Cominho Carum carvi Sementes
Aneto Bixa orellana Sementes
 Dill Anethum graveolens Folhas
Hortela Mentha spicata Folhas
Cuminho Cuminum cyminum Sementes

Tabela 1C: Lista de compostos puros

Planta Fonte Composto Puro

Estradiol

Soja Genisteina

Soja Daidzeina

Soja Equol

Alecrim Carnosol

Lignanos Enterolactona

Lignanos | Enterodiol

Alecrim Acido carnésico

Alecrim Eupafolina

Alecrim Gencuanina

Alecrim Luteolina

Alecrim Escutelarina
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Planta Fonte

Composto Puro

Alecrim

Acido rosmarinico

Acacetina

Caempferol

Cebola, Maga

Quercetina

Cha

Catequina

Cha

Epicatequina

Apigenina

Laranja

Hesperetina

Toranja

Naringenina

Uva

Resveratrol

Floretina

Diosmetina

Diosmina

Cirsimaritina

Hispidulina

Chicoria

Lactucina

Lactucopicrina

3-deoxilactucina

Geraniol

Carvona

Procedimento de Extracao de Planta

Com relagao a figura 1, o procedimento de extragao geralmente
incluiu as seguintes etapas:
- Hexano, retirada de &acido graxo (extratos ndo examinados)
- MeOH/H;0 (1a)
- MeOH/H.0 , hidrolisado com a, B-glicosidases, extraidos com etilacetato
(1b)
- 1a purificado em coluna PVPP para remover polifendis de alto peso mole-
cular (2a)
- 1b purificado em coluna PVPP para remover polifenéis de alto peso mole-
cular (2b)

Os extratos 2a e 2b forneceram resultados similares aos extratos
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1a e 1b e, portanto, a etapa de purificagdo de polifenol foi subseqliientemen-
te descontinuada. O procedimento de extragao incluiu tratamento com glico-
sidase (ao invés de hidrélise acida) para assegurar a conversdo de glicosi-
deos flavonoides em agliconas.

Subfracionamento - Quatro subtragdes foram preparadas por
fracionamento em cartucho de gel de éilica com eluicdo por solventes de
polaridade varidvel: acetato de etila entdo acetato de etila/metanol (95/5)
seguido por acetato de etila/metanol (50/50) e finaimente metanol (figura 2).

Etapas de Varredura e Bioensaios

A varredura para a formagao de osso foi executado em varios
estagios:

(i) Ensaio com gene reporter BMP-2 de alta velocidade de extra-
tos de MeOH/H20 nao-hidrolisados (1a) e extrato hidrolisado por glicosidase
correspondente em acetato de etila (1b). Os extratos foram testados duas
vezes em concentragdes de 1 a 100 pg/ml, diluidos em meio de cultura a
partir de estoques de extrato de planta preparados como 50 pg/ml em DM-
SO.

(i) Extratos positivos na tela BMP-2 foram preparados novamen-
te e examinados novamente com resposta a dose para confirmar como
"hits".

(iii) O teste com BMP-2 de subfracionamento de positivos/hits e
compostos puros candidatos

(iv) Os extratos se mostram positivos no ensaio com BMP-2 fo-
ram adicionalmente testados para diferenciagdo de osteoblasto usando o
ensaio de fosfatase alcalina e em um modelo organotipico de formacao de
0sso usando cultura de 0ssos cranianos e histomorfometria para demonstra-
¢do de formacgdo dssea como descrito por Traianedes e outros (1998).

(v) A injecao final in vivo de extrato de "acerto” em 0ssos crania-
nos de ratos e monitoramento da area e espessura do 0sso. Os extratos fo-
ram avaliados em um ensaio craniano neonatal em ratos in vitro. Os 0ssos
foram incubados com os extratos pelos 4 dias inteiros.

(vi) Atividade de reabsor¢do monitorada medindo-se a quantida-
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de de colageno tipo | liberado nos meios como osso de digestao de osteo-
clastos.

(vii) Os efeitos na degradagcao de colageno tipo 1l induzido por
citoquina, degradacao de agrecana mediada por MMP e degradagcao media-
da por agrecanase em explantas de cartilagem articular bovina.

Resultados: Varredura de Extrato de Planta em Gene Repérter BMP-2 &
Cultura de Orgéo

As tabelas 2 e 3 fornecem detalhes dos resultados de varredura
com BMP-2 como segue:

- 15 extratos foram descobertos positivos em BMP-2. A partir
deles, 5 se confirmaram acertos e sub-fracdes ativas foram identificadas
(Rosmarinus officinalis; Taraxacum officinalis, Lindera benzoin, Cyperus Ro-
tundus, Iris pallida) e 5 positivos de interesse (Rosmarinus officinalis, Carum
carvi, Thymus vulgaris, Mentha spicata e Vitis vinifera) a partir de 2 etapas
de varredura de BMP-2. |

- Acertos confirmados e sub-fragdes ativas (Rosmarinus officina-
lis; Taraxacum officinalis, Lindera benzoin, Cyperus Rotundus, Iris pallida) e
5 positivos de interesse (Rosmarinus officinalis, Carum carvi, Thymus vulga-
ris, Mentha spicata e Vitis vinifera) a partir de 2 etapas de varredura de BMP-
2 foram também identificados como ativos no modelo de cultura de orgao
craniano de ratos.

