Republica Federativa do Brasil
Ministério da Industria, Comércio Exterior
e Servicos
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

@8R 1020140292047 a2 [ [ INHNANIAN]

(22) Data do Dep6sito: 24/11/2014

(43) Data da Publicacdo: 31/05/2016

(54) Titulo: DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO
DE ALOE COMO AGENTE ANTI-
INFLAMATORIO E PROCESSO PARA
OBTENCAO DO MESMO

(51) Int. Cl.: C12P 19/04; A61K 31/715; A61P
29/00

(73) Titular(es): UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA, FUNDACAO UNIVERSIDADE
FEDERAL DE GRANDE DOURADOS

(72) Inventor(es): MIGUEL DANIEL NOSEDA,
LUCIANO HENRIQUE CAMPESTRINI,
JENIFER MOTA RODRIGUES, MARIA
EUGENIA DUARTE NOSEDA, CANDIDA
APARECIDA LEITE KASSUYA

(57) Resumo: RESUMO DESPOLIMERIZADO
ENZIMATICO DE ALOE COMO AGENTE ANTI-
INFLAMATORIO E PROCESSO PARA
OBTENCAO DO MESMO A presente invengao
trata de um despolimerizado enzimatico de Aloe
como agente anti-inflamatério e processo para
obtencdo do mesmo. A invencao relata o uso de
um polissacarideo de baixa massa molar, obtido
a partir de despolimerizagdo enzimatica da
fracdo polissacaridica de Aloe barbadensis Miller
como agente anti-inflamatorio, utilizado de forma
isolada ou em conjunto de outros ativos, em
composic¢des farmacéuticas ou
dermocosmeéticas. Especificamente trata dos
processos de produc¢éo deste polimero ativo e
seu uso em métodos e composicdes para
tratamento de doencas inflamatérias, processos
inflamatorios e sintomas decorrentes.
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DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO DE ALOE COMO AGENTE ANTI-
INFLAMATORIO E PROCESSO PARA OBTENCAO DO MESMO

Campo da Invencdo

[001]. A presente invengdo refere-se ao uso e obtencdo de
um despolimerizado enzimdtico a partir da fragdo polissacaridica
de Aloe barbadensis Miller e sua aplicacdo como agente anti-
inflamatdrio. Mais precisamente, a técnica caracteriza-se por um
processo de exitracdo e obtencdo de um produto a partir de
despolimerizacdo enzimdtica, seguida de isolamento para
obtencdo da massa, pd ou fracdes, para emprego ou
comercializagdo total ou parcial com finalidades de aplicacdo nas
dreas da quimica, farmacologia, dermatologia, cosmetologia,
medicinal ou terapéutica. Mais especificamente trata da
obtencdo de um despolimerizado enzimdtico a partir da fragdo
polissacaridica de Aloe barbadensis Miller, o qual pode ser

empregado para o fratamento de condigcdes inflamatorias.

Fundamentos da invencdo e Estado da Técnica

Aloe barbadensis Miller e seu potencial terapéutico

[002]. Aloe barbadensis Miler, popularmente conhecida
como babosa ou Aloe € uma das espécies que apresenta grande
interesse terapéutico (ARAUJO, P. S. et al. Micropropagacdo de
babosa (Aloe vera - liliacece). Biotecnologia, Ciéncia e
Desenvolvimento, v. 25, p. 54-57, 1999). As Aloes sGo utilizadas na
medicina popular, devido caos seus efeitos benéficos
principalmente para o tratamento de problemas de pele e no
controle de infeccdes e inflamacgdes (VISUTHIKOSOL, V. ef al. Effect
of Aloe vera gel to hedling of burn wound a clinical and histological
study. Journal of the Medical Association of Thailand, v. 78, p. 403-
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409, 1995, OKAMURA, N. ef al. Three chromone components from
Aloe vera leaves. Phytochemishry, v. 43, p. 495-498, 1996; VAZQUELZ,
B. et al. Antiinflamatory activity of extracts from Aloe vera gel.
Journal of Ethnopharmacology, v. 55, p. 69-75, 1996; RODRIGUEZ, J.
D. et al. Antifungal activity in vifro of Aloe vera pulp and liquid
fraction against plant pathogenic fungi. Industrial Crops and
Products, v. 21, p. 81-87, 2005). O exirato aquoso obtido de suas
folhas é o principal produto utlilizado, e € constituido,
maijoritariamente, de polissacarideos, além de outros compostos
(YUSUF, S.; AGUNU, A.; DIANA, M. The effect of Aloe vera A. Berger
(Liliaceae) on gastric secretfion and acute gastric mucosal injury in

rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 93, p. 33-37, 2004).

[003]. Estudos demonstram que polissacarideos exibem um
grande numero de propriedades terapéuticas, incluindo a
modulacdo do sistema imune inato, mais especificamente da
func@o de macréfagos, além de outras atividades como anti-
inflamatdria, anfioxidante, antimicrobiana, antifongica e
antiparasitaria (SHEETS, M. A. et al. Studies of the effect of
acemannan on retfrovirus infections: clinical stabilization of feline
leukemia virus-infected cats. Molecular biotherapy, v. 3, p. 41-45,
1991; VAIQUEZ, B. et al. Antiinflamatory activity of extracts from
Aloe vera gel. Journal of Ethnopharmacology, v. 55, p. 69-75, 1996;
STUART, R. W. et al. Upregulation of phagocytosis and candidicidal
activity of macrophages exposed to the immunostimulant
acemannan. International Journal of Immunopharmacology, v. 19,
p. 75-82, 1997; YUN, C. H. et al. B-(1-3, 1—4) oat glucan enhances
resistance to Eimeria vermiformis infection in immunosuppressed
mice. International Journal of Parasitology, v. 27, p. 329-337, 1997;
HRCKOVA, G.; VELEBNY, S. Treatment of Toxocara canis infections in
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mice with liposome-incorporated benzimidazole carbamates and
immunomodulator glucan. Journal of Helminthology, v. 75, p. 141-
146, 2001; SCHEPETKIN, 1. A.; QUINN, M. T. Botanical polysaccharides:
Macrophage immunomodulation and therapeutic potential.
International Immunopharmacology, v. 6, p. 317-333, 2006). Para
Aloe barbadensis Miller, tanto o exirato aquoso, como a fragcdo
polissacaridica obtida por precipitagdo etandlica, apresentam
afividade cicatrizante, antiangiogénica, antivicerativa,
anfineopldsica e antiviral (KIM, H. S.; KACEW, S.; LEE, B. M. In vifro
chemopreventive effects of plant polysaccharides (Aloe
barbadensis Miller, Lentinus edodes, Ganoderma lucidum and
Coriolus versicolor}. Carcinogenesis, v. 20, p. 1637-1640, 1999; PAEZ,
A. et al. Growth, soluble carbohydrates, and aloin concentration of
Aloe vera plants exposed to three iradiance levels. Environmental
and Experimental Botany, v. 44, p. 133-139, 2000; CAMPESTRINI, L.
Aloe barbadensis Miller: andlise do perfil metabdlico e estudos dos
efeitos vasculogénicos e angiogénicos do exirato do parénquima
de reserva, da fragdo polissacaridica (FP) e da acemanana. 203p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal de
Santa Cataring, Floriandpolis, 2007). Nos estudos utilizando o extrato
aquoso, sugere-se que as afividades biologicas possam  ser
atribuidas  pela interacdo sinergistica de seus constituintes
(FEMENIA, A. et al. Compositional features of polysaccharides from
Aloe vera [(Aloe barbadensis Miller) plant tissues. Carbohydrate
Polymers, v. 39, p. 109-117, 1999}.
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Polissacarideos do parénquima de reserva de Aloe barbadensis
Miller

[004]. Dos polissacarideos encontrados no parénquima de
reserva de A. barbadensis, destacam-se as glucomananas, que
sdio polimeros formados por D-glucose e D-manose. Polimeros de D-
manose (mananas) isoladas ou em combinagdo com outras
unidades monossacaridicas sdo um constituinte comum de
polissacarideos de plantas  [ASPINAL, G. O. Mannans,
galactomannans and glucomannans. In: ASPINAL, G. O. et al
Polysaccharides. New York: Pergamon Press Limited, p. 85-93, 1970).

