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(57) Resumo: COMPOSIGAO PARA TRATAR HEPATITE CONTENDO UM EXTRATO DE FLORES DE CORDIA LUTEA,
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10

15

20

25

30

Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "COMPOSI-
GAO PARA TRATAR HEPATITE CONTENDO UM EXTRATO DE FLORES
DE CORDIA LUTEA, FOLHAS DE ANNONA MURICATA, E RAIZES DE
CURCUMA LONGA".

O presente relatério descritivo reivindica prioridade para o relato-
rio descritivo de Patente Provisoria dos Estados Unidos N° 60/977.256, ar-
quivado em 3 de outubro de 2007.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a novas composigdes herbais e

seu uso na prevengao e/ou tratamento de disturbios hepaticos. Mais particu-
larmente, as composigoes herbais do presente reiatorio descritivo compre-
endem no minimo uma espécie dos géneros de plantas Cordia, Annona ou
Curcuma, ou extratos das mnesmas, ou combinagdes das mesmas.
ANTECEDENTES DA INVENCAQ

A formagdo de espécies de radical de oxigénio (ORS) esta en-

volvida na patogénese de muitas doengas agudas e crénicas, variando de
doencas inflamatdrias-imunolégicas a enfarte do miocardio e cancer. Alguns
dos efeitos prejudiciais da formag¢ado excessiva de ORS incluem peroxidagéo
de lipideos dos lipideos de membrana, dano oxidativo a acidos nucleicos e
carboidratos, bem como oxidagao de proteinas sulfidrila e outros grupamen-
tos sensiveis. A defesa proporcionada por sistemas antioxidantes é essenci-
al para a sobrevida. A detoxificagao das ORS em uma célula é realizada por
sistemas enzimaticos e nac enzimaticos os quais constituem o sistema de
defesa antioxidante (Middleton Jr. E., Chithan K., and Heoharides T.C. The
Effects of Plant Flavonoids on Mammalian Cells: Implications for Inflammati-
on, Heart Disease, and Cancer. Pharmacol Rev 52: 673-751, 2000).
Peroxidagdo de lipideos pode ser biologicamente importante na
exacerbacdo de uma lesdo tecidual devido a citotoxicidade potencial dos
produtos finais resultantes da peroxidagdo. Por exemplo, produtos da pero-
xidagao de lipideos das células podem ser carcinogénicos. Recentemente,
foi enfatizado o papel que a peroxidacao de lipideos desempenha no desen-

volvimento de arteriosclerose, derranes, enfarte do miocardio, dano cerebral
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e da medula espinhal depois de sofrer isquemia, cancer, inflamagéo, toxici-
dade por ferro, e hepatotoxicidade induzida por agentes quimicos e biolégi-
cos (Middleton Jr. E., Chithan K., and Heoharides T.C. The Effects of Plant
Flavonoids on Mammalian Cells: Implications for Inflammation, Heart Disea-
se, and Cancer. Pharmacol Rev 52: 673-751, 2000).

As doengas hepdticas crénicas causam milhares de mortes no
mundo a cada ano e sdo a décima causa principal de morte nos Estados
Unidos. Atualmente, os disturbios hepaticos, particularmente aqueles causa-
dos por infecg¢des virais, sao um grave problema de salde, e seu tratamento
com sucesso constitui um grande desafio. Nao existe tratamento eficaz para
uma maioria das hepatopatias. Atuaimente alguns pacientes com hepatite
viral sdo tratados com Interferon (IFN); no entanto, a terapia com IFN tem
tido éxito somente em cerca de 25% dos casos.

O Interferon ndo esta disponivel para todos os pacientes, uma
vez que a terapia de seis meses requerida é onerosa. Além disso, este tra-
tamento tem varios efeitos secundarios como sintomas semelhante a gripe
grave, letargia, perda de cabelo, e sabor desagradavel na boca. O Interferon
ataca o virus através do sistema imune, mas nao reverte o dano causado
pela infec¢do, como cirrose hepatica ou diminuigdo da funcionalidade do ba-
¢o.

Outros tratamentos, tais como terapia com Ribavirin, melhoram
os resultados em exames médicos e histologicos, especialmente em combi-
nagao com Interferon. No entanto, os custos do tratamento também sdo ele-
vados e ha um risco significativo de suspender o tratamento devido a efeitos
adversos (Mc Hutchison, J.G. and Poynard T. Combination therapy with in-
terferon plus Ribavirin for the initial treatment of chronic Hepatitis C. Semin
Liver Dis 1999; 19 (suppl 1): 57-65; Davil G.L. Combination therapy with in-
terferon alpha and Ribavirin as treatment of interferon relapse in chronic he-
patitis C. Semin Liver Dis 1999; 19 (suppl 1): 49-55).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que 3% da po-
pulagdo mundial tenha sido infectada com Hepatite C, e que haja em torno

de 170 milhdes de portadores crénicos que estejam em risco de desenvolver
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cirrose e/ou cancer do figado. A OMS niao tem recursos para tratar 170 mi-
IhGes de pessoas no mundo com medicagdes como Rebetron, o qual consis-
te em Ribavirin e Interferon alfa 2B, cujo tratamento custa 2.000 ddlares a-
mericanos por més, por 6 a 12 meses; além disso, estes tratamentos reque-
rem suporte médico extensivo para tratar os efeitos adversos causados pe-
las medicagdes.

Como nao ha terapia ou medicagao sintética eficaz e segura o
suficiente para tratar hepatopatias, muitos pacientes se voltaram para a me-
dicina alternativa & base de elementos naturais. Apesar do significativo pro-
gresso na medicina moderna, as plantas medicinais permanecem como um
elemento necessario quando se trata de desenvolver tratamentos acurados,
seguros e eficazes para disturbios hepaticos. Nos Ultimos anos, tem havido
uma modificagdo em dire¢cdo a avaliagao terapéutica de produtos herbais
para tratar doengas do figado, alguns dos quais estdo se comprovando se-
guros e moderadamente eficazes.

Varias publicagbes cientificas salientam o fato de que muitos
grupos de metabdlitos de origem vegetal apresentam atividade antioxidante
e hepatoprotetora. Isto é observado particularmente entre fendis, especial-
mente aqueles pertencentes ao grupo dos benzenodides, onde tournefolal,
acidos tournefélicos A e B, e o éster etilico do acido tournefdlico, isolado das
partes aéreas, isto &, o caule, as folhas, flores e fruto, da Tournefortia sar-
mentosa, apresentam atividade antoxidante e inibem a peroxidagao de lipo-
proteinas de baixa densidade (Lin Y.L., Chang Y.Y., Kuo Y.H., Shiao M.S.
Anti-lipid-peroxidative principles from Tounefortia samentosa. J Nat Prod.
2002 May; 65(5): 745-7). Curcumina, também um benzendide, apresenta
uma atividade fascinante sobre anions de superéxido (Kunchandy E., Rao
M.N.A. Int. J. Pharmaceut., 57: 173-176 (1989)) e &cido nitrico (Sreejayan
N., Rao M.N.A. J. Pharm. Pharmacol., 49: 105-107 (1997)) em modelos ex-
perimentais apresentando a inibicdo de peroxidagao de lipideos em figado
de rato (Reddy A.C., Lokesh B.R. Food Chem. Toxicol., 32: 279-283 (1994)).

Outros elementos fendlicos, tais como taninos, apresentam ativi-

dade antioxidante (Satoh, K., Sakagami, H., 1996. Ascorbyl radical scaven-
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ging activity of polyphenols. Anticancer Res. 16: 2885-2890) e hepatoproteto-
ra (Miyamoto, K.l., Nomura, M., Murayama, T., Furukawa, T., Hatano, T.,
Yashida, T., Koshiura, R., Okuda, T., 1993. Antitumor activities of ellagitan-
nins against sarcoma -180 in mice. Biol. Pharm. Bull. 16: 379-387), inibindo a
peroxidagdo de lipideos em microssomas e mitocondrias hepaticos (Okuda
T., Kimuar Y., Yoshida T., Hatano T., Okunda H., Arichi S. Studies on the
activities of tannins and related compounds from medicinal plants and drugs.
I. Inhibitory effects on lipid peroxidation in mitochondria and microsomes of
liver. Chem. Pharm. Bull. 31: 1625-1631 (1983)). O acido tanico reduziu a
incidéncia de neoplasia hepatica em camundongos (Hirose M., Ozaki K., Ta-
kaba K., Fukushima S., Shirai T., Ito No. Modifying effects of the naturally
occurring antioxidants gamma - oryzanol, phytic acid, tannic acid and n-
tritriacontane-16, 18-dione in a rat wide-spectrum organ carcinogenesis
model. Carcinogenesis 12: 1971-1921 (1991)). Resultados de extensivo es-
tudo clinico mostrou a eficacia e seguranga dos polifendis quando se trata de
tratar disfungdes hepatobiliares e problemas digestivos, tais como uma sen-
sacéo de plenitude, perda de apetite, ndusea e dor abdominal. Além disso,
foi visto que estes elementos tém efeitos preventivos e hepatoprotetores
contra gastropatia induzida por anti-inflamatérios ndo-esteréides (Ruiyc. Ad-
vances in pharmacological studies of silymarin. Mem Inst Oswaldo Cruz
1991; 86: 79-85; Scevola D, Barbacini G, Grosso A, Bona S, Perissoud D.
Flavonoids and hepatic cyclic monophasphates in liver injury. Boll Ins Siero-
ter Milan 1984; 63: 77-82).

Cumarinas s&o outro tipo de compostos polifenélicos que podem
ser encontrados em abundancia no reino vegetal. Muitos destes apresentam
interessante atividade bioldgica, por exemplo, as 4-metoxicumarinas tém
propriedades colerécticas (Takeda, S.; Aburada, M.J. Pharmacobio-Dyn. 4:
724 (1981)). A 7,8 di-hidréxi-4-metilcumarina e a 7,8-diacetoxi-4-metilcuma-
rina tém propriedades antioxidantes, e portanto sdo consideradas extratores
de radicais de oxigénio eficazes (Raj, H.G.; Parmar, V.S.; Jain, S.C.; Priya-
darsini, K.I.; Mittal, J.P.; Goel, S.; Poonam; Himanshu; Malhotra, S.; Singh,
A.; Olsen, C.E.; Wngel, J. Bioorg. Med. Chem. 6: 833 (1998)). Além disso,
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este grupo de moléculas apresenta efeitos protetores contra toxicidade in-
duzida por um oxidante conhecido (t-butilhidroperéxido) em células HepG2 e
culturas de hepatécitos humanos primarias (Bernard Refouvelet, Catherine
Guyon, Yves Jacquot, Corinne Girard, Herve Fein, Francoise Bevalotb, Jean-
Francois Robert a, Bruno Heyd, Georges Mantion, Lysiane Richert, Alain
Xicluna, Synthesis of 4- hydroxycounmarin and 2, 4-quinolinediol derivatives
and evaliation of their effects on the viability of HepG2 cells and human
hepatocytes culture. European Journal of Medicinal Chemistry 39: 931-937
(2004)).