- Os extratos ativos ou sub-fragdes foram adicionalmente confir-
mados para estimular a formacao de osso no modelo de cultura de orgao
craniano: Iris pallida, Cyperus Rotundus, Rosmarinus officinalis (alecrim),

Thymus vulgaris (tomilho), Carum carvi (cominho).
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Tabela 2: Sumario de extratos positivos em varredura de BMP-2 e confirma-

dos em cultura de érgao.

Planta Extrato Ext | Concentragdo | Formacgao de os-
Ne Ativa (ug/ml) | so em cultura de
6rgao: Resultados
& Comentarios
Glycine max | EtOAc 2001 10,50 Leve formagéo
(soja) Ossea
Rosmarinus | MeOH/agua | 2004 |10, 50 Boa formacao -
officinalis O0ssea em cultura
craniana
| Rosmarinus | EtOAc 2005 |10 Leve formagédo
officinalis | (50, toxico) ossea
Cyperus ro- | Sub-fragao 2012 | 10,50 Leve formacgéao
tundus Ossea
Iris pallida C18 MeOH | 2022 |10 Alguma sub-
sub-fragéao fracao de forma-
¢cao 6ssea
Thyme EtOAc 2067 | 10 Alguma formacgao
Ossea
Carvi EtOAc 2074 |10 Leve formagéao
Ossea

Tabela 3: Sumario total de resultados de extrato de planta até identificagao

de acertos
Sub-
Nome em Extratos fra-
: " ~ Cultura
Latim positivos | ¢oes .
Nome em Parte Exirato de BMP- | positi- deécgr
Portugués 2 vas de 9
BMP-2
Glycine Max | Culturas de | etilacetato | 768 2001
Gréo de soja | células de
plantas
Acorus cala- | Tubérculos | MeOH/H,O | 731 nd
mus
Sweet Flag
Amelanchier | Fruta MeOH/H0 | 219 nd
ovalis
Sevice berry
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_ Sub-
Nome em Extratos fra-
- " - Cultura
Latim positivos | ¢Oes 4
Nome em Parte Extrato | 4o BMP- | positi- degg
Portugués 2 vas de 9
BMP-2
Artemisia vul- | Partes  aé- | etilacetato | 225 nd
garis reas
Artemi- ‘
sia/absinto
Cyperus ro- | Tubérculos | etilacetato | 205, 2012, | 2012
- tundus 2011 2013
Erva d_aninha
Taraxacum Folhas etilacetato | 750, 2035 2035
officinalis 2034
Dente-de-
Ledo
Lindera ben- | Partes aé- | etilacetato | 740, 2060 2059
zoin reas 2059 ‘
Arbusto de
temperos
Prunus pérsi- | semente etilacetato | 772 nd
ca
péssego
Iris pallida Tubérculos | MeOH/HO | 239, 760 | 760, | 2022
Iris doce 762,
2021,
2022
Rosmarinus Folhas MeOH/H20 | 2004, 2004
officinalis etilacetato | 2127 2005
alecrim 2005,
2089
Carum carvi | sementes etilacetato | 2074 2074
‘ cominho
Thymus vul- | Folhas | etilacetato | 2067 2067
| garis
Tomilho
Mentha spica- | Folhas etilacetato | 2072 2072
ta
Hortela
Vitis vinifera Fruta ‘etilacetato 2069 2069
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Sub-
Nome em Extratos fra-
; s ~ Cultura |
, Latim | positivos | ¢Oes -
- Nome em Parte Extrato de BMP- | positi- deé(?)r
Portugués 2 vas de 9
BMP-2
Cichorium Fo- Me- 2002
intybus (Chi- | Ihas/raizes | OH/agua 2003
coria) EtOAc

Anethum gra- | Nao-testado ainda
veolens (dill)

Cuminum
cyminum

Bixa orellana

Conclusoes de Varredura de Extrato de Planta

Os acertos de BMP-2 confirmados em ensaio de formagao 6s-
sea em cultura de érgao foram extraidos de sementes de soja, folhas de ale-
crim, folhas de tomilho, sementes de cominho.