[005]. Um dos primeiros frabalhos voltado & determinagcdo de
estruturas de polissacarideos isolados do género Aloe foi publicado
em 1948 e descreveu a composicdo do exirato de A. barbadensis
(EA). Utilizando hidrolise acida total da fracdo polissacaridica,
foram identificadas massas equimolares de manose e glucose e
2,73% em peso seco de dcidos urdnicos (ROBOLZ, E.; HAAGEN-SMITH,
M. A mucilage from Aloe vera. Journal American Chemical Society,
v. 70, p. 3248, 1948). Na década de 1960, outro estudo com uma
fracdo parcialmente purificada do EA, identificou além de manose
e glucose, tracos de arabinose, galactose e xilose (SEGAL, A.;
TAYLOR, J. A.; EOFF, J. C. A re-investigation of the polysaccharide
material from Aloe vera mucilage. Uoydia, v. 41, p. 423, 1948). Em
1978, Waller, Mangiafico e Ritchey isolaram também um
polissacarideo obtido do EA, cuja composicdo foi manose e
glucose (WALLER, G. R.; MANGIAFICO, S.; RITCHEY, C. R.; A chemical
investigation of Aloe barbadensis Miler. Proceedings of the
Oklahoma Academy of Science, v. 58, p. 69-76, 1978].
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[006]. Gowda, Neelisiddaiah e Anjaneyalu (1979) isolaram
quatro polissacarideos do EA afravés de precipitacdes seletivas
com etanol, nomeados de AlA, AlIB, A2 e B, que foram
identificados como glucomananas parcialmente acetiladas, com
diferentes proporgdes entre as unidades de glucose, manose e
grupamentos acetila. O trabalho demonstrou que o polissacarideo
B possuia maior conteddo de O-acetlil e que com tratamento
alcdlino, este perdia a propriedade de formar gel. Este foi o
primeiro frabalho a relatar a presenga de grupamento acetila
nesta espécie. A metilacdo dessas glucomananas mostrou uma
estrutural  linear com ligacdes B-(1-»4)] (GOWDA, D. C;
NEELISIDDAIAH, B.; ANJANEYALU, Y. V. Stuctural studies of
polysaccharides from Aloe vera. Carbohydrate Research. v. 83, p.
402-405, 1979).

[007]. Posteriormente, Mandal e Das (1980) determinaram a
estrutura de uma B-D-galactana ramificada em O-6, extraida com
dgua a 100°C, do tecido parenquimdtico da folha de Aloe. Esta foi
fracionada em coluna de DEAE-celulose, de onde foi obtido um
polissacarideo contendo 92.9% de D-galactose, 3,8% de dcido
galacturénico e massa molar de 3,74 x 104 g.mol! [MANDAL, M;
DAS, A. Structure of the D-galactan isolated from Aloe barbadensis
Miller. Carbohydrate Research, v. 84, p. 247, 1980).

[008]. No mesmo ano, os autores publicaram outro trabalho
onde caracterizaram um polissacarideo, identificado como uma B-
D-glucomanana extraida da mesma forma com dgua a 100°C e
repetidamente fracionada com cloreto de cdicio e solugcdo de
Fehling (MANDAL, M.; DAS, A. Structure of the glucomannan
isolated from the leaves of Aloe barbadensis Miller. Carbohydrate
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Research, v. 87, p. 249, 1980). Esta glucomanana apresentou uma
relacdo manose:glucose de 22:1 e massa molar de 1,5x104 g.mol-l.,
As andlises indicaram que a cadeia principal era formada por
manose e glucose (1—4) ligadas, com ramificacdo em O-6.

[009]. As glucomananas parcialmente acetfiladas sGo os
principais polissacarideos do EA, também denominadas de
acemanana (FARKAS, A. Topical medicament including poliuronide
derived from aloe. US3103466. Sep. 10, 1963; ZHANG, L.; TIZARD, I. R.
Activation of a mouse macrophage cell line by acemannan: the
major  carbohydrate  fraction from  Aloe  vera gel.
Immunopharmacology, v. 35 p. 119-128, 1996; REYNOLDS, T
DWECK, A. C. Aloe vera leaf gel: a review update. Journal of
Ethnopharmacology, v. 68, p. 3-37, 1999; NI, Y. et al. Isolafion and
characterization of structural components of Aloe vera L. leaf pulp.
International Immunopharmacology, v. 4, p. 1745-1755, 2004). Este
polimero apresenta cadeias de tamanhos varidveis, maiores que
1000 kDa, formadas por unidades de manose e glucose B-(1—4)
ligadas (LEE, J. K. et al. Acemannan purified from Aloe vera induces
phenotypic and functional maturation of immature dentritic cells.
International Immunopharmacology, v. 1, p. 1275-1284, 2001;
TURNER, C. C. et al. Evaluation and comparison of commercially
available  Aloe vera L. products using size exclusion
chromatography with refractive index and multi-angle laser light
scattering detection. International Immunopharmacology, v. 4, p.
1727-1737, 2004).

[010]. Em média, cada wunidade de manose do
polissacarideo possui um grupamento acefila em uma das trés
hidroxilas disponiveis do anel (DIEHL, B.; TEICHMULLER, E. E. Aloe
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vera, quality inspection and idenfification. Agro Food Industry Hi-
Tech, v. 9, p. 14-16, 1998}, caracteristica esta que corrobora para a
denominacdo de acemanana. A razdo para esta variagcdo é
atribuida as mudancas sazonais e/ou ao efeito da localizacdo
geogrdfica dos cultivos [YARON, A. Characterization of Aloe vera
gel before and after autodegradation, and stabilization of the
natural fresh gel. Phytotherapy Research, v. 7, p. S11-813, 1993; NI, Y.
et al. Isolation and characterization of structural components of
Aloe vera L. leaf pulp. International Immunopharmacology, v. 4, p.
1745-1755, 2004; BOIZZl, A. et al. Quality and authenticity of
commercial Aloe vera gel powders. Food Chemistry, v. 103, p. 22-
30, 2007; CAMPESTRINI, L. Aloe barbadensis Miller: analise do perfil
metabdlico e estudos dos efeitos vasculogénicos e angiogénicos
do extrato do parénquima de reserva, da fracdo polissacaridica
(FP) e da acemanana. 203 p. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) - Universidade Federal de Santa Cataring,
Florianépolis, 2007). Além da acemanana, outros polissacarideos
tém sido isolados do extrato obtido de folhas de Aloe, incluindo
arabinanas, xilanas, arabinoramnogalactanas e  pectinas
(WOIZNIEWSKI, T.; BLASCHEK, W.; FRANZ, G. Isolation and structural
analysis of a glucomannan from the leaves of Aloe arborescens var.
Miller. Carbohydrate Research, v. 198, p. 387-391, 1990; MABUSELA,
W. T.; STEPHEN, A. M.; BOTHA, M. C. Carbohydrates polymers from
Aloe ferox leaves. Phytochemistry, v. 29, p. 3355-3558, 1990).

[011]. A determinacdo das posicoes dos grupos acetila nos
polissacarideos do EA ainda suscita dovidas. Para a acemanana,
foi determinado que os grupamentos acetila estariam localizados
em C-2/C-3 e C-6 em uma razdo de cerca 50:50 (MANNA, S.;
McANALLEY, B. H. Determination of the position of the O-acetyl



8/55

group in a B-{1.,4}-mannan (acemannan) from Aloe barbadensis
Miller. Carbohydrate Research, v. 241, p. 317-319, 1993).

[012]. Esua e Rauwald (2006) isolaram do EA, extraido da
planta em temperatura abaixo de 15°C, trés novos compostos de
natureza glicidica os quais foram denominados maloil-glucanas por
constituirem-se de uma cadeia linear de glucanas substituidas em
C-6 por um grupo maloila. Estes compostos de baixa massa molar
foram denominados de veracilglucanas A [monossacarideo), B
(dissacarideo) e C (hexassacarideo) (ESUA, M. F.; RAUWALD, J. W.
Novel bioactive maloyl glucans from Aloe vera gel: isolation,
structure elucidation and in vifro bioassays. Carbohydrate Research,
v. 341, p. 355-364, 2006). Estes compostos foram caracterizados
como 6-O-(1-L-maloil)-a,p-D-Glcp (veracilglucana A), «-D-Glcp-
(1-4)-6-O-{1-L-maloil)-a..p-D-Glcp (veracilglucana B) e o-D-Glcp-
(1->4)-tetra-[6-O-(1-L-maloil}-a-D-Glcp-(1->4)]-6-O-(1-L-maloil}-a,B-D-
Glcp (veracilglucana C). Somente uma pequena massa de
veracilglucana A pode ser isolada e esta se mostrou muito instavel
com o aumento da temperatura. As demais apresentaram

estabilidade térmica.