Os terpendides sdo outro grupo de metabdlitos derivados de
plantas que tambéem apresentam atividade antioxidante (Zhu M, Chang Q,
Wong LK, Chong FS, Li RC. Triterpene antioxidants from Ganoderma luci-
dum. Phytotherapy Research 13: 529-31 (1999)) e hepatoprotetora (James,
L.P., Mayeux, P.R., Honson, J.A. Acetaminophen-induced hepatotoxicity.
Drug Metabolism Disposition 31: 499-506 (2003)). Triterpeno celastrol apre-
senta um poderoso efeito inibidor contra peroxidacao de lipideos nas mito-
cbndrias hepaticas. Experimentos in vitro e in vivo, bem como outros testes
clinicos, mostraram os efeitos da atividade gastroprotetora (Zhu M, Chang Q,
Wong LK, Chong FS, Li RC. Triterpene antioxidants from Ganoderma luci-
dum. Phytotherapy Research 13: 529-31 (1999)) e hepatoprotetora de varios
terpendides, tais como o &cido oleanico, &cido ursdlico, alfa-hederina, glicir-
rizina e lupeol (Liu, J., Liu, Y., Mao, Q. The effects of 10 triterpenoid com-
pounds on experimental liver injury in mice. Fundamental and Applied Toxi-
cology 22: 34-40 (1994)) (Sunitha S., Nagaraj M., Varalakshmi P. Hepatopro-
tective effect of lupeol and lupeol linoleate on tissue antioxidant defence sys-
tem in cadmium-induced hepatotoxicity in rats. Fitoterapia 72: 516-523
(2001)).

Existe a necessidade de um tratamento seguro e eficaz para dis-
turbios hepaticos virais e ndo virais que trate algumas das desvantagens dos
métodos de tratamento atuais.

SUMARIO DA INVENCAQO
De acordo com um amplo aspecto da inveng¢ao, sdo proporcio-
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nadas composi¢des herbais compreendendo no minimo uma espécie dos
géneros de plantas Cordia, Annona ou Curcuma, ou combinagdes das mes-
mas. Em uma modalidade, a no minimo uma espécie é uma espécie do gé-
nero de planta Cordia, por exemplo, Cordia lutea. Em outra modalidade, a
composi¢ao herbal compreende uma espécie de cada um dos géneros de
plantas Cordia, Annona e Curcuma.

Em outra modalidade, é proporcionada uma composicdo herbal
compreendendo flores de Cordia spp, folhas de Annona spp, ou raizes de
Curcuma spp, ou combinagdes das mesmas. Em uma modalidade adicional,
é proporcionada uma composi¢do herbal compreendendo flores de Cordia
lutea, folhas de Annona muricata e raizes de Curcuma longa. As composi-
¢Oes herbais da presente invengdo sdo Uteis para a prevengdo e/ou o trata-
mento de disturbios hepaticos.

Em outro amplo aspecto, a invengdo se refere a composigcbes
herbais compreendendo extratos de no minimo um dos géneros de plantas
Cordia, Annona e Curcuma, ou combinagdes das mesmas. Em uma modali-
dade, uma composi¢do herbal é proporcionada compreendendo um extrato
de uma espécie do género de planta Cordia, por exemplo, Cordia lutea. Em
uma modalidade, a composi¢ao herbal compreende um extrato de Cordia
em combinagdo com ou Annona ou Curcuma ou ambas. Em outra modalida-
de, a composigao herbal compreende um extrato de uma espécie de cada
um dos géneros de plantas Cordia, Annona e Curcuma.

Em outra modalidade, uma composi¢do herbal é proporcionada
compreendendo um extrato de flores de Cordia spp, folhas de Annona spp,
ou raizes de Curcuma spp, ou combinagdes das mesmas, para uso na pre-
vengao e no tratamento de disturbios hepéaticos. Em uma modalidade adicio-
nal, a composigao herbal compreende extratos, por exemplo, extratos hidro-
alcodlicos, de no minimo um de flores de Cordia lutea, folhas de Annona mu-
ricata, ou raizes de Curcuma longa, ou combinagdes das mesmas. Entende-
se que também podem ser usados outros solventes diferentes de hidroalcool
tais como agua, hexanos, cloroférmio e semelhante. Em uma modalidade

adicional, a composi¢ao herbal compreende extratos hidroalcodlicos de flo-




10

15

20

25

30

res de Cordia lutea, folhas de Annona muricata e raizes de Curcuma longa.

Cada uma de Cordia spp, Annona spp e Curcuma spp, ou extra-
tos das mesmas, apresentam propriedades hepatoprotetoras significativas e
sdo eficazes na prevengdo e/ou tratamento de distlrbios hepaticos. Cordia
spp, e extratos da mesma, foi particularmente eficaz. Surpreendentemente,
no entanto, se descobriu que as varias combinag¢des de Cordia spp, Annona
spp e Curcuma spp, ou extratos das mesmas, e, em particular, a combina-
¢ao de Cordia spp, Annona spp e Curcuma spp, ou extratos das mesmas,
apresentaram um sinergismo adicional, sugerindo que a eficacia e/ou propri-
edades de cada uma das plantas atuam juntas. Particularmente eficazes
foram combinag¢des de Cordia spp, Annona spp e Curcuma spp, ou extratos
das mesmas, em uma propor¢do em peso de 1:1:1, mais preferencialmente,
5:1:1, e ainda mais preferencialmente, 8:1:1, respectivamente. Em outra mo-
dalidade, a proporg¢ao em peso de Cordia spp: Annona spp : Curcuma spp,
ou extratos das mesmas, é de 1:0,05-1:0,05-1. Em um aspecto, a concentra-
¢ao de Curcuma spp em misturas nao deve exceder a concentragao de Cor-
dia spp ou Annona spp.

No minimo uma das vantagens das composicdes herbais da
presente invengao é sua seguranga e eficacia. Por exemplo, foi visto que as
composigoes herbais compreendendo extratos dos géneros de plantas de
interesse sao nao-téxicas em nivel celular e tecidual, ndo-tdxicas em estu-
dos de toxicidade aguda em camundongos e ratos, e sdo seguras para uso
humano.

As composigbes herbais da presente invengao também podem
agir profilaticamente através de prevengéo de infecgao viral ou outros agen-
tes que causam disturbios hepaticos. Portanto, podem ser usadas para tratar
disturbios hepéticos causados por infecgéo viral, reagdes autoimunes, con-
sumo de xenobidticos e todos os disturbios que podem comprometer a fun-
¢ao hepatica. O tratamento pode ser terapéutico e/ou profilatico.

As composigdes herbais da presente invengao podem ser admi-
nistradas por via oral ou por via parenteral (por via tdpica, retal, intravenosa,

intramuscular ou hipodérmica). O tratamento pode ser administrado por via
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oral em uma forma liquida ou soélida (por exemplo, comprimido), em uma
dose, multiplas doses ou através de um método de descarga lenta ou de
depdsito. Na alternativa, as composigdes herbais podem estar sob a forma
de uma substancia semelhante a cha onde pode ser adicionada agua quente
para formar uma bebida quente ou fria.

Em outro amplo aspecto da presente invengao, € proporcionado
um método para obter extratos hidroalcodlicos de um dérgao de planta sele-
cionado para uso na preparagdo de uma composicdo herbal da presente
invengao, compreendendo:

e secar o 6rgao de planta selecionado e triturar o érgao de planta
seco para obter um pd tendo um tamanho de particula na faixa de cerca de
0,35 mm a cerca de 0,1 mm;

e macerar 0 p0 em uma solugdo hidroalcodlica por cerca de 6 a
cerca de 8 dias em torno da temperatura ambiente para obter um extrato do
orgédo de planta;

e concentrar o extrato por evapora¢ao em um rotoevaporador; e

e secar por congelamento e esterilizar o extrato.

Entende-se que outros métodos de concentragao conhecidos na
técnica também podem ser usados.

As composigbes herbais da presente invengdo possuem ativida-
de antioxidante em hepatocitos isolados em ratos, por exemplo, uma diminu-
icdo nos niveis de malonildialdeido (MDA) quando os hepatdcitos sdo expos-
tos a um indutor de peroxidacéo de lipideos, e uma recuperagdo nos niveis
de glutationa (GSH) na indugéo de lesao. Portanto, as propriedades hepato-
protetoras das composigdes herbais da presente invengdo podem em parte
ser uma consequéncia de suas propriedades antioxidantes e a inibigdo da
dispersao de radicais livres.

As composi¢des herbais da presente invengdo também possuem
propriedades regenerativas ou proliferativas. Portanto, em um aspecto da
presente invengao, as composi¢cdes herbais da presente invencgao sao uteis
para a regeneragao de células hepaticas em pacientes.

A presenga de grupamentos quimicos de metabdlitos secunda-
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rios, tais como fendis, taninos, terpendides, lactonas e cumarinas, nos or-
gaos de plantas selecionadas entre 0os géneros e espécies de interesse pode
explicar, no minimo em parte, algumas das ag¢des bioldgicas observadas.

Em outro amplo aspecto, a invengao se refere a um método para
o tratamento ou prevencdo de disturbios hepaticos em um paciente compre-
endendo administrar a um paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma composi¢ao herbal da presente invengéo. O disturbio hepatico pode
ser causado por uma infecg¢do viral, tal como hepatite B e/ou C, ou um dis-
turbio hepatico ndo-viral, tal como fibrose, cirrose e hepatite néo-viral.

Para fins de resumir a invengao e as vantagens obtidas em rela-
¢do a técnica anterior, alguns objetos e vantagens da invengao foram descri-
tos acima. Logicamente, deve ser entendido que nao necessariamente todos
os objetos e vantagens referidos podem ser obtidos de acordo com qualquer
modalidade particular da invengdo. Deste modo, por exemplo, os versados
na técnica reconhecerdo que a invengao pode ser incorporada e realizada
em uma maneira que atinge ou otimiza uma vantagem ou grupo de vanta-
gens conforme ensinado aqui, neste relatério descritivo de patente, sem ob-
ter necessariamente outros objetos ou vantagens conforme pode ser ensi-
nado ou sugerido aqui, neste relatério descritivo de patente.

Outras caracteristicas e vantagens da presente invengao se tor-
narao evidentes a partir da seguinte descrigao detalhada. No entanto, deve
ser entendido que a descri¢cdo detalhada e os exemplos especificos apesar
de indicarem modalidades preferenciais da invencao sao dados a titulo de
ilustragcao somente, uma vez que varias alteragbes e modificagdes dentro do
espirito e do Ambito da invengao se tornardao evidentes para os versados na
técnica a partir desta descri¢cao detalhada.

DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERENCIAIS

Para os fins da presente invengao, o termo "extrato" significa um

concentrado de componentes de plantas hidrossoluveis e/ou soluveis em
alcool e/ou outros soliveis em solventes apropriados, tais como soltiveis em
hexano e soltveis em cloroférmio, da por¢cao da planta extraida e pode estar

em forma liquida ou soélida (por exemplo, po).
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A invengao sera agora descrita em termos dos seguintes exem-
plos.

