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HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E
SUAS APLICACOES A presenie invencdo
refere-se o idenlifico¢cdo dos propriedodes
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solucdes, suspensdes, ompolos, xoropes,
pomodos, cremes, emulsdes, oerossol, pés,
copsulos, lobleles, comprimidos, drégeos e
produlos cosmeéticos, todos os quois coniendo
doirioconlone no suo formulo¢do, ulilizodos em
doencos que envolvem o deficiéncio do sislemo
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IDENTIFICAGCAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO
HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E SUAS APLICACOES
CAMPO DA INVENCAQO

[001]. A presente invengdo tem aplicabilidade nos seguintes

Campos:

[002]. - ldentificacdo e aplicacdo das propriedades
imunoestimulantes de dotriacontane no campo humano e veterindrio.

[003]. - ldentificacdo e aplicacdo das propriedades
imunoestimulantes de dotriacontane no campo humano e veterindrio
como componente de produtos contendo o referido hidrocarboneto.

[004]. - ldentificacdo e aplicagdo das propriedades
imunoestimulantes de dotriacontane no campo humano e veterindrio
em produtos contendo ¢ hidrocarboneto.

[005]. - Formas farmacéuticas liquidas, semissdlidas e
solidas tais como solugdes, suspensoes, ampolas, xaropes, pomadas,
cremes, emulsdes, aerossol, pods, cdpsulas, tabletes, comprimidos,
drdgeas e produtos cosméticos, em preparacdes contendo
dotriacontane.

[006]. - Uso das formas farmacéuticas e produtos
cosméticos, contendo o hidrocarboneto dotfriccontane.

[007]. - Uso das formas farmacéuticas em
sinfomatologias de deficiéncia do sistema imunoldgico, em condicdes
agudas, sub-crénicas e cronicas, contendo o hidrocarboneto
dofriacontane.

HISTORICO DA INVENCAQ

[008]. A presente invencdo permite a idenfificagdo das

propriedades imunoestimulantes do hidrocarboneto dotriacontane no

campo humano e veterindrio.
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[009]. Os hidrocarbonetos naturais sdo compostos quimicos
constituidos apenas por dtomos de carbono (C} e de hidrogénio (H),
aos quais se podem juntar dtomos de oxigénio (O), nitrogénio (N) e
enxofre (§) dando origem a diferentes compostos de outros grupos
funcionais. SGo conhecidos alguns milhares de hidrocarbonetos. As
diferentes caracteristicas fisicas so uma conseqiéncia das diferentes
composicdes moleculares. Contudo, todos os hidrocarbonetos
apresentam uma propriedade comum, oxidam-se facilmente liberando
calor (PERUZZO; CANTO, 1999).

[010]. Algumas plantas possuem na sua constituicGo quimica
estruturas de hidrocarbonetos dos mais diversos pesos moleculares.

[011]. O n-tetracosano € um hidrocarboneto de cadeia longa de
formula molecular CosHsp e foi isolado e identificado na espécie Rourea
induta Planch., pertencente & familio Connaraceae (KALEGARI ef al.,
2011).

[012]. O ftrabalho de Tessmann e Dianese (2002) descreve o
Hentriacontano, um hidrocarboneto obtido de folhas de Syzygium
jambos [Myrtaceae), de féormula molecular CaiHss, © qual apresentou
efeito estimulante sobre a germinac@o de uredinidsporos de Puccinia
psidii, fungo que provoca doenga em algumas plantas como o proprio
jambo (Syzygium jambos L. Alston) e em outras espécies da familia
Myrtaceae, entre elas a goiaba (Psidium guajava L.} e Eucalyptus spp.

[013]. Na familia bignoniaceae, a espécie Jacaranda cuspidifolia
Mart., conhecida como caroba, jacarandd e bolacheira, revelou a
presenca de uma mistura de hidrocarbonetos de 15 carbonos
([pentadecano), 17 carbonos (heptadecano) e 20 carbonos (icosano)
em sua andlise fitoquimica, denfre outros compostos quimicos
elucidados [ARRUDA, 2009). A espécie Mansoa difficilis, também
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pertencente a esta familia, mostrou a presencga de hidrocarbonetos néo
identificados (SILVA et al., 2009).