[013]. Qutras espécies de Aloe apresentam glucomananas
com caracteristicas quimicas semelhantes & A. barbadensis.
Glucomananas acefiladas sGo obfidas de A. vahombe e A.
arborescens, com razdo Man:Glc de 3:1 e 3,5:1, respectivamente
(RADJABI, F.; AMAR, C.; VILKAS, E. Structural studies of the
glucomannan from Aloe vahombe. Carbohydrate Research, v. 116,
p. 166-170, 1983; WOINIEWSKI, T.; BLASCHEK, W.; FRANZ, G. Isolation

and structural analysis of a glucomannan from the leaves of Aloe
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arborescens var. Miller. Carbohydrate Research, v. 198, p. 387-391,
1990]).

Aplicacdes industriais e propriedades farmacologicas

[014]. Embora existam mais de 250 espécies do género Aloe,
somente trés ou quatro dessas apresentam relatos na literatura
referentes a propriedades medicinais, sendo A. barbadensis a de
maior interesse terapéutico e nutricional (ARAUJO, P. S. et al.
Micropropagacdo de babosa ([Aloe vera - Lliliaceae).
Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento, v. 25, p. 54-57, 1999). As
aloes s@o plantas largamente ulilizadas na medicina popular, no
tratamento de queimaduras, em diabetes, hepatite, obesidade,
controle das taxas de lipidios no sangue (OKAMURA, N. et al. Three
chromone components from Aloe vera leaves. Phytochemistry, v.
43, p. 495-498, 1996, VALIQUEZ, B. ef al. Anfinflamatory activity of
extracts from Aloe vera gel. Journal of Ethnopharmacology, v. 55, p.
69-75, 1996; SACCU, D.; BOGONI, P.; PROCIDA, G. Aloe exudates:
Characterization by reverse phase HPLC and headspace CG-MS.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 49, p. 4526-4530, 2001;
BAUTISTA-PEREZ, R., SEGURA-COBOS, D., VASQUEZ-CRUZ, B. In vitro
antibradykinin  activity of Aloe barbadensis gel. Journal of
Ethnopharmacology, v. 93, p. 89-92, 2004; RODRIGUEZ, J. D. et al.
Antifungal activity in vitro of Aloe vera pulp and liquid fraction
against plant pathogenic fungi. Industrial Crops and Products, v. 21,
p. 81-87, 2005) e ainda como agente cicatrizante, antivicerativo,
antineopldsico e antiviral (KIM, H.S.; KACEW, S.; LEE, B. M. In vitro
chemopreventive effects of plant polysaccharides (Aloe
barbadensis Miller, Lenfinus edodes, Ganoderma lucidum and

Coriolus versicolor). Carcinogenesis, v. 20, p. 1637-1640, 1999; PAEL.,
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A. et al. Growth, soluble carbohydrates, and aloin concentration of
Aloe vera plants exposed to three iradiance levels. Environmental
and Experimental Botany, v. 44, p. 133-139, 2000).

[015]. As afividades farmacoldgicas do EA sGo em sua maior
parte atribuidas aos polissacarideos (REYNOLDS, T.; DWECK, A. C.
Aloe vera leaf gel: a review update. Journal of Ethnopharmacology,
v. 68, p. 3-37, 1999). Sugere-se, entretanto, que o EA exerca
atividades terapéuticas por meio da interacdo sinergistica de seus
constfituintes (FEMENIA, A. et al. Compositional features of
polysaccharides from Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) plant
tissues. Carbohydrate Polymers, v. 39, p. 109-117, 1999}, incluindo
alcaldides, saponinas, dcidos graxos, esterdis, minerais, vitaminas
(A, C e E), aminodcidos e outros metabdlitos secunddrios como as
antraguinonas (YUSUF, S.; AGUNU, A.; DIANA, M. The effect of Aloe
vera A. Berger (Liliaceae) on gastric secretion and acute gastric
mucosal injury in rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 93, p. 33-37,
2004). Por outro lado, hd relatos de que os polissacarideos exercem
atividade anti-tumoral sem qualquer acdo sinergistica com outros
componentes (FEMENIA, A. et al. Compositional features of
polysaccharides from Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) plant
tissues. Carbohydrate Polymers, v. 39, p. 109-117, 1999).

Aspectos relacionados ao processo inflamatorio

[016]. O processo inflamatdrio € uma resposta a estimulo
lesivo, sendo evocado por ampla variedade de agentes nocivos. A
capacidade de induzir uma resposta inflamatdria € essencial &
sobrevivéncia frente aos patdgenos e agressdées ambientais
(MEDZHITOV, R. Origin and physiological roles of inflammation.
Nature, v. 454, p. 428-35, 2008; BRUNTON, L. et al. Manual de
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farmacologia e terapéutica. Porto Alegre: AMGH, 2010}). O
desencadeamento deste processo pode se dar afravés de
diferentes agentes, denominados flogisticos, fisicos ou quimicos.
Dentre os fatores fisicos pode-se citar queimadura ou
congelamento, traumas, radiagdes UV e fraturas. Como exemplos
de agentes quimicos, pode-se citar os dcidos, bases, dleos e alguns
polissacarideos como a carragenina ou carragena. Pode ainda ser
desencadeado por agentes biologicos como bactérias, fungos e
virus (CARVALHO, J. C. T. Fitoterdpicos anti-inflamatérios: aspectos
quimicos, farmacolégicos e aplicagdes terapéuticas. Ribeirdo
Preto, SP, Tecmed, 2004).

[017]. A inflamacdo tem firés papéis fundamentais no
combate as infecgcdes. O primeiro € o de oferecer células e
moléculas efetoras adicionais aos sitios de infeccdo para aumentar
a morte dos microorganismos invasores por macrofagos. O
segundo € o de proporcionar uma barreira fisica, na forma de
coagulagcdo microvascular, para prevenir a propagacdo da
infeccdo. O terceiro € o de promover o reparo dos tecidos
danificados, uma tarefa ndo imunoldgica (LANGMEAD, L.; MAKINS,
R. J.. RAMPTON, D. S. Anti-inflammatory effects of Aloe vera gel in
human colorectal mucosa in vitro. Alimentary Pharmacology and
Therapeutics, v. 19, p. 521-527, 2004). Em resumo, a inflamacdo &,
na maioria das vezes, uma resposta protetora cuja fungdo € livrar o
organismo da causa inicial da lesdo celular e das conseqUéncias
dessa lesdo (COLLINS, T. Acute and chronic inflammation. In:
COTRAN, R.S.; KUMAR, V.; COLLINS, T (Eds.]. Robbins pathologic
basis of disease. 6 ed. Philadelphia: Saunders, 1999. cap. 3, p. 50-88;
ROTE, N.S. Inflammation. In: McCANCE, K.Ll., HUETHER, S.E.
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Pathophysiology: the biologic basis for disease in adults and
children. 3 ed. St. Louis: Mosby, 1998. cap. 7, p. 205-236).

[018]. As caracteristicas cldssicas de inflamacdo, como
descrito por Celsus de “rubor” (vermelhiddo), “tumor” (edema),
“dolor” (dor}, e calor sGo as manifestacdes sintomdaticas nos tecidos
em respostas a estimulos nocivos, tais como patdgenos invasores,
danos celulares e outros iritantes. As inflamagdes agudas e
cronicas sa@o caracterizadas por varios processos fundamentais,
incluindo a exsudag¢do de liquidos e proteinas plasmdaticas, o
recrutamento de leucdcitos, e ativacdo celular e presenca de
mediadores do processo inflamatorio no plasma. Em geral, este
processo € auto limitante e conduz a um retorno do tecido e
orgdos, para um estado normal tanto estrutural e funcional
(LARSEN, G. L.; HOLT, P. G. The concept of airway inflammation.
American Journal Respiratory and Critical Care Medicine, v.142, p.
S2-86, 2000; MANICONE, A. M. McGURE, J. K. Matrix
metalloproteinases as modulators of inflammation. Seminars in Cell

& Developmental Biology, v. 19, p. 34-41, 2008).

[019]. A volta & normalidade envolve a neutralizacdo e
eliminagcdo do agente agressor, normalizacdo da permeabilidade
vascular, cessacto da infiltracdo leucocitdria, apoptose dos
neutrdfilos presentes no sitio inflamatdério e remocgdo dos corpos
apoptdticos, corpos estranhos e residuos celulares, eventos nos
quais  os macrofagos exercem um  papel importante,
reconhecendo e fagocitando os neutrdfilos apoptoticos de
maneira ndo flogistica (GILROY, D. W. et al. Inflammatory resolution:
new opportunifies for drug discovery. Nature reviews. Drug
Discovery, v. 3, p. 401-16, 2004; KUMAR, V. ABBAS, A. K.; FAUSTO, N.
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Patologia Estrutural e Funcional. 7. ed. Guanabara-Koogan, 2007;
WEIGERT, A.; JENNEWEIN, C.; BRUNE, B. The licison between
apoptotic cells and macrophages—the end programs the
beginning. Biological Chemistry, v. 390, p. 379-90, 2009).