Exemplo 1
Extrato hidroalcodlico de Cordia spp: 250 g de flores de Cordia

lutea foram secados por desidratagdo e em seguida macerados com 1 a 1,5
litros de uma solugé&o hidroalcodlica (etanol-agua em uma proporgdo de cer-
ca de 65:35 a cerca de 75:25) por 6 a 8 dias em temperatura ambiente. As
flores maceradas em etanol foram em seguida concentradas em baixa pres-
sao usando um rotoevaporador de rotina. O residual formado foi em seguida
secado por congelamento e esterilizado. Uma massa de 14 a 22 g foi obtida
no extrato bruto, produzindo 6 a 9% da massa da amostra. Uma solugédo de
materia-prima de 5 mg/ml foi preparada para testagem dissolvendo 5 mg em
0,7% de etanol/agua destilada.

Exemplo 2
Extrato hidroalcodlico de Annona spp: 250 g de folhas de Anno-

na muricata foram secados usando um forno em uma temperatura de cerca-
de 45 a 55 graus Celsius. As folhas secadas foram em seguida submetidas a
um processo de trituragdo usando um moedor de lamina padrédo. O pé obtido
foi peneirado até a fragdo de tamanho de particula medida entre cerca de
0,35 a cerca de 0,10 milimetros. O p6 foi em seguida macerado com 1 a 1,5
litros de uma solugdo hidro-alcodlica (etanol-dgua em uma proporgdo de
cerca de 65:35 a cerca de 75:25) por 6 a 8 dias em temperatura ambiente. O
p6 macerado em etanol foi em seguida concentrado em baixa pressao usan-
do um rotoevaporador de rotina. O residual foi em seguida secado por con-
gelamento e esterilizado. Uma massa de 14 a 22 g foi obtida no extrato bru-
to, produzindo 5 a 8% da massa da amostra. Uma solugédo de matéria-prima
de 5 mg/ml foi preparada para testagem dissolvendo 5 mg em 0,7% de eta-
nol/agua destilada.

Exemplo 3
Extrato hidroalcodlico de Curcuma spp: 250 g de raizes de Cur-

cuma longa foram secadao usando um forno em uma temperatura de 45 a

55 graus Celsius. As raizes secas foram em seguida submetidas a um pro-
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cesso de trituragdo usando um moedor de lamina padrao. O pé obtido foi
peneirado até a fracao de tamanho de particula medir entre 0,35 e 0,10 mi-
limetros. Em seguida este & macerado com 1 a 1,5 litros de uma solugao
hidro-alcodlica (etanol-agua a 65:35 a 75:25) por 6 a 8 dias em temperatura
ambiente. Isto € em seguida concentrado em baixa pressdo usando um ro-
toevaporador de rotina. O residual é em seguida secado por congelamento e
esterilizado. Uma massa de 10 a 16 g obtida no extrato bruto, produzindo 4
a 7% da massa da amostra. Uma solugdo de matéria-prima de 5 mg/ml
foi preparada para testagem dissolvendo 5 mg em 0,7% de etanol/agua des-
tilada.
Exemplo 4

Uma composi¢éo herbal compreendendo extratos de flores de
Cordia lutea, folhas de Annona muricata, e raizes de Curcuma longa foi pre-
parada como se segue. Os extratos brutos secados por congelamento obti-
dos nos Exemplos 1, 2 e 3 foram misturados nesta ordem nas seguintes
proporgoes: 8 mg:1 mg:1 mg para dar uma propor¢ao em peso de 8:1:1
(1:0,125:0,125), respectivamente, e uma solugdo de matéria-prima de 5
mg/mi foi preparada para testagem dissolvendo 5 mg da mistura secada por
congelamento em 0,7% de etanol/agua destilada.

Exemplo 5
Preparacdo de Hepatdcitos

Extratos de composi¢gdes herbais da presente invengdo foram
testados usando culturas de hepatdcito de rato primarias para determinar
seus efeitos antioxidantes in vitro. Tipicamente, os testes foram realizados
usando ratos machos (Sprague Dawley) proporcionados pela CRIFFA (San-
ta Perpetua de La Mogoda, Barcelona), os quais foram mantidos no Fe de
Valencia Hospital Research Centre até o isolamento dos hepatdcitos ser rea-
lizado. A manipulagao e o sacrificio dos animais foram realizados de acordo
com regulamentagdes nacionais, a medida 609/86 da Unidao Europeia, e os
principios sobre manipulagdo e uso de animais de laboratdrio publicados
pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos NIH (US National Insti-
tute of Health).
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O isolamento dos hepatdcitos de rato se baseou no método de
Berry e Friend (M.N. Berry, D.S. Friend. High yield preparation of isolated rat
liver parenchymal cells. J. Cell.Biol.43:506-520, 1969) incorporado aqui, a
este relatério descritivo de patente, por meio de referéncia, o qual consiste
em uma infusdo hepatica in situ com uma solugdo contendo colagenase, a
qual age como uma enzima desintegrativa. Logo depois de administrar anes-
tesia ao animal com uma injegdo de tiobarbital intraperitoneal, se realiza uma
laparotomia abdominal, e a veia cava é canulada com uma canula de 1 mm
de didmetro. Inicialmente, uma solugdo salina é perfundida para limpar o
orgao usando uma bomba peristaltica ajustada para um fluxo de 18 a 20
ml/min. Uma vez que este processo € finaiizado, a solugdo de colagenase é
adicionada para desintegrar o figado. A suspensdo celular obtida durante
este processo ¢ filtrada e centrifugada, e, depois de remover a colagenase, é
ressuspendida na cultura, e as células sdo cultivadas em uma matriz extra-
celular apropriada.

A suspensao das células obtidas nos diferentes isolamentos foi
cultivada com uma densidade de 8x10* células vidveis/cm? em laminas de
96 cavidades para observar a formagao de radicais livres e a citotoxicidade.
A quantificagao de glutationa e a peroxidagdo de lipideos foram avaliadas
em células cultivadas em laminas de 24 cavidades. Antes de cultivar os he-
patdcitos, as laminas foram cobertas com fibronectina (3,5 pg/cm?). As célu-
las foram cultivadas em um meio de Ham F-12/Lebovitz L-15 (1:1), comple-
mentado com selenita de sddic (170 pg/ml), soro de vitelo recém-nascido a
2%, penicilina (50 mU/ml), estreptomicina (50 pg/ml), albumina sérica bovina
a 0,2%, e insulina (10 nM). Depois da ressuspensao, foi obtida uma aliquota
para realizar uma contagem celular e determinar sua viabilidade usando o
método de exclusdo de azul tripano. O grau de incorporagao do azul tripano
nas células depende da integridade da membrana plasmatica, e, portanto,
pode ser usado como um indicador de morte celular. Portanto, azul tripano a
0,4% foi adicionado a uma aliquota de suspenséo celular e as células que
nao foram tingidas de azul foram contadas em cinco campos diferentes u-

sando um microscopio e uma cdmara Neubauer. A percentagem de viabili-
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dade foi calculada como se segue:

Numero de células ndo-azuis
% Viabilidade = x 100
Numero total de células

Viabilidade Celular Usando Dimetii-tetrazolio (MTT)

dugao de dimetil-tetrazdlio (MTT), um substrato amarelo claro, para forma-
zano, um metabdlito insoluvel azul. Esta reagdo de redugdo celular mede a
atividade da desidrogenase mitocondrial, cuja atividade depende do grau de
integridade da organela, e portanto € um claro indicador do numero de célu-
las viaveis na cultura. Neste caso, MTT é usado como um substrato de sais
de tetrazdlio o qual apresenta uma cor amarela, e, com a atividade do succi-
nato de desidrogenase mitocondrial, gera um metabdlito insoltuvel azul (for-
mazano), o qual pode ser quantificado medindo a absor¢ado usando uma lei-
tora ELISA, a qual mede a absor¢do na faixa de 405 a 630 nm.

Com a excegao dos testes onde a exposicao foi breve demais,
por exemplo, na produgao de radicais livres, durante o restante dos testes de
peroxidagdo de lipideos e de glutationa, foi realizado um estudo da viabilida-
de celular em paralelo. Hepatécitos de rato cultivados em uma lamina de 96
cavidades foram incubados em condig¢des idénticas as condicées nos outros
experimentos. Uma vez que o periodo de incubagéo foi completado, o MTT
foi adicionado a cultura e foi incubado por duas horas. O formazano que foi
gerado foi dissolvido em dimetil sulféoxido (DMSQ) e, eventualmente, sua
absorgao foi avaliada a 550 nm por uma leitora ELISA. As céluias que ndo
foram tratadas com composicoes herbais foram usadas como um controle de
viabilidade positivo (M.J. Gomex-Lechon and J.V. Castell. In Vitro Toxicity
Testing. In: Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures. Ed. J.B. Grif-
fiths, A. Doyle and D.G. Newell. ISBN: 0471928526. John Wiley & Sons Ltd.
Baffins Lane, Inglaterra, 1998; 12B: 5.6; J.V. Castell, M.J. Gomez-Lechon, In
vitro alternatives to animal pharmaco-toxicology. Farmaindustria Ed. JV Cas-
tell and MJ Gomez-Lechon. Madrid, 1992; M.J. Gomez-Lechon, T. Donato,
X. Ponsoda, R. Fabra, R. Trullenque and J.V. Castell. Isolation, culture and
use of human hepatocytes in drug research. IN VITRO METHODS IN
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PHARMACEUTICAL RESEARCH. ISBN 0-12-163390-X. Eds.; J.V. Castell
and M.J. Gomez-Lechon eds. pp. 129-154. Academic Press. London (1997),
incorporadas aqui, a este relatério descritivo de patente, por meio de refe-
réncia).

Producao de Radicais Livres

De modo a quantificar a produgao de radicais livres, culturas
primarias de hepatocitos de rato, cultivados em uma lamina de 96 cavidades,
foram incubadas com composi¢bes herbais da presente inveng¢do nas se-
guintes concentragdes: 4, 20, 100 e 500 pg/ml, junto com 5-clorometil-2',7'-
dicloro-hidrofluoresceina (DCFH-DA), um agente fluorescente o qual se dis-
semina bem através da membrana plasmatica devido a sua propriedade
apolar e sua estrutura ndo-i6nica, e, quando oxigénio esta presente, emite
fluorescéncia (Lautraite S, Bigot-Lasserre D, Bars R and Carmichael N. Op-
timisation of cell-based assays for medium throughput screening of oxidative
stress. Toxicol in vitro 17:207-220 (2003), incorporada aqui, a este relatério
descritivo de patente, por meio de referéncia). Uma vez que o periodo de
incubagéo foi completado, as células foram expostas a hidroperéxido de t-
butila (t--BOOH), com a composigao herbal presente, e imediatamente depois
disso, foi lida a emissao de fluorescéncia (t,) a 485 nm (estimulagcdo) e 527
nm (emissdo). Eventualmente, as células foram incubadas a 37°C e foi lida a
fluorescéncia em intervalos de 30 minutos por um periodo de 2 horas. As
células tratadas com quercetina (um flavondide com atividade antioxidante
conhecida) foram usadas como um controle positivo do teste (Boots AW.,
Bast A. and Haenen G.R. No role of DT-diaphorase (NqO1) in the protection
against oxidized quercetin. FEBS Lett 579:677-682, incorporada aqui, a este
relatério descritivo de patente, por meio de referéncia). A quantificagdo foi
expressada em % de radicais livres com respeito a controle (células induzi-
das com estimulagao oxidativa, na auséncia de composi¢ao herbal). De mo-
do a quantificar os radicais livres, as composi¢des herbais foram primeiro
dissolvidas em solugdo de etanol-agua em uma faixa de 0,5 a 1%.