Exemplo de Acertos de Alecrim & Cominho pafa Atividade de
BMP-2, confirmada em Ensaio com Fosfatase Alcalina e Cultura de Orgdo

As figuras 3A-C ilustram resultados de ensaio de formagdo 6s-
sea para acertos de extratos de alecrim e cominho.

Efeito do Procedimento de Extracdo em Atividade de BMP-2

Depois de uma primeira extracao de alecrim com metanol/agua
em folhas previamente retiradas o acido graxo (ext. 2127), a indugao de ex-
pressdo de gene BMP-2 foi 1,5X em 10 pg/mi (figura 4). Uma extracéo es-
pecifica desse extrato, com acetato de etila (2188), levou a um aumento na
expressao de BMP-2 (indug¢ao de 8X). Isso sugere que o processo de extra-
¢ao EtOAc resultou na concentragdo dos compostos ativos do extrato de
MeOQOH/agua original. Depois da hidrdlise com glicosidases, o extrato de ace-
tato de etila resultante (2189) é também ativo, mostrando que as moléculas |
ativas adicionais foram extraidas. O extrato 2189 é até levemente mais ativo
do que o nao hidrolisado.

Esses resultados mostram de forma ndo ambigua uma atividade

em ambos os extratos (ndo-hidrolisados: 2188 e hidrolisados: 2189) sugerin-
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do a existéncia de moléculas ativas sob duas formas: livres e/ou ligadas (gli-
cosilada) no extrato original.

Formacio Ossea em Osso Craniano Sequindo Injecéo In Vivo

O rosmarinus officinalis (extrato de alecrim) mostra atividade de
formagado 6ssea em 3 ensaios in vitro de formacdo 6ssea independentes
(BMP-2, fosfatase alcalina, cultura de 6rgéo de 0sso) bem como no ensaio in
vivo em 0sso craniano (ver figura 5).

O extrato de alecrim (aqui as folhas foram extraidas primeiro
com Aagua, e extrato de agua foi hidrolisado entao extraido com acetato de
etila) é injetado na caixa craniana de ratos, seguido por analise de formagao
0ssea ex vivo.

Varredura de Compostos Puros

Os fendlicos foram testados em concentragdes de 1 - 10 pM.
Os fendlicos ativos em ensaio de BMP-2 séo listados na Tabela
4. As figuras 6A-C mostram certos fenolicos positivos em ensaios de forma-

¢ao dssea.

Tabela 4: Fendlicos ativos em ensaios de BMP-2, ALP e cultura de 6rgao:

~ ~ Formacgao 6ssea
. Indugédo de Indugao de -
Flavondide BMP-2 Atividade ALP em c_ultu~ra de 6r-
gao
eupafolina 3-8X 2X, 4X Boa formagao
2,5-10uM 5,10 uM para 2,5, 5,0, 10
uM |
Carnosol 45-7X 2X Leve BF para 2,5
25-10uM 2,5-10 pM (néo pM
responsivo a dose) | Bom BF para 5,
10 uM
Escutelarina 3-4X 2X Nenhum em 2,5
5,10 uM 10 M uM
Algum em 5, 10
uM
Gencuanina 4X 15X Nenhum
| 5uM 10 uM
Caempferol 2,5X 2-4X Leve em 10 pM
1-10 M 25-10puM
Acacetina 3-5X 2X Nenhum
5-10 uyM (nao
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~ = Formagéao éssea
. Indugao de Indugéo de -
Flavondide BMP-2 Atividade ALP em cul;mgg de or-
5-10 uM responsivo a dose)

Analise Composicional de Alecrim

A Tabela 5 mostra compostos puros encontrados em extratos de
alecrim.

Tabela 5: Componentes do Alecrim

Nome Classe Composto
Gencuanina Flavona Apigenina-7-metilada
Gencuanina-4'- Flavona Apigenina-7-metilada-
glicosideo 4'-glicosideo
Salvigenina Flavona Apigenina polimetilada
Apigenina Flavona
Luteolina-3'-O- Flavona Luteolina-3'-O-
glicoronida glicoronida
Diosmetina Flavona ' Luteolina-3'-O-metilada
Luteolina Flavona
Hesperidina Flavanona Hesperetina glicosilada
Acido caféico Acido fendlico
Carnosol Diterpeno fendlico
Acido carnésico Diterpeno fenélico
Acido rosmarinico Acido fenélico

Anélise de Extratos de Alecrim Ativo em BMP-2

O extrato para analise foi escolhido seguindo resultados anterio-
res mostrando que a atividade de formagao 6ssea foi concentrada em extra-
tos de acetato de etila preparados a partir de um extrato de metanol/agua
(2189) ou sem hidrolise enzimatica (2188), (ver figura 4).