Mediadores do processo inflamatério

[020]. O recrutamento de células inflamatdrias para os locais
de lesdo envolve interacbes em concerio de vdarios tipos de
mediadores solUveis, como o fator C5a do complemento, o fator
de ativacdo plaqguetdria (PAF) e o eicosanoide LTB4, que podem
agir como agonistas quimiotdcticos. As citocinas como IL-1 e TNF-a
desempenham papéis essenciais na orquestracdo do processo
inflamatdrio, uma vez que sdo considerados ©s principais
mediadores das respostas bioldgicas ao LPS bacteriano (BRUNTON,
L. et al. Manual de farmacologia e terapéutica. Porto Alegre:
AMGH, 2010}.

[021]. Os sinais clinicos do processo inflamatdrio sdo
ocasionados devido ao aumento da permeabilidade vascular com
consequente extravasamento de fluido para a drea lesionada. Este
processo € desencadeado atfravés de mediadores quimicos, que
podem ser de origem plasmdatica ou celular. Os mediadores
plasmdticos sGo as citocinas e o sistema complemento, processo
de coagulagdo e o processo fibrinolitico. Estes mediadores estdo
na forma precursora e necessitam ser ativados para promover os

seus efeitos biolbgicos.

[022]. Fazem parte dos mediadores celulares as aminas
vasoativas (histamina, serotonina), os metabdlitos derivados do
dcido araquidbnico (eicosandides), as enzimas lisossomais, as

metaloproteinases, os radicais livres derivados do oxigénio e o fator
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de ativacdo plaguetdria (PAF). Estes mediadores podem ser pré-
formados ou sintetizados nas células ativadas, em resposta a um
estimulo (BARNES, J.; ADCOCK, I Anfisinflammatory actions of
steroids: molecular mechanisms. Trends in Pharmacological
Sciences, v. 14, p. 436-40, 1993).

[023]. Durante a inflamacé&o aguda ha liberacdo de varios
mediadores. Esses mediadores quimicos e seus alvos moleculares
representam motivo de grande interesse, uma vez que constituem
alvos farmacolégicos importantes para drogas potencialmente
anfi-inflamatérias. Atualmente existem vdrios produtos, naturais e
sintéticos, que sdo utilizados para o fratamento dos mais diversos
processos inflamatérios. Entretanto, até o momento, ndo foi
identificado o anfi-inflamatério ideal, quer seja pela limitacdo de
sua eficGcia ou pela amplitude dos seus efeitos adversos. Neste
aspecto, & importante salientar que, muitos dos anti-inflamatorios,
de uso oral, disponiveis atualmente sdo capazes de induzir lesdes
gdstricas por inibirem a sintese de prostaglandinas (PGs), o que
representa uma importante limitacdo ao uso do produto. Assim, a
procura por substancias que apresentem potente atividade anti-
inflamatdria e efeitos adversos limitados continua sendo bastante
estimulada na comunidade cientifica (SANTOS NETO, M. Avaliagdo
das atividades antinociceptiva, antiinflamatéria e antipirética do
extrato hidroalcodlico bruto de Cochlospermum regium (Mart &
Schrank) Pilger em ratos. Dissertacdo [(Mestrado em Gestdo,
Pesquisa e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica) -
Universidade Catdlica de Goids, Goiania, 2009).

[024]. Dentre os produtos naturais, os polissacarideos atraem

a atencdo da comunidade cientifica, uma vez que sua complexa
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estrutura pode modular diversas agodes fisioldgicas e patologicas,
como a inflamagdo [KANG, S. M. ef al. Anti-inflammatory activity of
polysaccharide purified from AMG-assistant extract of Ecklonia
cava in LPSsstimulated RAW 264.7 macrophages. Carbohydrate
Polymers, v. 85, p. 80-85, 2011). Desde a primeira década do século
21, ensaios com polissacarideos sdo relatados, com resultados
promissores na diminuicdo de edema e da adesdo de macrdéfagos
(POPOV, S. V. et al. Antinflammatory activity of the pectic
polysaccharide from Comarum palustre. Fitoterapia, v. 76, p. 281-
287, 2005; TONG, H. et al. Structural characterization and in vifro
inhibitory activities in P-selectin mediated leukocyte adhesion of
polysaccharide fraction isolated from the roots of Physalis alkekengi.
international Journal of Biological Macromolecules, v. 49, p. 210-
217, 2011).

[025]. Os exemplos mais cldssicos de polissacarideos utilizados
como fontes de compostos anti-inflamatérios sdo o do sulfato de
glucosamina e sulfato de condroitina, de origem animal, utilizados
para tratamento de inflamagdes  Osteo-articulares.  Foi
demonstrado que a absorcdo deste glucosaminoglicano via oral
depende do tamanho da cadeia, densidade de cargas e
presenca elevada de grupos sulfatos. Apds a administragcdo, eles
sdo quebrados em oligossacarideos e polissacarideos de menor
massa molar, sendo assim enviados ao seu sitio de acdo devido &
presenca de pontas redutoras, que sdo os marcadores de
enderecamento, principalmente em cartilagens e liquido sinovial,
onde atuam como redutores da inflamagdo e dor (RONCA, F. ef al.
Anti-inflammatory activity of chondroitin sulfate. Osteoarthritis and
Cartilage, v. 6, p. 14-21, 1998).
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[026]. Polissacarideos como as pectinas, glucanas,
galactomanoglucanas e glucomananas foram alvos  de
investigacdo em experimentos in vivo e in vifro, demonstrando a
capacidade de diminuir edema, inibir a permeabilidade capilar e
estimulacdo da capacidade fagocitica (Da SILVA, B. P.; PARENTE, J.
P. Bioactive polysaccharide from Costus spicatus. Carbohydrate
Polymers, v. 51, p. 239-242, 2003; BARRETO, S. W.; PARENTE, J. P.
Chemical propertfies and biological activity of a polysaccharide
from Cyrfopodium cardiochium. Carbohydrate Polymers, v. 64, p.
287-291, 2006; Da SILVA, B. P. PARENTE, J. P. Chemical properties
and antiinflammatory activity of a galactomannoglucan from
Arecastrum romanzoffianum. Phytochemistry Letters, v. 3, p. 109-112,
2010).

[027]. Glucanas de origem vegetal, como as encontradas na
cana-do-brejo (Costus spicatus), foram estudadas como possiveis
candidatos a compostos anfi-inflamatorios. As trés glucanas
encontradas nesta planta, possuem cadeia principal composta por
ligacbes do tipo a-{1-3), com cadeias laterais de unidades
glucopiranosil em a-{1-3), (1—6) e apresentaram efeito fagocitico
e inibidor da permeabilidade capilar. Estas estruturas sdo
altamente ramificadas e por consequéncia sua estrutura
tridimensional dificulta a passagem para a circulagdo, guando
ingeridas via oral. Os autores sugeriram que uma amilase humoral
pode hidrolisar certas ligacdes como as a-{1-+4) e possivelmente as
a-(1-3), clivando as grandes moléculas de glucanas em
polissacarideos menores, porém longas o suficiente para exercer
suas afividades (Da SILVA, B. P.; PARENTE, J. P. Bioactive
polysaccharide from Costus spicatus. Carbohydrate Polymers, v. 51,
p. 239-242, 2003). Uma glucana isolada do mesocarpo do fruto de
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Orbignya phalerata aumentou a fagocitose in vivo e demonsirou
efeito anti-inflamatdrio (Da SILVA, B. P.; PARENTE, J. P. An anfi-
inflammatory and immunomodulatory  polysaccharide  from
Orbignya phalerata. Fitoterapia, v. 72, p. 887-893, 2001).

[028]. Também B-glucanas de origem fingica sdo alvo de
estudos pela capacidade de atuar no processo de dor e
inflamagdo. Muitos cogumelos do género Agaricus, Lenfinula e
Pleurotus foram investigados quanto as atividades bioldgicas
(MARINO, R. H. et al. Morphomolecular characterization of Pleurotus
ostreatus (Jacq. Fr.) Kummer strains in relation to luminosity and
temperature of fructification. Scientia Agricola, v. 60, p.531-535,
2003). A glucana isolada do basidiomiceto Geastrum saccatum,
injetada infravenosa mostrou redugdo do edema de orelha em
camundongos, na ordem de 60,4% para a concentracdo de 10
mg.kg' e 21.3% para 50 mg.kg!, demonstrando que altas
concentracdes ndo sdo eficazes na reducdo do edema {DORE, C.
M. P. G. et al. Antinflammatory, antioxidant and cytotoxic actions
of B-glucan-rich extract from Geastrum saccaftum mushroom.