Peroxidacao de Lipideos e Reducao de Glutationa

Para medir a peroxidagao de lipideos e a redugao de glutationa,
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as células de figado de rato isoladas foram cultivadas em laminas de 24 ca-
vidades com em uma densidade de 80.000 células viaveis/cm?. Depois de
um periodo de estabilizagdo da cultura de 1 hora, as células foram pré-
incubadas com composigao herbal a 4, 20, 100 e 500 pg/ml durante um pe-
riodo de 24 horas. Uma vez que a pré-incubacgao foi finalizada, as células
foram expostas a t-BOOH a 250 uM com o ingrediente ativo das férmulas
em questdo desta invengdo, usando as concentragdes determinadas acima.
Uma vez que transcorreu o periodo de 24 horas, as células foram coletadas
e centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos; em seguida o liquido foi recupe-
rado para medir a produgdo de malonildialdeido (MDA). As monocamadas
foram lavadas e congeladas para avaliar os niveis de proteina e de glutatio-
na (GSH). As células nao-tratadas foram usadas como controles da oxida-
¢ao basal, e as células tratadas exclusivamente com hidroperdxido de t-
butila foram usadas como controles da oxidagao induzida.

A peroxidagao de lipideos foi determinada quantificando a pro-
dugao de MDA na cultura (M.J. Gomex-Lechon and J.V. Castell. In Vitro Tox-
icity Testing. In: Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures. Ed. J.B.
Griffiths, A. Doyle and D.G. Newell. ISBN: 0471928526. John Wiley & Sons
Ltd. Baffins Lane, England, 1998; 12B: 5.6; J.V. Castell and M.J. Gomez-
Lechon, In vitro alternatives to animal pharmaco-toxicology. Farmaindustria
Ed. JV Castell and MJ Gomez-Lechon. Madrid, 1992; M.J. Gomez-Lechon,
T. Donato, X. Ponsoda, R. Fabra, R. Trullenque and J.V. Castell. Isolation,
culture and use of human hepatocytes in drug research. IN VITRO METH-
ODS IN PHARMACEUTICAL RESEARCH. ISBN 0-12-163390-X. Eds. J.V.
Castell and M. J. Gomez-Lechon eds. pp. 129-154. Academic Press. London
(1997), todas incorporadas aqui, a este relatério descritivo de patente, por
meio de referéncia). De modo a realizar esta quantificagdo, as células foram
incubadas e em seguida centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos para elimi-
nar os fragmentos celulares. o liquido recuperado foi incubado a 100°C por
60 minutos no escuro, com um tampao contendo SDS a 7%, HCI a 0,1N,
acido fosfotunguistico a 1%, e acido de tiobarbiturato a 0,67%. As amostras

foram submetidas a extragao, adicionado 1 ml de butanol, e foram centrifu-
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gadas a 3.000 rpm por 10 minutos. ALeitura da fase organica (sobrenadante)
a 530 nm (estimulagéo) e 595 (emissédo) determinaram a formagéo de MDA
nas condi¢bes de incubagdo da composigdo herbal testada. O MDA diluido
na cultura foi usado como o padrdo. As células nido-tratadas foram usadas
como controles negativos da oxidagao basal, e as células tratadas exclusi-
vamente com t-BOOH foram usadas como controles positivos da oxidagéo
induzida. A concentragdo de proteina nas monocamadas de células foi usa-
da para normalizar os dados.

A quantificagdo dos niveis de glutationa (GSH) foi realizada atra-
vés de uma reagao fluorométrica com o-ftalaldeido (OPT) (M.J. Gomex-
Lechon and J.V. Casteli. In Vitro Toxicity Testing. in: Cell and Tissue Culture;
Laboratory Procedures. Ed. J.B. Griffiths, A. Doyle and D.G. Newell. ISBN:
0471928526. John Wiley & Sons Ltd. Baffins Lane, England, 1998; 12B: 5.6;
J.V. Castell, M.J. Gomez-Lechon, In vitro alternatives to animal pharmaco-
toxicology. Farmaindustria Ed. JV Castell and MJ Gomez-Lechon. Madrid,
1992; M.J. Gomez-Lechon, T. Donato, X. Ponsoda, R. Fabra, R. Trullenque
and J.V. Castell. Isolation, culture and use of human hepatocytes in drug re-
search. IN VITRO METHODS IN PHARMACEUTICAL RESEARCH. ISBN 0-
12-163390-X. Eds. J.V. Castell and M. J. Gomez-Lechon eds. pp. 129-154.
Academic Press. London (1997), todas incorporadas aqui, a este relatério
descritivo de patente, por meio de referéncia). As células incubadas por 24
horas com as concentragdes de composigdo herbal supracitadas foram soni-
cadas em um tampéo (4cido tricloroacético a 5% e EDTA mM) por 1 a 2 se-
gundos. Fosfato de sédio (0,1 M), NaOH (1M) e uma dissolucdo de OPT foi
adicionado a aliquota de liquido obtido depois de centrifugar a lamina a
3.000 rpm por 30 minutos. As amostras sonicadas por 1 a 2 s foram manti-
das no escuro por 30 minutos para ler a fluorescéncia a 360 (estimulagéo)
450 nm (emiss&o). GSH a 10 mM diluido em um tamp&o de homogenizagao
foi usado como o padrdo. O nivel de glutationa basal foi obtido a partir de
células ndo -tratadas, e t-BOOTH foi usado como um controle positivo sobre
a redugéo do nivel de GSH. A avaliagao de proteinas nas monocamadas de

células foi usada para normalizar os dados.
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ConcentragGes crescentes da composi¢do herbal dos Exem-
e 4 foram testadas para a produgao de radicais livres, peroxida-

¢ao de lipideos e niveis de glutationa, conforme descrito acima, usando he-

patdcitos de rato isolados. Os resultados obtidos sao mostrados na Tabela 1

abaixo.
Tabela 1: Efeito hepatoprotetor in vitro da composicdo herbal dos Exem-
plos 1, 2, 3 e 4 sobre as amostras onde foi aplicado agente oxi-
dante t-BOOH - Os valores sao mostrados como uma média +
erro padrao da média. *p<0,05 como uma percentagem do grupo
tratado com t-BOOH.
Peroxidagao Nivel de
Tratamentos Concentragdo | Radicais livres de Ilplldezs glutationa
. mole
(ug/mL) (%) (P MDA | (nmoles de GSH/
mg de proteina) | mg de proteina)
Celulas ndo- 00 00 65,0 + 13,0
tratadas
t-BOOH 500 uM 100 + 14,2 822,2 +41,1 9,2+0,7
Exemplo 1 4 795+1,4 754,0 £ 5,5 10,4 + 3,1
Exemplo 2 4 103,8+6,2 1,055,5 + 54,8 33323
Exemplo 3 4 93,8 +4,9 725,5 +135,7 272+13
Exemplo 4 4 776 1,4 1,054,6 + 88,4 36,3 +5,1
Exemplo 1 20 438+1,6 671,3 + 88,8 17,9+5,4
Exemplo 2 20 56,6 + 10,7 956,5 + 200,2 298+1,6
Exemplo 3 20 482 +29 650,3 + 0,0 27,1 +0,7
Exemplo 4 20 41,4+ 8,9 530,3+0,0 29,5+5,2
Exemplo 1 100 16,2+ 0,3 112,0 £ 0,0 53,3+0,3
Exemplo 2 100 17,8+ 2,8 431,8 + 104,0 51,136
Exemplo 3 100 20,3+ 1,1 410,4 £ 72,5 452 +1,5
Exemplo 4 100 159+ 0,4 153,8 £ 10,2 54,8 +5,9
Exemplo 1 500 41+0,5 70,9+ 17,8 -
Exemplo 2 500 00 0,0+0,0 -
Exemplo 3 500 6,1+0,5 383 + 33,7 -
Exemplo 4 500 3,7+0,3 0,0+£0,0 -
Quercetina 5uM 51,521 - -
Quercetina 25 uM 18,8 +1,2 - -

* expressados como uma proporgao do controle positivo (t-BOOH).
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Conforme pode ser visto na Tabela 1, Exemplo 4, a propor¢ao a
8:1:1 em peso dos trés extratos, isto é, Exemplo 1 (Cordia lutea), Exemplo 2
(Annona muricata) e Exemplo 3 (Curcuma longa), apresentou de modo con-
sistente um efeito maior do que os Exemplos individuais em doses equiva-
lentes, em particular, nas maiores concentragcbes de 100 pg/mL e 500
pug/mL. Isto sugere um efeito sinérgico quando todos os trés extratos sao
combinados nas propor¢des acima. Dos trés extratos individuais testados, o
Exemplo 1 apresentou resultados superiores em relacao aos Exemplos 2 e
3, sugerindo que o Exemplo 1, sozinho ou em combinagao, pode ser impor-
tante para hepatoprote¢ao do figado.

Exemplo 7

Concentragées crescentes da composigédo herbal do Exemplo 4
foram testadas para a produgao de radicais livres e peroxidagao de lipideos,
conforme descrito acima, usando dois hepatécitos de rato isolados indepen-
dentes. Os resultados combinados obtidos sdo mostrados na Tabela 2 abai-
XO0.

Tabela 2: Efeito hepatoprotetor in vitro da composi¢ao herbal do Exemplo
4 sobre as amostras onde foi aplicado agente oxidante t-BOOH -
Os valores sao mostrados como uma mediana + erro padrdo da
mediana. *p<0,05 com referéncia ao grupo tratado com t-BOOH.

Peroxidagdo Nivel de
Concentragao | Radicais livres de lipideos glutationa
Tratamentos i .
(ng/mL) (%)* (pmois de MDA/ (nmois de GSH/
mg de proteina) mg de proteina)
Células nao-
0 0 38,5+9,2
tratadas
t-BOOH 1 100 2147,3 +539,0 75+04
Exemplo 4 4 71,2 +87" 2337,2 +522.6 145+49
20 34 £10,3* 915,4 +175,0 11,541
100 12,0 + 5,4* 83,0 £ 34,0 39,9 + 9,6*
500 22+22" 27,0 + 18,6 37,6 +10,8*
Quercetina 25 uM 13,2+ 5,6" - -

* expressados como uma proporgao do controle positivo (t-BOOH).

Conforme pode ser visto na Tabela 2, a incubagao da composi-
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¢ao herbal do Exemplo 4 com t-BOOH reduz a formagao de radicais livres.
Esta agao protetora da composicao herbal do Exemplo 4 foi dose dependen-
te e é comparavel a redugdo de radicais livres que ocorre nas células incu-
badas com quercetina, um antioxidante conhecido. Enquanto as concentra-
¢bes de 100 e 500 ug/ml apresentaram uma agédo de bloqueio quase total
sobre a oxidagao do t-BOOH, foi observada uma diminuigao substancial para
cerca de 34% mesmo na concentragdo menor de 20 pg/mi.