O extrato de acetato de etila 2188 foi selecionado por um estudo
fitoquimico de seus constituintes principais incluindo a identificagéo e a puri-
ficacdo dos compostos por HPLC/ELSD/UV/MS. Essa experiéncia foi feita
por Analyticon Discovery GmbH, Postdam. Uma avaliagé@o fitoquimica em
pfofundidade foi entdo completada no extrato de Alecrim, ativo em ensaio

com BMP-2. Os resultados preliminares levaram ao isolamento de 13 com-
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postos. Nove compostos foram identificados. Quatro outros exigiram investi-

gacdes adicionais. Estudos adicionais descrevem a elucidagao estrutural
desses 4 compostos executados através de H-NMR e 2D-NMR (H, H-COSY,

HMBC, HMQC) por Analyticon Discovery GmbH (Postdam).

Analyticon forneceu treze moléculas identificadas puras de modo

a executar a avaliagao de sua atividade biolégica em saude do osso. Esses

compostos sdo listados na Tabela 6 e suas estruturas ilustradas nas figuras

7A-B. Entre. eles, trés sdao novos compostos, nunca descritos na literatura

(X1, X11, e Xill). Uma correlagéo: estrutura quimica - atividade bioldgica des-

ses 13 constituintes pode fornecer uma ferramenta interessante e relevante

para desenvolvimento adicional em pesquisa de saude do 0sso.

Tabela 6: 14 compostos isolados do extrato de alecrim 2188

o Quantidade o Atividade de

N Nome (ma) Pureza (%) " BMP

| Acido rosmari- | 318 99,8 Nio
nico

I isorosmanol 73 99,7 Nao-testado

n Rosmanol 14 Mistura de lll + | Nao-testado

v

\Y) Cirsimaritina Nao

VvV Gencuanina 7,9 94,1 Sim

Vi 7-Metil- 4.8 99,7 Nao-testado
rosmanol

VIl | Carnosol 230 45 Sim

VIill | Luteolina

IX Escutelarina Nao presente no extrato Sim

X 7- 26 81 Nao-testado
Espirosmanol :

Xl Deidroxi acido | 8,7 38 Nao-testado
rosmarinico

Xl | 6" 19,9 99,9 Nao-testado
Feruloilnepitri-
na

X | 6"- 13 94 Nao-testado
Counaroilnepi-
trina
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0 Quantidade o Atividade de
N Nome (mg) Pureza ( /o) BMP
XIV | Metilpirosma- |7 94 Nao-testado
nol

Treze constituintes de um extrato de Alecrim (2188) para o qual
a elucidacéo estrutural foi alcangada e validada séo agora disponiveis para a
avaliacdo de sua atividade biolégica em ensaios de saude do 0sso.

Extrato de Alecrim e sua atividade anti-reabsorcao éssea

A osteoporose é uma doenga cronica caracterizada por uma len-
ta perda dssea. O 0sso ndo é um tecido morto. Pelo contrario, ele é constan-
temente remodelado com tecido 6sseo velho sendo substituido por um novo.
Essa remodelagem é controlada por osteoblastos, as células que depositam
0sso e por osteoclastos, as células que o dissolvem. Usuaimente, ha um
acoplamento rigido entre a formagdo éssea e a reabsorgao ossea tal que'
nenhuma perda liquida dssea ocorra. Em osteoporose, esse acoplamento
ndo é perfeito & medida que a perda 6ssea € mais proeminente do que a
formagdo Ossea. Para tratar a osteoporose, um pode desejar aumentar a
formagao éssea, diminuindo a perda 6ssea ou ambos. Neste exemplo, mos-
tra-se que os extratos de alecrim podem diminuir a perda 0ssea.

Os osteoclastos, diferenciados das Células Mononucleares San-
gliineas Periféricas (PBMCs), foram cultivados em fatias de ossos bovinos.
Sua atividade de reabsor¢do foi monitorada medindo-se a quantidade de
colageno tipo | liberada nos meios a medida que diferem 0sso.

O colageno tipo | é a molécula orgénica principal do 0sso. A me-
dida que o osso ¢ digerido, a fase mineral do osso € dissolvida expondo as
fibras de colageno a atividade proteolitica de metaloproteinases da matriz.
Uma vez digeridas, as fibras de colageno se tornam soluveis e sao liberadas
no meio de cultura onde sua presenga pode ser quantificada por ensaios
ELISA - ensaio CTX-I.