[014]. Doftriacontane € um hidrocarboneto de cadeia longa de
formula molecular CxHes, € pode ser encontrado, assim como seus
derivados, em diversas familias boténicas como: Piperaceae, como por
exemplo em Piper befle Linn. [PARMAR et al., 1998; NAGORI! et al., 2011);
Malpighiaceae, como por exemplo em Byrsonima fagifolia (HIGUCHI et
al., 2011); Asteraceae, como por exemplo em Cenfaurea solstitialis L.
(LOGRADA et al.,, 2013); e Bignoniaceae, como por exemplo em
Newbouldia laevis e Pyrostegia venusta (GORMANN; SCHREIBER;
KOLODIIEJ, 2004; ROY et al., 2011).

[015]. Estudos realizados com a espécie Piper betle Linn., mostram
a presenca de dofriacontane e seus derivados nos seus exiratos e
descrevem algumas atividades bioldgicas desta planta, entre elas o
atividade imunomoduladora, porém, sem relacionar tal afividade com
esta subst@ncia e sim ao extrato metandlico contendo uma mistura de
fendis, flavonoides, taninos e polissacarideos (KANJWANI et al., 2008;
NAGORI et al., 2011).

[016]. Pesquisas realizadas por Higuchi et al. (2011), revelaram a
atividade antitubercular de dotriacontane contra Mycobacterium
tuberculosis e Concentracdo Inibitéria Minima de 62.5 ug/mL, porém,
poucas pesquisas mencionam as afividades bioldgicas desta
substancia.

[017]. As afeccbes que surgem em decorréncia da
imunodeficiéncia sGo um conjunto de doengas diversas nas quais o
sistema imunitdrio nGo funciona de forma adequada e, como
consequéncia, as infeccdes sdo mais habituais, recidivam com maior
frequéncia, sGo em geral mais graves e duram mais do que o habitual

(MERCK, 2014). As imunodeficiéncias ocorrem quando um ou mais dos
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componentes do sistema imunitdrio estdo inativos, diminuindo a
capacidade do sistema imunitdrio de resposta aos patdégenos. Além
disso, a imunidade mediada por células estd “defeituosa” na maioria
dos individuos com doencas neopldsicas, podendo ser amenizado
quando da utilizagdo de substancias imunoestimulantes (HOLMES, 1975).

[018]. Os leucdcitos ou glébulos brancos sdo células do sistema
imunoldgico, e tém como fun¢cdo a defesa do organismo na forma de
resposta celular. Eles s@o classificados em granulocitos (neutrdfilos,
eosindfilos e basdfilos) e agranuldcitos (linfocitos € mondcitos). Os
neutréfilos sGo moveis, realizam o fendbmeno de fagocitose e
apresentam-se em caso de processo inflamatério/infeccioso de longa
duragdo e em alta porcentagem no sangue circulante, constituindo a
primeira linha de defesa celular confra a invasGo de microorganismos
patogénicos (GUYTON; HALL, 2006).

[019]. Park, Fikrig e Smithwick (1968) foram os primeiros a aplicar o
teste de reducdo do nitroblue tetrazolium (NBT), para auxiliar na
diferenciac@o do diagnéstico dos estados febris induzidos por bactérias
dos estados que ndo tinham origem bacteriana. Eram examinados os
esfregacos microscopicamente para a determinagdo da percentagem
de neutrdfilos que apresentavam depodsitos intracitopldsmicos de
formazan, sendo esta mais elevada em infecgoes bacterianas.