Os resultados da avaliagdo de peroxidacao de lipideos através
de quantificagdo de MDA usando a composi¢do herbal do Exemplo 4 mos-
traram um comportamento similar, uma vez que 0s niveis de MDA diminuem
a medida que a concentragdo da composigao herbal do Exemplo 4 aumenta,
conforme mostrado na Tabela 2.

A Tabela 2 também mostra os efeitos da pré-incubagao dos he-
patécitos com a composigao herbal do Exemplo 4 sobre o GSH usando duas
culturas de hepatécito de rato independentes. Estes valores sdo comparados
com a redugéo induzida pelo oxidante t-BOOH. Os niveis de GSH aumenta-
ram a medida que a concentragdo da composi¢ao herbal do Exemplo 4 au-
mentou; os niveis de GSH foram essencialmente os mesmos como com cé-
lulas n&o tratadas nas concentragées de de 100 e 500 ug/ml, mostrando que
em altas concentragbes o Exemplo 4 essencialmente restaura os niveis
normais de proteina GSH.

Foi realizado um estudo paralelo da viabilidade celular sobre a
peroxidagao de lipideos e testes de glutationa. Quando o periodo de pré-
incubagéo e o tratamento com a composi¢do herbal do Exemplo 4 foram
completados, nao foi vista nenhuma toxicidade nos hepatécitos de rato iso-
lados, isto &, observou-se essencialmente 100% de viabilidade mesmo nas
maiores concentra¢des indicando que a composi¢do do Exemplo 4 foi es-
sencialmente ndo-tdxica para hepatdcitos de rato isolados nos niveis mais
elevados.

A partir dos resultados acima, pode ser visto que a composi¢ao
herbal do Exemplo 4 age como um antioxidante que bloqueia a formacgao de

radicais livres, e portanto, reduz a peroxidagdo de lipideos. Além disso, os
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niveis de GSH sao preservados, em patrticular, quando sao usadas concen-
tragées de 100 pg/mL ou maiores do Exemplo 4. Portanto, a composi¢do
herbal do Exemplo 4 também pode agir como uma composi¢ao hepatoprote-
tora para o figado.

A composigao herbal do Exemplo 4 também apresentou maiores
aprimoramentos clinicos (vide abaixo) e foi mais eficaz na redugao de varios
sintomas causados por dano hepatico em consequéncia de infec¢ao por he-
patite C. Em particular, foram observadas menos nausea e menos sensagao
de queimagdo no estdbmago com pacientes tomando a mistura de todos os
trés extratos herbais, ao contrario de tomando extratos individuais separa-
damente. Isto sugere adicionalmente que pode haver beneficios adicionais
em tomar uma mistura de todos os trés extratos conforme é o caso com o
Exemplo 4.

Exemplo 8

O efeito genotdxico da composigdo do Exemplo 4 sobre linféci-
tos humanos do sangue periférico foi avaliado usando o Teste de Eletrofore-
se Alcalina sobre Células Individuais (Alkaline Electrophoresis Test on Indi-
vidual Cells, The Comet Test), o qual é realizado sobre uma cultura primaria
de linfécitos humanos de modo a avaliar o potencial para dano genético cau-
sado pelo ingrediente ativo desta invengao (M. J. Gomez-Lechon, T. Donato,
X. Ponsoda, R. Fabra, R. Trullenque and J. V. Castell. Isolation, culture and
use of human hepatocytes in drug research. IN VITRO METHODS IN
PHARMACEUTICAL RESEARCH. ISBN 0-12-163390-X. Eds. J.V. Castell y
M. J. Gomez-Lechon eds. pp. 129-154. Academic Press. London (1997), in-
corporada aqui, a este relatério descritivo de patente, por meio de referén-
cia).

A cultura celular usou linfocitos obtidos a partir de 20 mL de
sangue total de um doador saudavel; os linfécitos foram isolados através de
centrifugagao diferencial e do uso de 20 mL de Lymphoprep (Sigma). Depois
da centrifugagéo, o anel celular de linfécitos foi extraido com uma pipeta. As
células foram posteriormente lavadas com PBS e foram centrifugadas a

1.000 rpm por 10 minutos. Finalmente, o botao celular foi ressuspendido em
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6 mL de meio de congelamento até ser usado nos diferentes experimentos
realizados. Os linfécitos foram expostos por 1 hora a 37°C as seguintes con-
centragdes da composigao do Exemplo 4: 100, 200 e 500 pg/mL.

Uma centena de células foram analisadas em cada tratamento e
o0 momento de mudanga de estado como um indicador do dano. O programa
de analise Comet 5 foi usado para esta analise, a qaual € um teste da geno-
toxicidade que detecta dano primario ao DNA nas células (Genet. Mol. Res.
2(4): 410-417 (2003), incorporada aqui, a este relatério descritivo de patente,
por meio de referéncia). A anélise estatistica sobre os resultados obtidos foi
realizada usando o teste ndo-paramétrico Kruskal Wallis, p<0,05.

Os ingredientes ativos do Exemplo 4 nao induziram qualquer
dano ao DNA (o qual seria detectado como rupturas em uma cadeia simples
e pontos que sao instaveis a alcali) quando aplicados até 500 pg/mL em lin-
focitos do sangue periférico, sob estas condigdes de teste.

Exemplo 9

A toxicidade aguda do extrato do Exemplo 4 foi testada usando
o Teste da Dose Limite em camundongos albinos (Balb/C/CNPB) e o Teste
da Classe Toxica Aguda em ratos albinos (Holtzmann) como se segue.
Teste da Dose Limite

O extrato do Exemplo 4 e uma substancia de controle (uma so-
lugao salina) foram administrados por via oral usando um cateter intragastri-

co de acordo com o seguinte:

Espécie: Camundongos Albinos (Mus musculus)
Endégamo: Balb/C/CNPB

Numero de animais: 10 animais por grupo experimental
Sexo: Macho e fémea

Peso corporal: 20a25g.

Grupo | (Sob Tratamento): A estes animais foi administrada uma dose de
2.000 mg/kg do extrato do Exemplo 4.

Grupo Il (Controle): A estes animais foi administrada uma solugéo
de solvente ou salina (0 mesmo que o0 volume

de extrato).
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Os camundongos foram submetidos a um periodo de jejum de
4 horas antes do experimento; em seguida, o produto foi administrado de
acordo e os animais ficaram sob observagcdo continua por 4 horas. Na ndo
ocorréncia de mortalidade, o periodo de observagdo foi prolongado para 14
dias depois do extrato ter sido administrado, e em seguida até 21 dias, de
modo a realizar uma observagao da recuperagdo dos animais e da reversibi-
lidade dos efeitos.

O peso corporal dos animais foi registrado no inicio do experi-
mento, bem como no 7°, 14° e 21° dia quando possivel depois das substan-
cias terem sido administradas, de modo a estabelecer ser houve uma perda
ou ganho de peso.

Ao fim do experimento, os animais foram sacrificados através
de um procedimento de deslocamento cervical, onde o cranio é separado da
espinha dorsal aplicando pressao na base do cranio e na coluna cervical.
Deste modo, ndo ha nenhuma sensibilidade a dor, uma vez que a medula
espinhal esta separada do encéfalo.

Uma necropsia foi realizada sobre todos os animais que sobre-
viveram até o fim do experimento. No caso dos animais que morreram du-
rante o experimento, foram avaliados a cor, tamanho, e peso de seus 6rgéo.

A analise macroscopica dos 6rgaos nao descobriu quaisquer
alteragOes visiveis nos camundongos do Grupo | onde o extrato (Exemplo 4)
foi administrado em uma dose de 2.000 mg/kg. Os resultados obtidos mos-
tram a inocuidade do extrato em uma dose de 2.000 mg/Kg. depois das re-
feigbes, uma vez que ndo foram observados mortalidade nem sinais clinicos
ou alteragbes macroscopicas, e portanto ndo houve nenhuma evidéncia de
toxicidade nos 6rgaos.

Em resumo, o Método de Dose Limite mostrou que o extrato
aquoso secado por congelamento do Exemplo 4 nao causou quaisquer mor-
tes em uma dose de 2.000 mg/kg administrada por via oral. Portanto, o ex-
trato aquoso secado por congelamento do Exemplo 4 pode ser classificado
como ATCo, NAO-TOXICO, significando gue nao é classificavel através do
Método da Dose Limite.
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Teste da Classe Téxica Aguda (ATC)

O extrato do Exemplo 4 e uma substancia controle (uma solu-

¢ao salina) foram administrados por via oral usando um cateter intragastrico
de acordo com o seguinte:

Espécie: ratos Albinos (Rattus novergicus)
Endogamo: Holtzmann

Numero de animais: 3 animais por grupo experimental
Sexo: Macho e fémea

Peso corporal: 120 a 160 g.

Grupo | (Sob Tratamento): A estes animais foi administrada uma dose de
2.000 mg/kg do extrato do Exempilo 4.

Grupo Il (Controle): A estes animais foi administrada uma solucdo
de solvente ou salina (mesmo volume do extra-
to).

Este experimento foi realizado usando ratos machos e fémeas,
os quais foram submetidos a uma quarentena de uma semana, foram dividi-
dos em dois grupos compostos de trés animais de cada sexo, e foram pesa-
dos e marcados para fins de identificagdo. Antes da avaliagdo, os animais
foram submetidos a um periodo de jejum de 12 horas; em seguida, o extrato
do Exemplo 4 e a substancia controle foram administrados a ambos os gru-
pos de acordo com a tabela da dose. Imediatamente depois das substancias
terem sido administradas, os animais foram observados para procurar sinais
toxicos no nivel de sistemas/érgaos: Autbnomo, comportamento, sensorial,
neuromuscular, respiratorio, ocular, gastrointestinal, urinario, e outros, tais
como peso corporal. O peso corporal dos animais foi registrado no 7° e no
14° dia depois das substancias terem sido administradas.

Depois de 14 dias, os animais foram sacrificados seguindo os
principios éticos para experimentagao animal; isto foi seguido por um estudo
macroscopico para analisar o tamanho, cor e consisténcia dos seguintes
orgaos: coragdo, rins, figado, bago, estdbmago, puimao, cérebro, ovarios
e testiculos. A andlise macroscépica dos 6rgdos nao descobriu quaisquer

alteragdes visiveis onde o extrato foi administrado em uma dose de
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2.000 mg/kg.

Os resultados obtidos mostram a inocuidade do extrato em
uma dose de 2.000 mg/kg do Exemplo 4, uma vez que niao foram observa-
das mortalidade nem sinais clinicos ou alteragdes macroscépicas, deste mo-
do n&do descobrindo nenhuma evidéncia de toxicidade nos érgdos. Portanto,
de acordo com o Método da Classe Toéxica Aguda, o extrato aquoso secado
por congelamento do Exemplo 4 ndo causou quaisquer mortes em uma dose
de 2.000 mg/kg administrada por via oral. Deste modo, 0 extrato aquoso se-
cado por congelamento do Exemplo 4 pode ser classificado como ATC,
NAO-TOXICO, significando que ndo é classificavel através do Método da
Classe Téxica Aguda.