A Figura 8A fornece detalhes dos efeitos de extrato de alecrim
na atividade de osteoclastos humanos como segue: o extrato de alecrim 1
(extrato P31 comercialmente disponiveis a partir da Robertet) em uma con-

centragdo de 10 pg/ml diminuiu a quantidade de colageno tipo I liberada a
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partir de fatias de osso comparadas aos meios de cultura sozinhos (controle
(CTL)) (Figura 8A).
O Extrato de Alecrim e a Osteoartrite

A osteoartrite € uma doencga caracterizada por uma lenta destru-
icdo de cartilagem articular. Essa cartilagem articular € devido a um desequi-
librio entre a atividade anabdlica e catabdlica de condrécitos. O condrécito é
o tipo de célula exclusiva presente em cartilagem e é responsavel pela ma-
nutencao da matriz extracelular de cartilagem. Na osteoartrite, o catabolismo
é aumentado e é responsavel pela perda de cartilagem. A matriz extracelular
de cartilagem é composta de 2 moléculas principais: colageno tipo Il e agre-
cana. Enguanto o colageno é principalmente digerido pelas metaloproteina-
ses da matriz (MMPs), o agrecana pode ser degradado ambos por MMPs e
outra classe de enzimas chamadas agrecanases.

Investigou-se aqui se 2 extratos de alecrim diferentes e carnosol,
um dos componentes principais deste extrato, poderiam inibir a degradagao
de colageno e agrecana em explantas cultivadas de cartilagem articular. Ex-
plantas a partir da cartilagem articular bovina saudavel foram colocadas em
cultura. Entretanto, tais explantas naturalmente exibem uma atividade cata-
bdlica muito baixa que nao € ideal para testar a atividade anticatabdlica de
bioativos potenciais. Para melhorar a sensibilidade'do ensaio, as explantas
sdo cultivadas na presenca de 2 citoquinas pré-inflamatérias, TNF-o e on-
costatina conhecidas por agirem juntas como potentes indutores de MMP e
atividades de agrecanase.

Efeitos de extratos de alecrim e carnosol e catabolismo de cartilagem articu-

lar

As Figuras 9A, B e C fornecem detalhes nos efeitos de extrato
de alecrim e carnosol no metabolismo de cartilagem articular como segue: o
extrato de alecrim 1 (extrato P31 comercialmente disponivel a partir da Ro-
bertet) em uma concentragdo de 10 pg/ml completamente anulou a degra-
dacgédo de coladgeno induzida pelas citoquinas pré-inflamatérias TNF-o e on-
costatina (Controle (CTL)) (Figura 9A).

O extrato de alecrim 1 (extrato P31 comercialmente disponivel a
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partir da Robertet) em uma concentrag¢éo de 10 pg/mi completamente anulou
a degradacado de agrecana mediada por MMP induzida pelas citoquinas pro-
inflamatérias TNF-a e oncostatina (Controle (CTL)) (Figura 9B).

O extrato de alecrim 1 (extrato P31 comercialmente disponivel a
partir da Robertet) em uma concentragdo de 10 ug/ml também inibiu a de-
gradagdo de agrecana mediada por agrecanase induzida pelas citoguinas
pro-inflamatérias TNF-a e oncostatina (Controle (CTL)). Similarmente, outro
extrato de alecrim, extrato de alecrim 2 (da Nestec R&D Center in Tours ob-
tido como descrito acima) em uma concentragao de 1 ou 5 pg/ml e carnosol
em uma concentrag¢éo de 1 ou 5 uM também inibiu a degradagao de colage-
no induzida por citoquina (Figura 9C).

Inducdo de mRNA OPN:

Cultura de células - osteoblastos HPOBTert foram semeados em placas re-

vestidas com colageno e cresceram em meio de Modificagdo MEM Eagle o
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina e penicili-
na/estreptomicina, 1 mM B-gliceroifosfato e 50 ng/ml de acido ascérbico em
uma atmosfera umidificada de 5% de CO2, e 95% de ar em 37°C. Quando
carnosol e inibidores foram adicionados, uma quantidade equivalente de
Me,SO foi usada como um veiculo de controle.

Analise de niveis de mRNA por PCR em tempo real - RNA celu-
lar total foi extraido usando o kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel, Sui-
¢a). Quantidades iguais (1 pg) de RNA a partir de diferentes tratamentos fo-
ram transcritas reverso usando o kit de Sintese cDNA de Primeiro Filamento
para RT-PCR (Roche, Mannheim, Alemanha). Para cada amostra, 2 pl de
tampao de reacdo 10x, 4 pl 25 mM de MgCI2, 2 pl de mistura de nucleoti-
deo, 2 p! de iniciadores aleatdrios, 1 pl de inibidor RNAse 0,4 pl de transcrip-
tase reversa AMV a partir do kit foram adicionados a amostra. A transcripta-
se reversa foi executada nas seguintes condigdes de ciclo térmico (25°C por
10 min, 42°C por 60 min, e 75°C por 5 min usando o Conceito PTC-100TM,
Suiga).