[020]. Algumas doencas, especialmente as que envolvem um
defeito metabdlico da funcdo dos neutrdfilos, apresentam valores
baixos ou normais no teste de NBT mesmo nos casos em que existe uma
infecc@o bacteriana ativa. E possivel detectar estes estados através da
modificacdo do teste de NBT, de modo a incluir uma estimulag&o in
vitro do sistema fagocitdrio. A estimulacdo in vitro de sangue de
individuos normais, sem disfuncdes celulares ou humorais e sem

deficiéncia no metabolismo de granuldcitos, ird demonstrar um
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aumento acentuado na percentagem de neutrdfilos contendo
formazan. As células de doentes com disfuncdes, por exemplo, doenca
granulomatosa crénica, ndo apresentaram uma resposta positiva,
mesmo quando estimuladas (SIGMA-ALDRICH, 2013).

[021]. A busca por medicamentos que atuem em doencas que
envolvem deficiéncia do sistema imunoldgico é constante e alguns jé
possuem eficacia comprovada, inclusive envolvendo plantas, como é o
caso de preparacoes com extratos de espécies de Echinaceas (BAUER
& WAGNER, 1991).

[022]. Muitos produtos a base de plantas utilizadas na medicina
tradicional séo relatados pelas propriedades imunomoduladoras. Alguns
atuam na imunidade humoral mediada por células, outros ativam
apenas 0s componentes celulares do sistema imunitdrio, ou seja, @
func@o fagocitica, sem afetar a imunidade humoral. Os agentes que
ativam os mecanismos de defesa do hospedeiro, na presenca de uma
resposta imunitaria, podem proporcionar uma terapia de suporte @
quimioterapia convencional, sendo assim, alternativas vindas a partir de
extratos de plantas assim como seus componentes, podem servir de
apoio para o fratamento de determinadas patologias que envolvem o
sistema imunolégico (GHULE; YEOLE, 2012).

ESTADO DA ARTE

[023]. Atualmente os imunomoduladores sdo ufilizados na

medicina humana para o tratamento de algumas enfermidades como
neoplasias, imunossupresséo de causas variadas, artrite, asma e outras
enfermidades inflamatdrias. Na medicina humana e veterindria existem
situactes em que se torna desejdvel potencializar a resposta imune,
entre estas situacdes podemos citar o incremento da resisténcia as

infeccoes e o fratamento de enfermidades imunossupressoras ou
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infecciosas de origem multifatorial (CASTRUCCI et al., 1994; TIZARD,
2002).

[024]. Os imunomoduladores tem origem variada e podem ser
obflidos a partir de substancias farmacoldgicas sintéticas, produtos
microbianos e plantas medicinais (BLECHA, 2001), os quais podem-se
citar os interferons e indutores de interferon, as interleucinas, o bacilo de
Calmett-Guérin (BCG) e seus derivados, o Propionibacterium acnes
(Corynebacterium parvum], o levamizol, entre oufros (SPINOSA et al.
1999).

[025]. Os interferons e indutores de interferons inibem ou estimulam
a produga@o de proteinas, induzem receptores para Imunoglobulinas do
tipo G (lgG) e Fixadores de Complemento (FC) em mondcitos e
macrofagos aléem de estimularem macréfagos e células (NK). As
interleucinas possuem acdo mitégena para os fimécitos, estimulando o
resposta de fase aguda e a proliferacdo e ativagdo de linfécitos Te B e,
assim como interferons e indutores de interferon, estimulam macréfagos
e células NK. O BCG é uma cepa viva atenuada de Mycobacterium
bovis e seus derivados ativam células T e B, liberando linfocinas e
recrutando macréfagos resultando em agdo granulomatosa (SPINOSA
et al. 1999).

[026]. Propionibacterium acnes (P. acnes) € uma bactéria gram-
positiva, residente naturalmente das gléndulas sebdcias do foliculo
piloso da pele humana, e também conhecido como Corynebacterium
parvum, devida a sua semelhanca morfolégica e organizacional
[BRANNAN, 2005). Como todas as bacterinas, promove a formagdo de
anticorpos quando administrada como uma suspensdo inativada,
sendo rapidamente fagocitada pelos macréfagos, estimulando a
sintese de citocinas. Possui uma atividade complexa, j& que estimula os

macréfagos e a resposta de anticorpos aos antigenos timo-
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dependentes, mas possui efeito variado na resposta aos antigenos timo-
independentes. Esta bactéria possui acdo imunoestimulante geral que
leva a uma potencializacdo da atividade antibacteriana e antitumoral
(TIZARD, 2002). Mais especificamente, aumenta a producdo de linfécitos
T e B, aumentando, portanto, a imunidade mediada por células,
facilitando a funcdo de macréfagos e células NK (SPINOSA, 1999).