International Immunopharmacology, v. 7, p. 1160-1169, 2007}.

[029]. Trabalhos redlizados com uma glucomanana acetilada
obtida de bulbos de orquideas do género Cyrfopodium mostrou-se
eficaz na inibicdo da permeabilidade vascular, que € um primeiro
estdgio do processo inflamatdrio (BARRETO, S. W.; PARENTE, J. P.
Chemical properties and biological activity of a polysaccharide
fromm Cyrfopodium cardiochium. Carbohydrate Polymers, v. 64, p.
287-291, 2006). Ja, uma galactomanoglucana enconfrada em
mesocarpos de frutos do jerivazeiro mostrou potencial anti-

inflamatério significativo no controle da fase inicial do processo
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inflamatdrio, provocando uma inibicdo da formacdo de edema
semelhante aos compostos de referéncia, indometacina e
dexametasona. No entanto, o polissacarideo exibiu menor
atividade quando comparada com os controles na fase tardia da
inflamacgdo [Da SILVA, B. P. PARENTE, J. P. Chemical properties and
antiinflammatory  activity of a galactomannoglucan  from
Arecastrum romanzoffianum. Phytochemistry Letters, v. 3, p. 109-112,
2010).

[030]. Uma pectina isolada de Comarum palustre,
denominada comarumana, apresentou efetividade de 59% em 24
h de ensaio, sendo que ao final do sélimo dia de avaliagdo,
apresentou resposta anti-inflamatdria de 29% (POPOV, S. V. et al.
Antiinflammatory activity of the pectic polysaccharide from
Comarum palustfre. Fitoterapia, v. 76, p. 281-287, 2005).

[031]. Polissacarideos obtidos de flores de Centaurea cyanus
demostraram atividade anti-inflamatéria em diferentes modelos
experimentais, incluindo edema induzido por carragenina e 6leo
de créton. Acido galacturénico, arabinose, glucose, ramnose e
galactose foram enconfrados como sendo 0s principais
componentes desses polissacarideos (GARBACKI, N. et al. Anti-
inflammatory and immunological effects of Centaurea cyanus
flower-heads. Journal od Ethnopharmacology, v. 68, p. 235-241,
1999).

[032]. L-arabinanas isoladas de caldo de Sfreptomyces
fradiae apresentaram atividade inibitdéria em edema induzido por
carragenina [ARITA, H. et al Structural Studies on Anti-inflammatory
Polysaccharides from Streptomyces fradiae. Journal of Biochemistry,
v.76,n. 4, p.861-869, 1974)



19/55

[033]. Atividade anti-inflamatdria do gel de Aloe vera tem
sido largamente reportada por jornais cientificos. Rubel {1983)
discute o possivel mecanismo do efeito anti-inflamatdrio de gel de
Aloe (RUBEL, B. L. Possible mechanisms of the healing actions of
Aloe gel. Cosmetics and Toiletries, v. 98, p. 109-114, 1983). Ukai et al.
(1983) mostra a atividade anti-inflamatdria de polissacarideos
extraidos do corpo de frufificacdo de vdarios fungos. Os
polissacarideos apresentaram um significante efeito inibitdrio sobre
edema induzido por carragenina. Um dos polissacarideos testados,
a-D-manana O-acetilada, demonstrou efeito de inibicGo maior que
a fenilbutazona sobre hiperalgesia de gqueimadura em dois
modelos de ensaio inflamatdrios. A afiimagdo de que este
polissacarideo € purificado, livre de proteinas e lipideos, fortemente
sugere que o efeito anti-inflamatdério € devido a manana acetilada
presente (UKAI, S. Polysaccharides in fungi. XIV. Anfi-inflammatory
effect of the polysaccharides from the fruit bodies of several fungi.
Journal of Pharmacobio-Dynamics, v. 6, n. 12, p. 983-990, 1983).

[034]. Os trabalhos descritos desde a década de 80 para a
Aloe barbadensis, ufilizaram extrato aquoso nos enscios de
atividade anti-inflamatéria em diversos modelos como o de edema
de pata, edema de orelha e modelos flogogénicos (DAVIS, R. H.;
KABBANI, J. M.; MARO, J. P. Wound hedling and antiinflammatory
activity of Aloe vera. Proceedings of the Pennsylvania Academy of
Science, v. 60, p. 79, 1986; DAVIS, R. H. et al. Anti-inflammatory
activity of Aloe vera against a spectrum of irritants. Journal of the
American Pediatric Medical Association, v. 79, p. 263-276, 198%;
VAIQUELZ, B. et al. Anfiinflamatory activity of extracts from Aloe vera
gel. Journal of Ethnopharmacology, v. 55, p. 69-75, 1994). Os
resultados descritos apontaram para a atuacdo sinérgica dos
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polissacarideos e anfraguinonas, presenfes no exirato aquoso,
como responsaveis pela acdo anti-inflaomatdria (GRINDLAY, D.;
REYNOLDS, T. The Aloe vera phenomenon: A review of the
properties and modern uses of the leaf parenchyma gel. Journal of
Ethnopharmacology, v. 16, p. 117-151, 1986; DAVIS, R.H. et al. Anti-
Inflammatory activity of Aloe vera against a spectrum of irritants.
Journal of the American Podiatric Medical Association, v. 79, n. é, p.
263-276, 1989; CAPASSO, F. et al. Aloe and its therapeutic use.
Phytotherapy Research, v. 12, p. S124-5127, 1998).

[035]. Um estudo redlizado por Vazquez e colaboradores
(1996), utilizou a fracdo polissacaridica bruta de A. barbadensis,
gue foi testada na dose de 100 mg.kg'! no ensaio de edema de
pata e inibiv a formacdo de edema em uma percentagem
semelhante & inibicdo produzida pelos agentes anti-inflamatorios
bem estabelecidos, como a indometacina e dexametasona
(VAIQUEZ, B. et al. Antiinflamatory activity of extracts from Aloe
vera gel. Journal of Ethnopharmacology, v. 55, p. 69-75, 1996). Esta
Ultima  por possuir caracteristicas esteroidais inibe a enzima
fosfolipase Az, que é responsdvel pela liberagcdo de dcido
araquidbénico, o substrato para a producdo de prostaglandinag
(BLACKWELL, G. J. et al. Macrocortin: a polypeptide causing the
antiphospholipase effect of glucocorticoid. Nature, v. 287, p. 147-
149, 1980). Ao incubar microssomos contendo ciclooxigenase e
dcido araguiddnico marcado, foi gerado principalmente PGE,. Este
sistema, na presenca do extrato aquoso ou também de
indometacina, tiveram sua produgdo inibida. Dessa forma, os
autores sugeriram que o efeito anti-inflamatério encontrado para o
extrato aquoso de A. barbadensis esta relacionado com a inibigdo
da ciclooxigenase (VAIQUEZ, B. et al. Anfinflamatory activity of
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extracts from Aloe vera gel. Journal of Ethnopharmacology, v. 55, p.
69-75, 1996).

[036]. Langmed, Makins, Rampton (2004) descrevem «a
atividade anti-inflamatéria de gel de Aloe vera sugerindo um efeito
terapéutico sobre doencas inflamatdrias infestinais. Em ensaios in
vitro o gel de Aloe verg foi capaz de inibir a producdo de oxigénio
reativo, inibir em 30% a producdo de prostaglandina E; e a
liberacdo de interleucina 8 (IL-8) caiu em 20%, todos os quais
podem ser patogénicos em doenca inflamatdria intestinal
(LANGMEAD, L.; MAKINS, R. J.; RAMPTON, D. S. Anfi-inflammatory
effects of Aloe vera gel in human colorectal mucosa in vitro.

Alimentary Pharmacology and Therapeutics, v. 19, p. 521-527, 2004).

[037]. Em um estudo in vivo, realizado por Reuter et al (2008) o
gel de Aloe vera apresentou efeitos anti-inflamatdrios superiores ao
gel de hidrocortisona inferindo uma possivel ufilizacdo em
tratamento tépico de condicdes inflamatdrias da pele, tais como
eritema induzido por ultravioleta (REUTER J. ef al. Investigation of the
anti-inflammatory potential of Aloe vera gel (97.5%) in the ultraviolet
erythema test. Skin Pharmacology Physiology, v. 21, p. 1046-110,
2008].