Exemplo 10

Um estudo clinico ndo controlado foi realizado sobre 10 pacien-
tes adultos Caucasianos (5 do sexo masculino e 5 do sexo feminino, com
idades entre 37 e 58 anos), todos eles diagnosticados com hepatite crénica
C, e trés dos quais com hepatite B além de C. Todos eles apresentaram os
sintomas de hepatite crénica e alguns tiveram terapia antiviral previamente
recebida sem obter bons resultados. O tempo estimado, a partir do histérico,
da infecgdo pelo virus variou entre 4 e 30 anos.

A duragao da doencga sintomatica, de acordo com o histérico cli-
nico, variou de 1 a 12 anos. A avaliagado do estado de cada paciente foi rea-
lizada através de seu histdrico clinico (incluindo sintomas e sinais), bem co-
mo estudos soroldgicos, bioquimicos, e de ultrassom realizados no inicio do
tratamento e depois de 28 dias do tratamento com a composi¢ao usada no
Exemplo 4

A presenca de hepatite C foi identificada através da deteccdo de
anti-HCV, usando um Sistema Elisa de segunda geragdo. A presenca de
hepatite B foi confirmada através de uma andlise de antigeno superficial
(HBs Ag) e antigeno de nucleo (HBc Ag.). O dano hepatolégico foi avaliado
através de HCV FIBROSURE (550123). Um estudo foi conduzido usando
ultrassom tridimensional para determinar o volume do figado, as caracteristi-

cas de suas bordas e as alteragdes de ultrassom do parénquima hepatico. A
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avaliagdo das caracteristicas da veia porta, do bago e a presenca de ascite
também foram incluidos no estudo.

O estudo bioquimico das alteragdes produzidas por hepatite cré-
nica B e C se basearam em quatro critérios: (1) testes para medir a capaci-
dade de sintese do figado; (2) testes para medir alteragbes causadas por
fibrose levando a obstrugéo intrahepatica (avaliagdo dos niveis de bilirrubina
e de fosfatase); (3) testes para medir atividade necro-inflamatdria nos hepa-
tocitos, incluindo um teste para avaliar hepatocarcinoma (medicéo da gluta-
mato piruvato transaminase (GPT), glutamato oxalato transaminase (GOT),
gama-glutamil transpeptidase (GGT) e alfa-fetoproteina (AFT)); e (4) testes
para medir a fungao de detoxicagao do figado (medigdo de aménia).

Antes do tratamento, sintomas, tais como desconforto geral, fa-
diga e dores articulares e dores, foram observados em todos (100%) dos 10
pacientes; depresséo foi observada em 90%, dor muscular foi sentida por
80% dos pacientes, e falta de concentragéo e distirbios do sono foram vis-
tos em 60% e 50% dos pacientes, respectivamente. Cefaleia foi observada
em 30% dos pacientes. Sintomas gastrointestinais, tais como indigestdo
(desconforto abdominal e/ou acidez gastrica) foram observados em 60% dos
casos; nausea foi vista em 50% dos pacientes, e disfungéo intestinal atingiu
40%; ao passo que dispepsia, sensag¢ao de plenitude, e dor abdominal foram
reportadas em 30% dos casos. O exame clinico mostrou que o achado mais
frequente foi dor abdominal a palpagdo, especialmente sobre o hipocondrio
direito e o epigastrio, a qual foi observada em 70% dos casos; ictericia e fi-
gado palpavel foram vistos em 20% dos pacientes, enquanto ascite, bago
palpavel, equimoses, e edema de membros inferiores apareceu em 10%.

Para determinar o nivel de sucesso do tratamento com o Exem-
plo 4 sobre a qualidade de vida (em termos de saude) dos 10 pacientes com
hepatite cronica C, os efeitos psicoldgicos, biolégicos e clinicos do tratamen-
to também foram registrados. O Questionario de Qualidade de Vida Relacio-
nada a Saude (HQLQ, Health Quality of Life Questionnaire) é um instrumen-
to validado que mede a qualidade de vida com base em um grupo de indica-

dores genéricos do relatério SF-36, o qual consiste em uma série de oito
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parametros. Estes pardmetros medem a resisténcia fisica (RP), dor corporal
(BP), percep¢ao de saude geral (GH), vitalidade (VT), funcionamento social
(SF), limitagbes devidas a fatores emocionais (RE), e saude mental (MH), e
sdo agregados e usados como parametros para desenvolver o Sumario de
Componentes Fisicos (PCS, Physical Component Summary) e o Sumario de
Componentes Mentais (MCS, Mental Component Summary).

A avaliagéao antes do tratamento mostrou que todos os pacientes
tiveram dificuldade para caminhar mais de uma milha, comparados com
21,9% da populagéo geral, 50% dos pacientes tiveram dificuldade para subir
escadas, comparados com 7,1 % da populagao geral, 55,5% dos pacientes
apresentaram limitagées para caminhar 914,4 metros (100 jardas), compa-
rados com 14,1% da populagdo geral; 100% dos pacientes disseram que
tiveram dificuldades para realizar seu trabalho, comparados com somente
45% da populagdo geral; 30% dos pacientes estudados declararam que a
dor interferiu com sua habilidade para trabalhar, comparados com 9,5% da
populagao geral; e 90 % dos pacientes reportaram um estado de saude “re-
gular" ou "ruim", comparados com 13,1% da populacdo geral. No total, a
qualidade de vida relacionada com a saude dos 10 pacientes com hepatite
cronica C, foi substancialmente comprometida.

Todos os dez pacientes foram tratados com 140 mg da compo-
si¢do do Exemplo 4, trés doses por dia, por 28 dias. A dieta dos pacientes foi
variada; no entanto, se evitou consumo de gordura em excesso e nido houve
consumo de alcool. Depois de 28 dias de tratamento com a composi¢ao do
Exemplo 4, foram observadas as seguintes alteragdes.

Houve alteragdes significativas nas leituras de ultrassom em
90% dos pacientes. Em seis casos, houve uma redugdo na ecogenicidade
difusa comparada com leitura tomada antes do tratamento e uma reducéo no
tamanho do figado e do bago. Em trés casos, a ecografia apresentou sinais
estaveis quando comparada com a primeira leitura de controle, e em um ca-
SO, o paciente evoluiu desfavoravelmente, apresentando um aumento na
ecogenicidade e ascite.

Avaliagao clinica depois de tratamento com a composi¢do do
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Exemplo 4 apresentou uma redugdo nos sintomas gerais de 60% a 80% em
média, o desconforto geral foi reduzido em 70%, dor osteoarticular, fadiga
severa foi reduzida por 60%, depressdo e dor osteomuscular diminuiu em
60% e 50% respectivamente, falta de concentragao e disturbios do sono di-
minuiram para 40% e 20%. Os pacientes que ainda sofriam destes sintomas
gerais experimentaram uma diminuigdo em sua intensidade. Este estudo
também mostrou uma redugdo em sintomas gastrointestinais. Indigestédo e
disfungdo intestinal diminuiram por 30%; dispepsia diminuiu para 20% e
nausea para 10%, ao passo que dor abdominal ndo estava presente em
qualquer caso. Pacientes que continuaram a sofrer de desconforto gastroin-
testinal reportaram que a intensidade tinha diminuido. Quando o tratamento
com a composi¢cao do Exemplo 4 estava completado, a dor ao toque sobre o
hipocdndrio direito foi reduzida para 20%. Outros sinais tais como ictericia,
figado palpavel, ascite, edema de membros inferiores, equimose e figado
palpavel, permaneceram inalterados a 20% e 10% respectivamente.

O estudo sobre a qualidade de vida relacionada com saude foi
baseado em informagao obtida através do Questionario de Qualidade de
Vida Relacionada a Saude (HQLQ, Health Quality of Life Questionnaire), o
qual usa uma série de parametros genéricos do relatdrio de saude SF-36.
Este relatério usa uma série de normas obtidas a partir de dados obtidos da
populagdo geral nos Estados Unidos. Estas normas produzem em média 50
pontos com um Desvio Padrao de 10; altos escores indicam um melhor es-
tado de saude. O estudo da qualidade de vida mostrou que, antes do trata-
mento, a qualidade de vida dos 10 pacientes estava substancialmente com-
prometida. No entanto, a avaliagdo realizada depois do tratamento com a
composi¢ao do Exemplo 4 por 28 dias, mostrou que o questionario HQL de 6
pacientes foi restaurado para niveis normais ou maiores do que o normal
(acima de 50); trés pacientes apresentaram HQL restaurado préximo a ni-
veis normais (varios pontos na escala SF-36 foram proximos a ou maiores
do que 50, enquanto alguns outros foram ligeiramente abaixo de 50). So-
mente um caso conservou um escore de qualidade de vida relacionado com

saude baixo.
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Testes bioquimicos da fungdo hepatica realizados antes do tra-
tamento (registro controle inicial) e 28 dias depois do tratamento com a com-
posigdo do Exemplo 4 mostraram que, depois do tratamento, trés pacientes
experimentaram um aumento substancial nos niveis de colinesterase (entre
71,1% e 81,1%); em dois casos houve um moderado aumento (entre 62,1%
e 54,9%); em quatro casos houve um aumento de entre 34 % e 40%; e um
caso moutrou um aumento minimo de 15,7%. Portanto, 90 % dos pacientes
tiveram capacidade normal para sintetizar esta enzima, sugerindo uma recu-
peragao funcional do hepatdcitos. As concentragdes de protrombina aumen-
taram depois do tratamento (entre 24,8% e 33,3%) em quatro casos com um
moderado aumento (entre 8,8% e 19,2%) em outros quatro casos; uma di-
minuigdo insignificante de 0,5% em um paciente, e uma diminui¢ao de 9,0 %
no outro caso. No total, 70% dos pacientes atingiram niveis normais, e apre-
sentaram evidéncia de recuperagao funcional em seus hepatdcitos.

Uma comparagao entre as leituras de pré-albumina por ocasiao
do controle inicial (antes do tratamento) e a do controle final (28 dias depois
do tratamento com a composi¢do do Exemplo 4), apresentou um aumento
significativo de entre 19,5% e 26,9% em trés pacientes, variagdes insignifi-
cantes de 0,0% e 5,0% em outros trés pacientes, ao passo que 0s outros
quatro casos experimentaram uma redugao entre 18,0% e 28,2%.. Portanto,
sete dos dez pacientes atingiram niveis normais, ao passo que no inicio do
tratamento, houve somente quatro pacientes com leituras normais indicando
uma recuperagao na funcao dos hepatdcitos.