PCR Quantitativa em Tempo Real - PCR Quantitativo foi execu-
tado em 25 pl em trés copias. Isso consistiu em 12,5 pyl de Mistura Master
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PCR Universal 2x Tagman, 1,25 pl de iniciadores de Ensaio Sob Demanda e
pontas de prova (Applied Biosystems, USA) e 6,25 pl de agua livre de RNA-
se. A amplificagdo foi conduzida em uma maquina ABI 7000 (Applied Biosys-
tems) com o seguinte perfil térmico: 50°C por 2 min, 10 min em 95°C, segui-
do por 40 ciclos de 95°C por 15s e 60° por 1 min. Os nives de expressao de
gene foram normalizados para niveis de expressao de B-actina.

A figura 10 mostra que o extrato de alecrim e carnosol induzem
a expressdo de OPN de forma dependente da dose por determinagao de
PCR em tempo real de niveis d¢ mRNA OPN. As células HPOBtert foram
mantidas por 48h em extrato de alecrim e carnosol nas doses indicadas.
Indugéo de NQO1

Preparagdo de extratos citoplasmicos - Células hPOBtert foram

lavadas duas vezes com solucdo salina tamponada com fosfato e colhida
com tampao de lise (1% de Triton X-100, 20 mM tri/HCL pH 8, 137 mM NaCl,
10% de Glicerol, 2 mM de EDTA pH 8, e inibidores de proteinase recém-
adicionados: 1mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila, 0,15 U/mi de Aprotinina,
10 pg/ml de Leupeptideo e 10 pg/ml de Pepstatina). As amostras foram cen-
trifugadas em 13.000 rpm, 4°C por 5 min e o sobrenadante transferido a um
tubo fresco. A concentragdo de proteina foi determinada usando ensaio de
proteina BioRad. Aproximadamente 50 ug de cadai amostra foram mistura-
dos com um volume adequado de tampao de amostra, desnaturado por 5
min em 95°C junto com 5 pl de proteina padrao, refrigerado em gelo, e car-
regado em um gel pronto de 10%, e submetido a analise imunoblot usando
anticorpos anti-NQO1.

Imunobloting - 50 pg de lisato de célula de proteina foram sepa-
rados por SDS-PAGE. Depois de eletroforese, as proteinas foram transferi-
das a uma membrana PVDF (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabri-
cante. As membranas examinadas por OPN e NQO1 foram bloqueadas e
examinadas em 5% de leite em solugao salina tri-tamponada/Tween (20 mM
Base Tri, pH 7,6, 137 mM, 0,1% de Tween 20). O blots foram visualizados
por desenvolvimento de quimioluminescéncia, sistema de detecgao de Wes-

tern Blot (Amersham Biosciences).
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Anticorpos - Os anticorpos especificos de NQO1 (SC-16464)
foram adquiridos a partir da Santa Cruz Biotechnologies Inc (Santa Cruz,
CA). O anticorpo B-actina (A-5441) foi adquirido a partir da Sigma. Os anti-
corpos secundarios foram adquiridos a partir da Sigma.

A figura 11 mostra que o Carnosol induz a expressao da enzima.
NQO1 fase I, um gene/proteina tipicamente regulado por Nrf-1.

Estado de Sequranca

Teste de Tolerdncia

O teste de tolerancia foi executado em ratos Sprague-Dawley
machos jovens. Os ratos foram alimentados oralmente "por engorda" duran-
te 5 dias com administracao diaria de 1g (extrato 2127, MeOH/agua) por kg
de peso corporal do animal. Nenhum comportamento anormal, mortalidade
ou sinal de toxicidade foram observados durante o tratamento ou os subse-
quentes 10 dias de periodo de observagdo. Rosmarinus officinalis foi, por-
tanto, considerada como segura sob essas condicoes.

Conclusdes

De 32 espécies de plantas, 120 extratos foram examinados no
ensaio de BMP-2, 15 foram identificados como acertos positivos. Os mais
promissores foram a partir de Rosmarinus officinalis (alecrim) junto com a-
queles de Cyperus rotundus, Iris pallida, Thymus vulgaris (tomilho) e Carum
carvi (cominho), que foram também ativos no modelo de cultura de 6rgao
craniano de ratos. Acertos a partir de ensaio de BMP-2 foram confirmados
na fosfatase alcalina e em ensaios funcionais de cultura de érgao para for-
macao 0ssea in vitro.

O Rosmarinus officinalis (extrato de alecrim) foi o acerto mais
promissor, mostrando atividade de formagéo 6ssea em 3 ensaios indepen-
dentes in vitro de formagao éssea (BMP-2, fosfatase alcalina, cultura de 6r-
gdo de 0sso) bem como no ensaio in vivo da calota craniana. Por exemplo,
extratos de alecrim estimularam a formagéo éssea seguindo inje¢ao na calo-
ta craniana de ratos in vivo.