[027]. O levamisol &€ um fadrmaco antihelmintico de amplo
espectro utilizado no fratamento de parasitoses intestinais. Alem desta
utilizagcdo, atua no sistema imunoldgico de maneira semelhante ao
hormoénio timopoietina, produzido no timo, estimulando a acdo de
células T e a resposta aos antigenos, potencializando a produgdo de
interferons e aumentando a atividade fagocitdria de macréfagos e
neutrdfilos, estimulando a citotoxicidade mediada por células, a
producdo de linfocinas e a funcdo das células supressoras (TIZARD,
2002).

[028]. A imunomodulacdo é ainda um vasto campo para a
pesquisa em medicina humana e veterindria, e a descoberta de novos
produtos que atuem nas deficiéncias do sistema imunolégico pode
contribuir na profilaxia e na terapéutica das doengas infecciosas, bem
como de outras enfermidades de carater ndo infeccioso, como no caso
de doencas malignas como cancer.

PATENTES RELACIONADAS
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[034]. Immune-Stimulating Photoactive Hybrid Nanoparticles.
US2014220143 (A1. Dhar Shanta et al., 2014.
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derivatives. US4397848 (A). Bosies Elmar et al., 1983.

[037]. Immunostimulant agent compositions thereof and methods
for their preparation. GB1419969 (A). Pasteur Institut, 1975.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQ
[038]. A presente invencto refere-se & identificacdo das

propriedades imunoestimulantes de dotriacontane.

[039]. Para esta avaliagdo ufilizou-se metodologia adaptada e
modificada descrita por Park, Fikrig, Smithwick (1968}, Park, Good (1970),
Levinsky et al. (1983), Markert, Andrews, Babior (1984) e Abreu et dl,
(2009). realizando-se a andlise qualitativa dos neutrdfilos sob a influéncia
de dotriacontane, em ensaio que utiliza o nitroblue tefrazolium (NBT),
que reflete a ativacdo dos neutrédfilos através da geracdo de anion
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superdxido, que consequentemente reduz o NBT, resultando na
precipitacdo de um composto chamado formazan, que se deposita no
citoplasma dos neutréfilos, deixando-0 com uma coloragdo azulada,
possivel de ser detectada ao microscopio.

[040]. Primeiramente o dotriacontane foi dissolvido em DMSO
(dimetilsulfoxido - Tmg/mL). Desta primeira diluicdo retirou-se 250 uL e
acrescentou-se a 750 yL de dgua destilada {concentracdo resultante
de 250 ug/mL). Em seguida, retirou-se desta segunda solugcdo 10, 20, 40
e 60 uL e completou-se com 990, 980, 960 e 940 uL de dgua destilada,
ficando, respectivamente, as solugcdes nas concentragcdes de 2,5 - 5,0 -
10,0 e 15,0 yg/mL.

[041]. O phorbol myristate acetate (PMA), utilizado como controle
positivo de ativacdo celular, foi diluido em DMSO (1mg/mL}, assim como
a amostra do dofriacontane, repetindo-se o seguinte passo com 250 pl
da dilvicGo em 750 pl de dgua destilada. Por fim, 40 uyl desta Ultima
dilvicdo (250 ug/mL) foi acrescentada a 960 uL de dgua, resultando
numa solucdo com concentracdo de 10 yg/mL.

[042]. Para a técnica desenhou-se um circulo com
aproximadamente 1 cm de dié@metro no fundo de uma I&dmina de vidro.
Adicionou-se e espalhou-se no centro de cada circulo 0 PMA (10ug/mL)
e o dofriacontane nas concentracdes de 2,5, 5, 10 e 15 ug/mL. A placa
ficou em repouso & temperatura ambiente para secagem durante 2
dias.