[038]. Devaragj e Karpagam (2011} estudaram o efeito anti-
inflamatério de extratos aquosos exiraidos de folhas inteiras de Aloe
vera. Como modelo experimental foi ulilizado edema de pata em
ratos induzido por carragenina e formaldeido. Os exiratos em varias
concenfracdes (100, 200, 400 e 600 mg/kg) reduziram
significativamente o edema e a formagdo de granuloma de
maneira dose dependente. A dose 600 mg/kg ndo apresentou

toxicidade. Desta forma, sugere-se que o extrato aquoso de folhas
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inteiras de Aloe vera pode ser ufilizado em tratamentos de
doencas inflamatorias (DEVARAJ, A.; KARPAGAM, T. Evaluation of
anti-inflammatory activity and analgesic effect of Aloe vera leaf
extracts in rats. International Research Journal of Pharmacy, v. 2, n.
3, 103-110, 2011).

[039]. Entre 0s componentes celulares, oS
mondécitos/macréfagos sGo  parte integrante da  inflamacgdo.
Durante a inflamacdo, estas células sdo recrutadas para o local da
inflamacgdo pela destruicdo da barreira da matriz extracelular. Sua
migracdo fransendotelial é atribuida, em parte, & producdo de
metaloproteinase da matriz (MMPs). Muitos estudos relatam o
envolvimento de aumento da expressdo de MMPs em doencas
inflamatdérias, como arfrite reumatéide, mas os mecanismos ainda
ndo sdo totalmente claros. A atividade anti-inflamatdéria de Aloe
vera foi investigada através de estudos de inibicGo de MMP. O
efeito de A. vera sobre a MMP-9, a inibicdo foi testado em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC). Os resultados do
estudo revelaram uma downregulation in vitro de MMP-9 por Aloe
vera em PBMC, inferindo, portanto, uma evidéncia de apoio a
ulilizacdo de gel de Aloe vera como um medicamento anti-
inflamatdrio (VIJAYALAKSHMI, D. et al. In vitro anti inflammatory
activity of Aloe vera by down regulation of MMP-9 in peripheral
blood mononuclear cells. Journal of Ethnopharmacology, v. 141, p.
542-546, 2012).

[040]. Outras pesquisas tem reportado efeitos anti-
inflamatérios de polissacarideos extraidos do género Aloe (1" HART,
L. A. et al. An anfi-complementary polysaccharide with

immunological adjuvant activity from the leaf parenchyma gel of
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Aloe vera. Planta Medica, v. 55, n. 6, p. 509-512, 1989; DAVIS, R. H. et
al.  Anfi-inflammatory & wound healing activity of a growth
substance in Aloe. Journal of the American Podiatric Medical
Association, v. 84, n. 2, p. 77-81, 1994; YAGI, A.; TAKEO, S. Anti-
inflammmatory constituents, Aloesin and Aloemannan in Aloe species
and effects of Tanshinon VI in Salvia miltiorrhiza on heart. Yakugaku
Zasshi, v. 123, n. 7, p. 517-532, 2003) e extratos hidroetandlicos
(DAVIS, R. H. et al. Anti-inflammatory activity of Aloe vera against a
spectrum of iritants. Journal of the American Podiatric Medical
Association, v. 79, n. 6, p. 263-276, 1989; DAVIS, R. H. et al. The
isolation of an active inhibitory system from an exiract of Aloe vera.
Journal of the American Podiatric Medical Association, v. 81, n. 5, p.
258-61, 1991, SILVA, M. A. et al. Antinociceptive and anti-
inflammatory effects of Aloe saponaria haw on thermal injury in rats.

Journal of Ethnopharmacology, v. 146, p. 393-401, 2013).

[041]. Ndhlala et al {2009) estudaram a evolucdo das
atfividades antibacteriana, antifingica e anfi-inflamatéria, bem
como os efeitos genotdxicos de diferentes extratos obtidos de
cascas, folhas e raizes de Aloe barberae. Os exiratos obtidos com
éter de petréleo e diclorometano exibiram boa atividade contra as
todas as bactérias testadas e contra o fungo Candida albicans
com concentragdes inibitérias minimas variando entre 0,195-1,56
mg.mlt. Os extratos obtidos com éter de petrdleo apresentaram
atividade anfi-inflamatéria >70% nos ensaios que avaliaram a COX-
1 e COX-2. Todos os extratos restantes mostraram atividade
moderada (40-69%) no ensaio de COX-1. Nenhum dos extratos
testados apresentou efeito mulagénico (NDHLALA, A. R.

Antimicrobial, anti-inflammatory and mutagenic investigation of the
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South African free Aloe (Aloe barberage). Journal of
Ethnopharmacology, v. 124, p. 404-408, 2009).

[042]. Diversos sGo os documentos que relatam a atividade

de carboidratos no tfratamento de doencas inflamatodrias.

[043]. A invencdo CN102362869 descreve a aplicacdo do
polissacarideo de Salvia miltiorrhiza na  preparacdo de
medicamentos anti-inflamatdrios. Em particular, relata a influéncia
de polissacarideos de Salvia miltiorrhiza sobre reagdes alérgicas em
ratos ao dinitrofluorobenzeno (DNFBJ, influéncia sobre a linfopoese
e expressdo de fator inflamatdrio induzido pelo contato ao DNFB
utilizando ensaios em células e biologia molecular. Resultados
evidenciaram que polissacarideos de Salvia miltiorrhiza possuem
efeito anti-inflamatdério (XU, D. et al. Application of Salvia miltiorrhiza
polysaccharide in preparation of anti-inflammatory drug.
CN102362869. Feb. 29, 2012).

[044]. WO2011147768 relata o uso de polissacarideos de
semente de tamarindo como anti-inflamatério em composicdes
farmacéuticas ou dermocosmeéticas. As composicoes contendo
esses polissacarideos sdo  particularmente  utilizadas  sob
administracdo tépica no fratamento de inflamagdes de pele e
mucosa (GIORI, A.; ARPINI, S.; TOGNI, S. Tamarind seed
polysaccharide for use in the treatment of inflammatory diseases.
WO2011147768, Dec. 1, 2011).

[045]. WO2013144909 frata de uma composicdo topica
contendo uma mistura de oligossacarideos sulfatados. Esses
oligossacarideos sdo obtidos de algas verdes (género Ulva) apods
processo de clivagem enzimdtica das ulvanas. Ao final, os

oligossacarideos apresentam grou de polimerizagGo entfre 2-10.
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Esta composic@o apresenia potencial afividade sobre a pele,
incluindo atividade anti-inflamatéria, anti-radical, efeitos de
despigmentacdo, efeitos sobre moléculas da matriz extracelular
dermal e epidermal (GRIZAUD, C. M. Topical composition bioactive
sulfated oligosaccharides and cosmetic uses. W0O2013144909. Oct.
3,2013).

[046]. O documento de invencdo KR101286140 trata de uma
composicdo cosmetica contendo polissacarideos extraidos de
raizes de 16tus com propriedades hidratantes e anti-inflamatérias.
Essa composicao contem 0,005-5% em peso dos polissacarideos e &
capaz de dliviar iritacdo da pele, suprimir eritema causado por
raios ultravioletas e tratar de inflamagé&o da pele e iritacdo (SOO,
K. Y. et al. Cosmetic composition for moisturizing and anti-irritation
of skin containing polysaccharide from Nelumbo nucifera rhizome.
KR101286140. Jul. 15, 2013).

[047]. A patente JP2009298702 propde uma composicdo de
administragc@o oral que pode ser tomada por um longo periodo de
tempo, sem efeitos colaterais graves e apresenta atividade anti-
inflamatéria para arfrite aguda e crénica. Esta composicdo
caracteriza-se por conter como principio ativo manoproteinas ou
a-mananas extraidas de levedura [YOSHIKAZU, T.; TOSHIFUMI, Y.
YOSHIO, K. Oral administration composition. JP2009298702. Dec. 24,
2009).

[048]. Os documentos de invencdo JP2008007505 e
JP5186819 evidenciom uma composicdo  anti-inflamatéria
contendo B-1,4-manobiose como principio ativo. Esta composicdo
é capaz de inibir a producdo de interleucina 8 (IL-8), tendo efeitos

de prevencdo & septicemia, reumatismo e doencas inflamatdrias
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intestinais, ou ainda mitigar estes sinfomas (FUTOSHI, Y. ef al. Anti-
inflammatory composition and agent, and food/drink and feed
each containing the same. JP2008007505. Jan. 17, 2008; FUTOSHI, Y.
et al. Anti-inflammatory composition and agent, and food/drink and
feed each containing the same. JP5186819. Apr. 24, 2013).