Seis fendlicos que sdo componentes de alecrim (eupafolina, car-

nosol, escutelarina, gencuanina, caempferol, acacetina) séo ativos nos 3
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ensaios de formagdo dssea. Os mais ativos séo eupafolina e carnosol. Treze
moléculas identificadas puras foram isoladas do extrato de alecrim ativo. En-
tre elas, 3 sdo novos compostos (XI, Xli e Xlll), nunca descritos anteriormen-
te na literatura.

Os dados apresentados demonstram, além disso, que os extra-
tos de alecrim e carnosol sdo capazes de desacelerar a destruicao de carti-
lagem. Essa propriedade os torna candidatos interessantes para prevenir
osteoartrite ou desacelerar sua progressao em seres humanos e animais de
estimacao. |

Os dados apresentados também mostram que o extrato de ale-
crim é capaz de aumentar a formacéao 6ssea, mas também de diminuir a re-
absorgdo dssea. Nao é comum encontrar um Unico composto/extrato exibin-
do ambas as propriedades. Isso torna o extrato de alecrim um candidato al-
tamente interessante para prevenir osteoporose ou desacelerar sua progres-
sdo0 em seres humanos ou animais de estimacao.

Dever-se-ia entender que varias mudancas e modificagbes as
modalidades presentemente preferehciais descritas aqui serao aparentes
aqueles versados na técnica. Tais mudancgas e modificagbes podem ser fei-
tas sem abandonar o espirito e escopo do assunto presente e sem diminuir
suas vantagens pretendidas. Pretende-se, portanto, que tais mudangas e

modificagcdes sejam cobertas pelas reivindicagbes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. Composigao compreendendo um ingrediente ativo tendo uma
quantidade eficaz de uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos
um fitoquimico com a capacidade de induzir expressédo de proteina morfoge-
nética 6ssea.

2. Composigcao de acordo com a reivindicacao 1, em que a plan-
ta ou extrato de planta adicionalmente inibe a reabsorgéo éssea.

3. Composig¢do, de acordo com a reivindicagao 1, onde a planta
é alecrim.

4. Composi¢do, de acordo com a reivindicagdo 1, onde o fito-
quimico é selecionado a partir do grupo que consiste em eupafolina, carno-
sol, escutelarina, gencuanina, caempferol, acacetina e combinagoes desses.

5. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 1, que esta em
uma forma selecionada a partir do grupo que consiste em uma alimentagao
nutricionalmente balanceada, racdo, um suplemento dietético, uma gulosei-
ma, uma composicao farmacéutica.

6. Composigao, de acordo com a reivindicagcao 1, que é projeta-
da para auxiliar na regeneragao dos ossos durante a cicatrizagao de fratura,
aumentar a formacédo dos ossos e densidade mineral dos ossos durante o
crescimento e otimizar o pico de massa 6ssea ou diminuir a perda éssea, em
particular, perda 6ssea associada com a idade em seres humanos ou ani-
mais de estimagao.

7. Composic¢ao, de acordo com a reivindicagéo 1, que é projeta-
da para construir cartilagem e/ou impedir perda de cartilagem em seres hu-
manos ou animais de estimagao.

8. Composigéo, de acordo com a reivindicagao 1, que é projeta-
da para prevenir osteoartrite em seres humanos ou animais de estimagao.

9. Composicdo compreendendo um ingrediente ativo com uma
quantidade eficaz de uma planta alecrim ou extrato de planta alecrim con-
tendo pelo menos um fitoquimico com a capacidade de induzir expressao de
proteina morfogenética dssea.

10. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 9, onde o fito
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quimico é selecionado a partir do grupo que consiste em eupafolina, carno-
sol, escutelarina, gencuanina, caempferol, acacetina e combinag¢des desses.

11. Método para fabricar uma composi¢ao alimentar para a pre-
vengdo, o alivio e/ou o tratamento de disturbios 6sseos ou manutengéo de
saude 6ssea em seres humanos ou animais de estimag¢do, compreendendo:

fornecer uma composigao alimentar; e

adicionar a composi¢cdao alimentar um ingrediente ativo tendo
uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico com a
capacidade de estimular proteina morfogenética éssea e/ou inibir a reabsor-
¢a0 Ossea para preparar a Composi¢ao.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 11, onde a planta é
alecrim.

13. Método, de acordo com a reivindicagao 11, onde o fitoquimi-
co é selecionado a partir do grupo que consiste em eupafolina, carnosol, es-
cutelarina, gencuanina, caempferol, acacetina e combinagbes desses.

14. Método, de acordo com a reivindicagdao 11, onde a composi-
¢do inclui componentes escolhidos a partir de grupo que consiste em chico-
ria, cha, cacau, biativos, antioxidantes, acidos graxos, fibras prebidticas, gli-
cosamina, sulfato de condroitina e combinagdes desses.