Também foram realizados testes para medir obstrugcdo intrahe-
patica (colestase); uma comparagéo entre leituras de bilirrubina por ocasido
do controle inicial e a do controle final do tratamento com a composigdo do
Exemplo 4, apresentou uma diminuigao de 36,9%, 15,4% e 4,6% em trés
pacientes, respectivamente, que inicialmente tiveram niveis de bilirrubina
maiores do que o normal. Um paciente, que inicialmente teve niveis maiores
do que o normal, reportou um aumento de 23,3%. Os outros seis casos nao
tiveram niveis maiores do que o normal inicialmente e ndo apresentaram

qualquer alteragdo com o tratamento. Uma comparagao entre leituras de
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fosfatase alcalina por ocasidao do controle inicial e a do controle final do tra-
tamento com a composicdo do Exemplo 4, apresentou um aumento de
23,9% no um paciente que teve niveis maiores do que o normal antes do
tratamento. Os outros nove pacientes permaneceram dentro de niveis nor-
mais.

Com respeito aos indices de inflamacgao e lesdo hepatica, uma
comparagao entre as leituras de GPT por ocasido do controle inicial e a do
controle final do tratamento com a composicido do Exemplo 4 apresentou
uma diminuigdo de entre 6,2% e 84,7% em seis pacientes que inicialmente
tiveram niveis maiores do que o normal deste elemento. Os outros dois pa-
cientes que iniciaimente tiveram niveis maiores do que o normal, reportaram
um aumento de 16,1% e 57,5%, e os outros dois casos permaneceram em
niveis normais. Uma comparagéo entre os niveis de GOT por ocasido do
controle inicial e a do controle final do tratamento com a composicédo do E-
xemplo 4 apresentou uma diminuigéo de entre 3,8% e 74,3% em cinco paci-
entes que inicialmente tiveram niveis maiores do que o normal. Os outros
trés casos tiveram niveis normais antes e depois do tratamento.

Uma comparagao entre as leituras de GGT por ocasido do con-
trole inicial e a do controle final do tratamento com a composi¢do do Exem-
plo 4 apresentou uma diminuicao de entre 11,3% e 48,6% em trés pacientes
que inicialmente tiveram niveis maiores do que o normal deste elemento;
dois outros pacientes reportaram um aumento de 2,1% e 5,7% respectiva-
mente, e 0s outros cinco casos iniciaram dentro de niveis normais. As leitu-
ras de AFT por ocasido do controle inicial e a do controle final do tratamento
com a composigao do Exemplo 4, mostraram que nove pacientes iniciaram o
tratamento com valores normais; oito ainda estavam normais ao fim do tra-
tamento e um experimentou um ligeiro aumento (8,5%); o paciente restante,
que iniciou o tratamento com altos niveis desta substdncia, manteve altos
niveis.

De modo a avaliar a capacidade de detoxicagao do hepatdcito,
0s niveis de amonia também foram registrados. Leituras de aménia por oca-

sido do controle inicial e as do controle final do tratamento com a composi-
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céo do Exemplo 4 mostraram que nove pacientes comecaram e acabaram
com niveis normais, a0 passo que O outro paciente com niveis maiores do
que o normal no inicio do estudo acabaram com um nivel acima do normal.

As leituras de transferrina por ocasiao do controle inicial e a do
controle final do tratamento com a composigdo do Exemplo 4 mostraram que
um paciente, que inicialmente tinha niveis maiores do que o normal, acaba-
ram o tratamento em niveis normais; dois pacientes, que inicialmente tive-
ram niveis maiores do que o normal, continuaram acima destes niveis nor-
mais, e 0s pacientes que iniciaram com niveis normais permaneceram den-
tro de limites normais.

Em resumo, a avaliagdo realizada depois do tratamento de 28
dias com a composi¢cdo do Exemplo 4 estabeleceu que houve uma reducdo
significativa nos sintomas observados nos pacientes, uma melhora modera-
da nos indicadores de doeng¢a hepatica e uma melhora significativa nas en-
zimas medindo o dano dos hepatécitos. No grupo de pacientes com evidén-
cia de lesdo hepatica houve uma redug¢do nos indices de dano bem como
por ecossonografia. Nenhum paciente apresentou um aumentou em seus
sintomas, alteragbes hematoldgicas ou outras complicacdes. A evolugdo dos
pacientes que tiveram evidéncia de hepatite ativa melhorou mais do que os
pacientes com fibrose avangada (cirrose).

Os resultados obtidos a partir do teste clinico demonstram que
as composigoes herbais da presente invengao melhoram a fungdo hepatica,
bem como melhoram as propriedades regenerativas e proliferativas dos he-
patécitos. Estes composigdes podem ser usadas profilaticamente, uma vez
que previnem ou minimizam os efeitos adversos causados por infecgdes vi-
rais, ou a agao de outros agentes que induzem disfungio hepatica. Portanto,
as composi¢gdes herbais da presente invencdo sao uteis no tratamento de
disturbios hepéticos causados por infecgo viral, reagdes autoimunes, inges-
tdo de farmacos, xenobidticos ou toxinas.

Exemplo 11
A composi¢ao do Exemplo 4 foi testada em uma paciente do se-

xo feminino de 46 anos de idade que sofria de hepatite cronica B e C, em
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estado nao-fibrético, com um periodo de inoculagéo do virus de 4 anos e 1
ano de doenga, que ndo consumiu medicagdes antivirais. A composi¢ao do
Exemplo 4 foi administrada por via oral, trés doses de 140 mg por dia por 28
dias. Os sintomas clinicos da paciente foram controlados, foram realizados
exames ecograficos e analises bioquimicas na paciente antes do tratamento
e 28 dias depois do tratamento.

O tratamento com a composi¢ao do Exemplo 4 durante 28 dias
teve éxito em eliminar sintomas gerais apresentados pela paciente antes do
inicio do tratamento (desconforto geral, fadiga severa, disturbios do sono,
depressao, dor articular e muscular). Além disso, com o tratamento, desapa-
receram sintomas gastrointestinais como indigestao e dor a paipagao.

O controle ecogréfico realizado no 28° dia mostrou que houve
uma evolugdo favoravel na redugao da ecogenicidade difusa que a paciente
apresentou antes do tratamento.

As andlises bioquimicas sdo mostradas na Tabela 3.

Tabela 3: Estudo bioquimico realizado em uma paciente com hepatite cré-

nica B e C que recebeu um tratamento com a composi¢do do

Exemplo 4 por 28 dias
Variaveis (valores normais) Antes do 28" dia de
tratamento tratamento
Pré-albumina (<20 mg/dl) 27,0 19,4
Tempo de Protrombina (11 seq) 13,0 11,8
Concentragao de Protrombina (100%) 80,0 96,6
GPT (0,0 - 38,0 Ul) 71 51
GOT (0,0 - 40,0 Ul) 55 41
GGT (9,0 - 35,0 U/L) 72 37

O tratamento com a composicao do Exemplo 4 nao afetou os ni-
veis normais de bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, AFP,
amoénia, TNF alfa e contagem de plaquetas.

Os resultados deste exemplo mostram que a composi¢cao do E-
xemplo 4 pode reduzir dano hepatico induzido por coinfeccédo por hepatite B
e C.
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Exemplo 12
A composicao do Exemplo 4 foi testada em uma paciente do se-

xo feminino de 47 anos de idade que sofria de hepatite cronica C, em estado
nao-fibrético, com um periodo de inoculagdo do virus de 15 anos e 5 anos
de doencga, que nao consumiu medicagdes antivirais. A composi¢ao do E-
xemplo 4 foi administrada por via oral, trés doses de 140 mg por dia por 28
dias. Os sintomas clinicos da paciente foram controlados, foram realizados
exames ecograficos e analises bioquimicas na paciente antes do tratamento
e 28 dias depois do tratamento.

O tratamento com a composicao do Exemplo 4 durante 28 dias
teve éxito em eliminar sintomas gerais apresentados pela paciente antes do
inicio do tratamento (desconforto geral, distarbios do sono, dor articular).
Além disso, o tratamento com a composi¢ao do Exemplo 4 diminuiu ou eli-
minou sintomas gerais como dor muscular e cefaleia, bem como sintomas
gastrointestinais como ndusea, disfungao intestinal e dor a palpacao.

O exame ecografico realizado no 28° dia mostrou uma redugéo
da ecogenicidade difusa que a paciente apresentou antes do tratamento.

As analises bioquimicas sao mostradas na Tabela 4.

Tabela 4: Estudo bioquimico realizado em uma paciente com hepatite cro-
nica B e C que recebeu um tratamento com a composicao do

Exemplo 4 por 28 dias

Variaveis (valores normais) Antes do 28° dia de
tratamento tratamento
Pré-albumina (<20 mg/dl) 25,0 18,1
Tempo de Protrombina (11 seg) 13,0 11,5
Concentragao de Protrombina (100%) 80,0 100
GPT (0,0 - 38,0 Ul) 50 32
GOT (0,0 - 40,0 UI) 41 31
Transferrina (300 - 360 ug/dl) 377 339

O tratamento com a composi¢do do Exemplo 4 nao afetou os ni-
veis de bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, Fosfatase Alcali-

na, GGT, AFP, aménia, TNF alfa e a contagem de plaquetas, os quais esta-
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vam normais antes do tratamento.

Os resultados deste exemplo mostram que a composi¢ao do E-
xemplo 4 pode reduzir dano hepatico induzido pela infec¢ao por hepatite C.
Exemplo 13

Foram realizados os perfis fitoquimicos do hexano e extratos hi-
droalcodlicos dos géneros da presente invengao foram obtidos como se se-
gue. Uma amostra de 125 g de cada um dos érgaos selecionados de cada
uma das especies relevantes. Hexano (um solvente apolar) foi usado para
realizar uma extragdo completa em temperatura ambiente, renovando o sol-
vente a cada 48 horas. O extrato de hexano foi obtido eliminando o solvente
em um processo de rotoevaporagdo de baixa pressao. O residual da extra-
¢ao de hexano foi em seguida tratado com etanol-agua (a 70:30) e foi reali-
zada uma extragdo completa. Depois disso, 0 solvente de etanol-agua foi
removido até o produto estar completamente seco.

O perfil fitoquimico foi obtido de acordo com a metodologia des-
crita por Chhabra, S.C. et al. Phytochemical Screening of Tanzanian Medical
Plants. J Ethnopharmacol. (1984) 11(2): 157-79, incorporada aqui, a este
relatério descritivo de pateten, por meio de referéncia, de modo a determinar
0s grupamentos quimicos de metabdlitos secundarios presentes na espécie.
Somente os alcaldides necessitaram de extragdo em meio basico. Os perfis
fitoquimicos das flores de Cordia spp, das folhas de Annona spp e das rai-
zes de Curcuma spp sao mostrados nas Tabelas 5, 6 e 7, respectivamente.