[049]. Abaixo apresentamos a descricdo dos documentos de
patentes relacionados G extragdo de polissacarideos de Aloe e
atfividade anfti-inflamatdria. Tais documentos ndo coincidem com

nossa proposta e, portanto ndo afetam a originalidade da criagdo.

[050]. Os documentos de invencdo WO8700052, EP0328775,
US4735935, US4851224, US4917890, US4957907, US4959214,
US4966892 ¢ WO9710834 reivindicam o processo de extracco de
um polissacarideo farmaceuticamente ativo obtido a partir de
Aloe. Este polissacarideo, uma acemanana, € o componente ativo
do Carrisyn®, um produto comercial isolado e desenvolvido pela
Carrington Laboratories, Inc. a partir do gel de folhas de Aloe
barbadensis Miller. Carrisyn® contém entre 73-90% de acemananas.
E produzido através da remocdo da bainha exterior da folha,
seguida da remoc¢do e processamento da mucilagem (gjuste do
pH, extracdo etandlica, liofilizacdo e moagem). O rendimento do
processo da extracdo é de aproximadamente 0,2% p/v em relacdo
ao gel de Aloe obtido apds remocdo da casca. O polissacarideo é
essencialmente composto  por unidades de  B-{1-4)-D-
manopiranosil. Apresenta cadeia randomicamente substituida com
grupos acetila ligados ao polimero em C-3, C-3,6 ou C-6. O grau de
acetilacdo € aproximadamente 0,8 grupo acetila/mondmero. Este
polissacarideo é heterogéneo com peso molecular maior que 10

kDa (McANALLEY, B. H. Process for preparation of Aloe products,
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products produced thereby and compositions thereof. WO8700052.
Jan. 15, 1987, McANALLEY, B. H. Process for preparation of Aloe
products, products produced thereby and compositions thereof.
US4735935. Apr. 5, 1988; MCANALLEY, B. H. Process for preparation of
Aloe products, products produced thereby and compositions
thereof. EP0328775. Jun. 20, 1988; McANALLEY, B. H. Process for
preparation of Aloe products. US4851224. Jul. 25, 1989; MCANALLEY,
B. H. Process for preparation of Aloe products, products produced
thereby and compositions thereof. US49178%90. Apr. 17, 1990;
McANALLEY, B. H. Process for preparation of Aloe products.
US4957907. Sep. 18, 1990; McANALLEY, B. H. Process for preparation
of Aloe products, products produced thereby and compositions
thereof. US4959214. Sep. 25, 1990; MCANALLEY, B. H. Process for
preparation of Aloe products, products produced thereby and
compositions thereof. US4966892. Sep. 30, 1990; SHAND, D. G.;
MOORE, D.; MCANALLEY, B. H.; RODRIGUEZ, S. Bioactive factors of
Aloe vera plants. WO9710834. Mar. 27, 1997).

[051]. Os documentos de patentes US5118673, WO9308810,
US5441943, US5468737, US5587364 e US5786342 tratam do uso de
acemanana obtida de Aloe sp., a partir do processo descrito
anteriormente, em diferentes fratamentos nos quais a cura envolve
intervencdo no sistema imune do paciente. Descrevem o uso dessa
acemanana no tratamento de doencas virais, cdncer, doengas
respiratérias ou imunoregulatdrias, hipercolesterolemia, diabetes,
aterosclerose, inflamacdes, infecgdes, infestacdes, lesdes na pele
(CARPENTER, R. H.; MCDANIEL, R. H.; MCANALLEY, G. P. Uses of Aloe
products. US5118673. Jun. 2, 1992; McANALLEY, B. H.; CARPENTER, R.
H.; McDANIEL, H. R. Uses of Aloe products, e.g. acemannan, in the
treatment of diseases requiring intervention of the immune system
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for cure. WO9308810. May 13, 1993; MCANALLEY, B. H.; CARPENTER,
R. H.; McDANIEL, H. R. Uses of Aloe products. US5441943. Aug. 15,
1995; MCANALLEY, B. H.; CARPENTER, R. H.; McDANIEL, H. R. Wound
healing accelerated by systemic administration of polysaccharide
from aloe. US5468737. Nov. 21, 1995; MCANALLEY, B. H.; CARPENTER,
R. H.; McDANIEL, H. R. Uses of Aloe products in the treatment of
inflammatory diseases. US5587364. Dec. 24, 1996; CARPENTER, R. H,;
MCDANIEL, R. H.; MCANALLEY, G. P. Uses of Aloe products in the
treatment of chronic respiratory diseases. US5786342. Jul. 28, 1998).

[052]. As invencdes EP0619117, US5780453 e EP0965345
relatam © uso de acemananas, obtidas conforme processo
descrito anteriormente, na manufatura de medicamentos para uso
como adjuvante em vacinas, produgdo de virus com defeito,
trataomento de doenc¢a inflamatdria no intestino, correcdo de
sindromes de maturacdo de células da mucosa, tratamento de
esclerose multipla e comecdo de md absorcdo. Mais
especificamente tratam de um método de produgdo de virus com
defeitos em humanos, afravés da administracdo de quantidade
suficiente de acemanana para estimular mondcitos e macréfagos
e alterar o metabolismo de replicacdo viral em células infectadas
com virus (MCcANALLEY, B. H.; CARPENTER, R. H.; MCDANIEL, H. R. Use
of acemannan. EP0419117. Oct. 12, 1994, MCANALLEY, B. H.
CARPENTER, R. H.; McDANIEL, H. R. Use of Aloe products in the
treatment of multiple sclerosis. US5780453. Jul. 14, 1998; MCANALLEY,
B. H., CARPENTER, R. H., McDANIEL, H. R. Use of acemannan.
EP0965345. Dec. 22, 1999).

[053]. WO9001253, EP0382840, US5106616 evidenciam as

propriedades de acemananas, obtidas conforme processo descrito
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anteriormente, como indutoras de interleucina 1 (IL-1) e
prostaglandina Ex (PGEy). A IL-1 estd associada com a atividade ou
producdo de produtos de linfocitos T, fibroblastos, linfécitos B e
células endoteliais. Acemanana é atdxica e a administragdo de
quantidade suficiente de acemanana para estimular monaocitos e
macréfagos, ndo sé produz IL-1 e PGE2 mas também estimula a
fagocitose, a produc@o de anticorpo, aumenta a atividade
antiviral no soro e, em pacientes com AIDS, produz virus HIV
defeituoso. Acemanana mostrou-se também capaz de afetar a
taxa de producdo de virus em culturas atraves da aceleracdo da
taxa de replicacdo viral, Além disso, acemanana € um adjuvante
potente para vacinas virais em galinhas e mostrou atividade
antfitumoral especifica contra sarcdéides, em cavalos ([McANALLEY,
B. H. Aloe compositions and uses thereof. WO9001253. Fev. 22, 1990;
McANALLEY, B. H. Aloe compositions and uses thereof. EP0382840.
Aug. 22, 1990; MCANALLEY, B. H.; CARPENTER, R. H.; MCcDANIEL, H. R.
Administration of acemannan. US5106616. Apr. 21, 1992).

[054]. A invencao JPH02231408 trata de um medicamento
para pele contendo extrato de Aloe composto de dcido elagico e
sais de metais alcalinos atuando como anti-inflamatorio (MAKOTO,
E. et al. Novel skin drug for external use. JPH02231408. Sep. 13,
1990).

[055]. E conhecido que as acemananas (descritas no estado
da técnica), polimeros de alta massa molar (2 1000 kDaj, formados
principalmente por unidades de manose acefilada, induzem
linfécitos e macréfagos para produzii uma ampla gama de
substancias ativas imunologicamente, inclusive fatores atuantes

contra inflamacdo. Os polimeros de baixa massa molar, derivados
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das acemananas, embora mantenham unidades
monossacaridicas semelhantes apresentam caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas diferentes, podendo difundir-se melhor nos
tecidos e chegar & corrente sanguinea, atuando de forma local ou
sistémica, com mais facilidade que moléculas grandes.

[056]. Ofs) modo(s) de acdo destes polissacarideos
biologicamente ativos permanece(m) continuamente sob estudo,
no entanto, a estrutura, massa molar e grau de acetilagcdo destes
polimeros e os tipos de variacdes estruturais parecem, portanto, ser

os fatores que confrolam sua atividade farmacolégica.