[043]. Adicionou-se a suspens@o de neutrdfilos previomente
preparados em PBS no centro do circulo e incubou-se a 37°C em
c@mara Umida por 20 minutos. Apds a incubacdo, lavou-se 10 vezes a
placa com PBS, adicionou-se 1 ou 2 gotas de corante NBT 4mM (Peso
Molecular do NBT = 817,7g; 4mM = 3,2mg/mL de PBS) e incubou-se por
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15 minutos a 37°C em c@mara Umida. Lavou-se 3 vezes com PBS e
secou-se qo ar.

[044]. Corou-se a placa com safranina por 10 minutos, apds lavou-
se 3 vezes com dagua e secou-se ao ar. Posteriormente a placa foi
examinada ao microscopio para a observacdo das células coradas em
azul.

CITACAQ DAS FIGURAS E TABELAS

[045]. As figuras em anexo servirGo para o melhor entendimento

da presente patente de invengdo.

[046]. A Figura 1 ilustra o a férmula estrutural do hidrocarboneto
dotriacontane.

[047]. A figura 2 mostra os resultados obtidos com a avaliagdo da
atividade imunologica pelo ensaio com NBT do hidrocarboneto
dofriacontane, onde se visudliza nitidamente a formacdo dos depdsitos
de formazan pela reducdo do NBT, comprovando a ativacdo dos
neutrdfilos e consequentemente do sistema imunolégico.

[048]. Na figura 2, sGo demonstradas as imagens da Andlise de
Ativacdo de Célulos do Sistema Imunolégico Readlizado com
Dotriacontane, onde:

A: Controle sem Nbt;

B: Controle com Nbf;

C: Células Ativadas com PMA;

D: Dotriacontane 2,5 yg/mlL;

E: Dotriacontane 5 yg/ml;

F: Dotriacontane 10 ug/mL;

G: Dotriacontane 15 ug/mL.
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REIVINDICACOES

1. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO
HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E SUAS APLICACOES caracterizado
pelo processo de identificagcdo das propriedades imunoestimulantes do
hidrocarboneto dotriacontane e suas aplicacdes.

2. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO
HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E SUAS APLICACOES caracterizado
pelo uso de dofriocontane em formulacdes empregadas nas
construgdes de medicamentos na forma de comprimidos, ampolas
drageas, cdapsulas, xaropes, solugcdes, pomadas, cremes, emulsdes,
aerossol, pds e tabletes, para o fratamento de doencas do sistema
imunolégico

3. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO
HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E SUAS APLICACOES caracterizado
pelo fato de os produtos resultantes possuirem propriedades

imunoldgicas, no campo humano e veterindrio.
4. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO
HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E SUAS APLICACOES,

caracterizado pelo fato de poder ser aplicado nas dreas da

farmacologia, dermatologia, medicinal, terapéutica, veterindria nas
formas hipocrdatica e galénica, natural ou sintética, do hidrocarboneto
dotriacontane. ,

5. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO
HIDROCARBONETO  DOTRIACONTANE E  SUAS APLICACOES,
caracterizado pela sua utilizagdo em medicamentos para o fratamento

de doencas do sistema imunoldgico. ser na preparagdo de um
medicamento para problemas imunologicos.
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6. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO
HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E SUAS APLICACOES,

caracterizado pela sua atividade imunoestimulante.
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RESUMO

IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE IMUNOESTIMULANTE DO

HIDROCARBONETO DOTRIACONTANE E SUAS APLICAGCOES
A presente invencdo refere-se @ identificacdo das
propriedades imunoestimulantes de dofriacontane, e estd relacionada
ao seu uso em formas farmacéuticas liquidas, semissolidas e solidas tais
como solugdes, suspensdes, ampolas, xaropes, pomadas, cremes,
emulsdes, aerossol, pds, cdapsulas, tabletes, comprimidos, drageas e
produtos cosmeéticos, todas as quais contendo dotriacontane na sua
formulacdo, utilizadas em doencas que envolvem a deficiéncia do

sistema imunoldgico.
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