Tabela 5: Perfil fitoquimico de amostras de flores da espécie Cordia

Massa da amostra vegetal: 125 gramas

Extrato de Extratos Hidroalcoodlicos

Hexano (EtOH/Agua: 70/30)
Massa Obtida: 11,25 g 1,93 g 9,32 g
% de Massa Obtida 17,16% 82,84%
1 Alcaldides - +
Saponinas ND ++

Esterdides - -

Al DN

Triterpendides ++ ++
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Massa da amostra vegetal: 125 gramas

Extrato de Extratos Hidroalcodlicos
Hexano (EtOH/Agua: 70/30)
Massa Obtida: 11,25 g 1,93 ¢ 9,32¢g
% de Massa Obtida 17,16% 82,84%
5 Taninos ND +++
6 Fenois ND +++
7 Flavondides ND ++
8 Quinonas - +
9 Lactonas e Cumarinas ++ +++
10 Lipideos e .él'eos essen- ) ND
ciais
11 Aminas e aminoacidos ND ++

Tabela 6: Perfil fitoquimico de amostras de folhas da espécie Annona

Massa da amostra vegetal: 125 gramas

Extrato de Extratos Hidroalcodlicos
Hexano (EtOH/Agua: 70/30)
Massa Obtida: 14,87 g 5,77 g 9,10¢g
% de Massa Obtida 38,80% 61,20%
1 Alcaldides - +
2 Saponinas ND +
3 Esterdides ++ ++
4 Triterpendides - -
5 Taninos ND +++
6 Fendis ND +++
7 Flavondides ND +
8 Quinonas - ++
9 Lactonas e Cumarinas + +++
10 Lipideos e .él.eos essen- ] ND
ciais
11 Aminas e aminoacidos ND ++
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Tabela 7: Perfil fitoquimico de amostras de raizes da espécie Curcuma

Massa da amostra vegetal: 125 gramas

Extrato de Extratos Hidroalcodlicos
Hexano (EtOH/Agua: 70/30)
Massa Obtida: 11,58 g 3,95¢ 7,63 g
% de Massa Obtida 34,11% 65,89%
1 Alcalbides - -
2 Saponinas ND -
3 Esteréides - -
4 Triterpendides +++ +++
5 Taninos ND +++
6 Fendis ND +++
7 Flavondides ND ++
8 Quinonas + +++
9 Lactonas e Cumarinas +++ +++
10 Lipideos e 'élieos essen- —t ND
ciais
11 Aminas e aminoacidos ND ++

LEGENDA: (-) Teste Negativo (+) Teste Positivo; ND: Este teste nao foi feito

sobre este extrato; CONTEUDO: (+) Pouco (++) Médio (+++) Muito.

Tabela 5 mostram a forte presenga de fendis, taninos, lactonas e cumarinas

Os resultados obtidos a partir das flores da espécie Cordia na

no extrato hidroalcodlico de uma amostra de flores desta espécie.

Exemplo 13
Uma forma de comprimido da composicao do Exemplo 4 usada

nos estudos dos pacientes acima foi formulada para proporcionar comprimi-

dos revestidos de 300 mg com 140 mg da composi¢ao do Exemplo 4.

A composi¢ao de comprimido é mostrada na Tabela 8.

Tabela 8: Férmula Farmacéutica de Comprimidos Revestidos

Componente % dos Conteudos
Composicao do Exemplo 4 46,6
Celulose 21,5
Amido de miiho 20,9
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Componente % dos Conteudos
Polivinilpirrolidona 4,3
Talco 3,4
Aerosil 200 0,5
Estearato de Magnésio 0,5
Hidroxipropilmetil Celulose 2,0
Tween 80 0,3

A composi¢ao do presente exemplo também pode ser formulada
como capsulas (300 mg) conforme msotrado na Tabela 9.

Tabela 9: Férmula Farmacéutica de Capsula de Gel

Componente % dos Conteudos
Composigcéao do Exemplo 4 46,6
Amido de milho 9,4
Polivinilpirrolidona 44

Finalmente, uma suspensdo das composi¢des da presente in-
vengdo também pode ser formulada como se segue. Uma suspensao aro-
matizada foi produzida com 1% das composi¢des herbais da presente inven-
¢ao para proporcionar 140 mg da composigao herbal por dose de 15 mi (u-
ma colher). A composi¢ao da suspensao é mostrada na Tabela 10.

Tabela 10: Férmula Farmacéutica de Suspensdo Aromatizada

Componente % dos Conteudos
Composicao do Exemplo 4 1
Sorbitol 19,61
Benzoato de Sédio 0,21
Metabissulfito de Sédio 0,13
Glicerina 3,27
Sacarina de Sédio 0,06
Aroma de Framboesa 0,01
Dissoédio Edetato, Di-hidrato < 0,01
Etanol 1
Agua Deionizada c.s.p. 74,7
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As férmulas foram produzidas de acordo com as Diretrizes das
Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) [Good Manufacturing Practices (BPL)
Guidelines].

Preferencialmente, as trés férmulas descritas acima sao admi-
nistradas trés vezes ao dia, 30 a 60 minutos antes das refei¢des.

Formulas farmacéuticas podem incluir composigées herbais da
presente invengao em suas formas liquidas, sélidas e semissoélidas, de modo
que os ingredientes ativos nas mesmas podem ser descarregados rapida-
mente ou lentamente. A administragao das férmulas farmacéuticas desta
invengao pode ser oral, retal, intravenosa, intramuscular, hipodérmica, tdpica
ou através de outros metodos, em uma dose, multiplas doses, através de
métodos de descarga lenta ou rapida ou um depdsito. A invenc¢ao pode ser
incorporada em varias outras formas as quais sdo entendidas por aqueles
versados na técnica.

Apesar da presente invengao ter sido descrita com referéncia
aos que sao atualmente considerados como sendo os exemplos preferenci-
ais, deve ser entendido que a invengao ndo ¢é limitada aos exemplos revela-
dos. Ao contrario, a invengado pretende cobrir varias modificagoes e disposi-
¢bes equivalentes incluidas dentro do espirito e do ambito das reivindica-
¢Oes anexadas.

Todas as publicagdes, patentes e requerimentos de patente sdo
aqui, a este relatério descritivo de patente, incorporadas por meio de refe-
réncia em sua totalidade na mesma extensao como se cada publica¢ao, pa-
tente ou relatério descritivo de patente individual fosse especificamente e
individualmente indicado para ser incorporado por meio de referéncia em
sua totalidade. Onde um termo no presente relatério descritivo for encontra-
do definido de modo diferente em um documento incorporado aqui, a este
relatério descritivo de patente, por meio de referéncia, a definicao proporcio-
nada aqui, neste relatério descritivo de patente, deve servir como a definigao

para o termo.
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REIVINDICAGOES

1. Composigdo herbal para tratar disturbios hepaticos compre-
endendo no minimo uma espécie dos géneros de plantas Cordia, Annona ou
Curcuma, ou combinagdes das mesmas.

2. Composigao herbal de acordo com a reivindicagdo 1, em que
a no minimo uma espécie € uma espécie do género de planta Cordia.

3. Composicao herbal de acordo com a reivindicagéo 1, incluindo
uma especie de cada um dos géneros de plantas Cordia, Annona e Curcu-
ma.

4. Composicao herbal de acordo com a reivindicag¢ao 1, incluindo
flores de Cordia spp, folhas de Annona spp, ou raizes de Curcuma spp, ou
combinagbes das mesmas.

5. Composigéo herbal de acordo com a reivindicagao 1, incluindo
flores de Cordia lutea, folhas de Annona muricata e raizes de Curcuma lon-
ga.

6. Composicdo herbal para tratar distirbios hepaticos compre-
endendo um extrato de no minimo uma espécie dos géneros de plantas
Cordia, Annona ou Curcuma, ou combina¢des das mesmas.

7. Composi¢édo herbal de acordo com a reivindicagdo 6, em que
a no minimo uma espécie é uma espécie do género de planta Cordia.

8. Composigao herbal de acordo com a reivindicagéo 6, incluindo
um extrato de uma espécie de cada um dos géneros de plantas Cordia, An-
nona e Curcuma.

9. Composicao herbal de acordo com a reivindicagéo 6, incluindo
um extrato de flores de Cordia spp, folhas de Annona spp, ou raizes de Cur-
cuma spp, ou combinagdes das mesmas.

10. Composigao herbal de acordo com a reivindicagéo 6, incluin-
do extratos de flores de Cordia lutea, folhas de Annona muricata e raizes de
Curcuma longa.

11. Composigao herbal de acordo com a reivindicacdo 10, em
que os extratos de flores de Cordia Ilutea, folnas de Annona muricata e

raizes de Curcuma longa estao presentes em uma proporgao em peso de
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cerca de 1:1:1 a cerca de 8:1:1, respectivamente.

12. Composigdo herbal de acordo com a reivindicagdo 10, em
que os extratos de flores de Cordia lutea, folhas de Annona muricata e rai-
zes de Curcuma longa estao presentes em uma propor¢ao em peso de cer-
ca de 1:0,025-1:0,025-1, respectivamente.

13. Composigdo herbal de acordo com a reivindicagdo 10, em
que os extratos de flores de Cordia lutea, folhas de Annona muricata e rai-
zes de Curcuma longa estao presentes em uma propor¢ao em peso de cer-
ca de 8:1:1, respectivamente.

14. Composig¢do herbal de acordo com a reivindicagdo 13, em
que os extratos sao extratos hidroaicodlicos.

15. Método para obter extratos hidroalcodlicos de um 6rgao de
planta selecionado para uso na prepara¢cdo de uma composi¢cdo herbal,
compreendendo:

secar o 0rgao de planta selecionado e triturar o érgdo de planta
seco para obter um pé tendo um tamanho de particula na faixa de cerca de
0,35 mm a cerca de 0,1 mm;

macerar 0 po em uma solugao hidroalcodlica por cerca de 6 a
cerca de 8 dias em torno da temperatura ambiente para obter um extrato do
6rgao de planta;

concentrar o extrato; e

secar por congelamento e esterilizar o extrato.

16. Método de acordo com a reivindicagao 15, em que ¢ extrato
€ concentrado em um rotoevaporador.

17. Método para o tratamento ou prevencgao de disturbios hepa-
ticos em um paciente compreendendo administrar a um paciente uma quan-
tidade terapeuticamente eficaz de uma composi¢ao herbal como definido na
nas reivindicagdes 1 a 14.

18. Método de acordo com a reivindicagao 17, em que o distur-
bio hepatico é causado por uma infec¢ao viral.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que a infec-
¢ao viral e causada pelo virus da hepatite B, pelo virus da hepatite C, ou




uma combinagao de ambos.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 17, em que o distur-
bio hepatico é hepatite nao-viral.

21. Método de acordo com a reivindicacdo 17, em que o distur-
bio hepatico é fibrose ou cirrose do figado.

22. Método para neutralizar radicais livres e para prevenir a for-
magao de radicais livres em um paciente, compreendendo administrar a um
paciente que necessite de semelhante tratamento uma quantidade eficaz de
uma composi¢ao herbal como definido nas reivindicagbes 1 a 14.




RESUMO
Patente de Invengdo: "COMPOSICAO PARA TRATAR HEPATITE CON-
TENDO UM EXTRATO DE FLORES DE CORDIA LUTEA, FOLHAS DE
ANNONA MURICATA, E RAIZES DE CURCUMA LONGA".

A presente invengao refere-se a composigdes herbais e seu uso
na prevengdo e/ou tratamento de hepatite. As composi¢des herbais compre-
endem um extrato de flores, folhas, e raizes dos géneros de plantas Cordia,
Annona e Curcuma, respectivamente, em que as espécies especificas sdo

Cordia lutea, Annona muricata e Curcuma longa.
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