15. Método para o tratamento, alivio ou prevencao de disturbio
6sseo ou manutencdo de saude 6ssea, compreendendo:

administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma
composi¢do compreendendo um- ingrediente ativo tendo uma quantidade
eficaz de pelo menos uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos
um fitoquimico com a capacidade de induzir expressao de proteina morfoge-
nética 6ssea a um individuo em necessidade da mesma.

16. Método, de acordo com a reivindicagao 15, onde a planta ou
extrato de planta adicionalmente inibe a reabsorgdo 6ssea.

17. Método, de acordo com a reivindicagao 15, onde a planta é
alecrim.

18. Método, de acordo com a reivindicagao 15, onde o fitoquimi-

co é selecionado a partir do grupo que consiste em eupafolina, carnosol, es-

o~
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cutelarina, gencuanina, caempferol, acacetina e combinag¢oes desses.

19. Método de aumentar a formacao 6ssea, densidade mineral
Ossea durante o crescimento e otimizar o pico de massa 0ssea em seres
humanos ou animais de estimagao, compreendendo:

alimentar um individuo com uma composicao compreendendo
um ingrediente ativo com uma quantidade eficaz de pelo menos uma planta
ou extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico com a capacidade
de induzir expressao de proteina morfogenética 6ssea.

20. Método, de acordo com a reivindicagao 19, onde a planta ou
extrato de planta adicionalmente inibe a reabsor¢éo dssea.

21. Método, de acordo com a reivindicagdo 19, onde a planta é
alecrim.

22. Método, de acordo com a reivindicagao 19, onde o fitoquimi-
co é selecionado a partir do grupo que consiste em eupafolina, carnosol, es-
cutelarina, gencuanina, caempferol, acacetina e combinagoes desses.

23. Método para o tratamento, alivio e/ou profilaxia de osteoartri-
te em animais de estimagao e seres humanos, compreendendo:

alimentar um individuo com osteoartrite ou em risco desta com
uma composicdo compreendendo um ingrediente ativo tendo uma quantida-
de eficaz de pelo menos uma planta ou extrato de planta contendo pelo me-
nos um fitoquimico com a capacidade de induzir expressao de proteina mor-
fogenética dssea no individuo.

24. Método, de acordo com a reivindicagao 23, em que a planta
ou extrato de planta adicionalmente inibe a reabsorgéo 6ssea.

25. Método, de acordo com a reivindicagdo 23, onde a planta é
alecrim.

26. Método, de acordo com a reivindicagao 23, onde o fitoquimi-
co é selecionado a partir do grupo que consiste em eupafolina, carnosol, es-
cutelarina, gencuanina, caempferol, acacetina e combinagoes desses.

27. Método para tratar ou prevenir osteoporose, compreenden-
do:

~administrar a um individuo tendo osteoporose ou em risco desta
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uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composi¢ao compreenden-
do um ingrediente ativo com uma quantidade eficaz de pelo menos uma
planta ou extrato de planta contendo pelo menos um fitoquimico com a ca-
pacidade de induzir expressao de proteina morfogenética 6ssea no indivi-
duo.

28. Método de estimular a regeneragao 6ssea durante a cicatri-
zagao de fratura, compreendendo:

alimentar um individuo tendo uma fratura, uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de uma composi¢cdo compreendendo um ingrediente
ativo com uma quantidade eficaz de pelo menos uma planta ou extrato de
planta contendo pelo menos um fitoquimico com a capacidade de induzir
expressao de proteina morfogenética 6ssea no individuo.

29. Método para diminuir perda éssea, compreendendo:

alimentar um individuo exibindo perda éssea com uma composi-
¢ao compreendendo um ingrediente ativo com uma quantidade eficaz de
pelo menos uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos um fito-
quimico com a capacidade de induzir expressdo de proteina morfogenética

o6ssea no individuo.
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| RESUMO
Patente de Invengdo: "COMPOSIGOES NUTRICIONAIS PARA A PROMO-

'GAO DE CRESCIMENTO OSSEO E MANUTENCAO DA SAUDE DO OS-

SO E METODOS CONSIDERANDO A MESMA".

A presente invengao refere-se a composi¢gdes e métodos para
manutengdo da saude dos 0ssos ou prevengao, alivio e/ou tratamento de
disturbios dsseos sdo apresentados. A presente invengao também fornece a
fabricagdo de produto nutricional, um suplemento ou um medicamento para
promover o crescimento ésseo ou para a manutengao da saude dos 0ssos e
métodos considerando a mesma. Em uma modalidade, a presente invengao
fornece uma composigdo compreendendo um ingrediente ativo tendo uma
quantidade eficaz de uma planta ou extrato de planta contendo pelo menos
um fitoquimico com a capacidade de induzir expressao de proteina morfoge-

nética o0ssea.
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