[057]. Um grande problema associado com extragdo de
polissacarideos de Aloe é a degradacdo das substancias ativas,
como grupos acetila, por hidrdlise. MCANALLEY (1990) sugere que a
atividade bioldgica do extrato obtido a partir de gel de Aloe é
diretamente proporcional a quantidade de grupos O-acetil
presentes (McANALLEY, B. H. Process for preparation of Aloe
products, products produced thereby and compositions thereof.
US4917890. Apr. 17, 1990). A presenca dos grupos acefila faz-se
necessaria para as afividades biologicas, uma vez que eles
blogqueiam grupos hidroxilas (hidrofilicos) e, assim, tornam a
molécula capoz de atravesar barreiras hidrofébicas na célula
(REYNOLDS, T1.; DWECK, A. C. Aloe vera leaf gel: a review update.
Journal of Ethnopharmacology, v. 68, p. 3 - 37, 1999].

Descricdo da abordagem do problema técnico

[058]. O processo de exirac@o aqui descrito foi combinado
de maneira inédita, gerando produtos que constituem alternativas
economicamente viaveis e que se mostraram mais eficazes ao

tratamento anti-inflomatério que produtos hoje disponiveis. Dessa
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forma a presente invengdo proporciona um produto ativo mais
especifico a partir de Aloe barbadensis Miller. Portanto o principal
objetivo desta invencdo é a obtencdo de um polissacarideo linear
de baixa massa molar (<5 kDa) formado principalmente por
unidades de manose acetilada, a partir de uma despolimerizacdo
enzimdtica da fragcdo polissacaridica de Aloe barbadensis Miller,
segundo 0s processos e etapas aqui descritos, que apresenta

propriedades anti-inflamatoérias.

[059]. O primeiro objeto desta invencdo frata dos de
preparacdo e producdo, que permitem a obten¢do de um
produto, a partir de uma fracdo polissacaridica de Aloe, obtendo
um polissacarideo de baixa molar formado principalmente por
unidades de manose acefilada. A presente invencdo, de maneira
diferente ao estado da arte, mostra-se como um método que
proporciona & oblencdo de um polimero puro, de baixa massa
molar, altamente solivel, através de um método que mantém a
integridade da estrutura mdae previnindo a degradagdo dos

grupamentos acetil.

[060]. © segundo objeto desta invencdo trata do uso do
referido despolimerizado enzimdtfico no fratamento de doencas
inflamatérias e reducdo dos respectivos sintomas causados pela

inflamacgdo.

[061]. A invencdo também se refere a uma composicao
farmacéutica ou dermocosmética com  propriedades  anti-
inflamatdrias que compreendenda um polissacarideo de baixa
massa molar, obtido a partir de despolimerizac@o enzimdatica de
polissacarideos de Aloe, como ingrediente ativo, misturado com

um ou mais excipientes aceitdveis.
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[062]. Alem disso, a invencdo diz respeito a um método de
tratamento, em paciente portadores de algum fipo de inflamacgado,
que compreende o administracdo de uma guantfidade
terapeuticamente eficaz do despolimerizado enzimdtico de
polissacarideos de Aloe.

Citacdo das Figuras

[063]. A seguir, faz-se referéncia ao desenho anexo ao texto
para melhor compreensdo dos exemplos e concretizagcoes

apresentados:

[064]. FIGURA 1 - representa a estrutura quimica da fracdo
polissacaridica (FP) obtida de Aloe barbadensis Miller

[065]. FIGURA 2 - representa a estrutura quimica do despolimerizado
enzimdatico obtido a partir da fragdo polissacaridica (SP) obtida de

Aloe barbadensis Miller

[066]. FIGURA 3 - efeito do tratamento de 24 h com a fracdo FP e SP
sobre a morfologia de macréfagos peritoneais de camundongos.
Em (a), células nGo tratadas, (b) células fratadas com LPS 50 ng.mL-
I, (c) e [d) células tratadas com a fragdo FP 10 e 160 ug.mL, (e) e
(f) células tratadas com a fracdo SP 10 e 1460 pg.mlt,
respectivamente. As setas apontam as projecoes citoplasmdaticas e

os vacuolos; n - nucleo, ¢ - citoplasma.

[067]. FIGURA 4 - efeifo de SP na viabilidade celular no tempo 24 h,
nas concentracoes de 2,5; 10; 40; 160 e 640 uyg mL'. Cada barra
representa  a  MédiatEPM de pelo menos 2 experimentos
independentes cada um em friplicata. *Diferenca significativa em

relac&o ao controle (Teste de Tukey, p<0,05).
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[068]. FIGURA 5 - efeito de SP na viabilidade celular no tempo 48 h,
nas concentracdes de 2,5; 10; 40; 160 e 640 ug mL'. Cada barra
representa a MédiatEPM de pelo menos 2 experimentos
independentes cada um em friplicata. *Diferenca significativa em
relacdo ao controle (Teste de Tukey, p<0,05).

[069]. FIGURA 6 - efeitos de SP na produgdo de citocinas TNF-a por
macréfagos aderentes incubados por 24 h, na auséncia (confrole)
e presenca das amostras. Cada barra representa a MediazEPM de
pelo menos 2 experimentos independentes cada um em triplicata.
*Diferenca significativa em relag@o ao controle (Teste de Tukey,
p<0,05).

[070]. FIGURA 7 - efeitos de SP na producdo de citocinas IL-6 por
macréfagos aderentes incubados por 24 h, na auséncia (controle)
e presenca das amostras. Cada barra representa a Média+EPM de
pelo menos 2 experimentos independentes cada um em triplicata.
*Diferenca significativa em relacdo ao controle (Teste de Tukey,
p<0,05).

[071]. FIGURA 8 - efeitos de SP na produg¢do de citocinas IL-10 por
macréfagos aderentes incubados por 24 h, na auséncia (controle)
e presenca das amostras. Cada barra representa a MédiazEPM de
pelo menos 2 experimentos independentes cada um em triplicata.
*Diferenca significativa em relagdo ao controle (Teste de Tukey,
p<0,05).

[072]. HIGURA 9 - efeifos de SP na produgdo de citocinas IL-1B por
macréfagos aderentes incubados por 24 h, na auséncia (controle)
e presenca das amostras. Cada barra representa a MédiatEPM de

pelo menos 2 experimentos independentes cada um em triplicata.
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*Diferenca significativa em relacdo ao controle (Teste de Tukey,
p<0,05).

[073]. EFIGURA 10 - efeitos das amostras na producdo de oxido
nitfrico por macréfagos aderentes incubados por 48 h, na auséncia
(controle) e presenca das amostras. LPS 50 ng mL! foi utilizado
como confrole positivo. Cada barra representa a MédiatEPM de
pelo menos 2 experimentos independentes cada um em triplicata.
*Diferenca significativa em relacdo ao controle (Teste de Tukey,
p<0,05).

[074]. FIGURA 11 - representa o efeito de SP na concentragcdo de 20
ug.patal, no ensagio de edema induzido pela carragenina
administrada  infraplantarmente. Dexametasona 0,5 mg.kg!
infraplantar  foi ufilizada como controle positivo. Cada barra
representa a Média+EPM de 5 animais. *Diferenca significativa em

relagcdo ao controle (Teste de Tukey, p<0,05).

[075]. FIGURA 12 - representa o efeito anfi-inflamatério das amostras
administradas pela via sub-cuténea (10 mg.kg'), no ensaio de
edema induzido pela carragenina, apds 120 min. Dexametasona
0.5 mg.kg! intraplantar foi utilizada como controle positivo.
*Diferenca significativa em relacdo ao controle (Teste de Tukey,
p<0.,05}.

Descricdo detalhada da Invencdo

[076]. A presente invengdo refere-se & obtencdo de um
despolimerizado enzimdtico a partir da polpa das folhas de Aloe
sp.

[077]. O processo envolve primeiramente a remo¢do da

polpa das folhas de Aloe sp. e sua secagem/liofilizagcdo. Apods este
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processo de desidratacdo, o material segue para moagem (<300
mesh), solubiliza¢cdo em dgua purificada e centrifugacdao/ filtracdo.
Ao sobrenadante obftido adiciona-se solvente orgénico polar
(etanol, metanol, isopropanol, n-propanol, acetona, etc),
preferencialmente  etanol, em  proporcdo  1:2-8  (v/v),
preferencialmente 1:5-6 (v/v), seguido de agitacdo e repouso sob
refrigeracdo por pelo menos 12 horas. O precipitado € entdo
isolado por centrifugacdo/fitracdo seguido de secagem e
moagem. Este material € novamente solubilizado em dgua
purificada, numa concentragdo de 0,1-10 g.l't  (p/v],
preferencialmente entre 0,5-1,5 g.Ll'! (p/v), e submetido &
centrifugacdo/filtracdo. O sobrenadante gerado € entdo dialisado
seguido de secagem/liofiizacdo originando uma fracdo

polissacaridica.

[078]. Esta fracdo polissacaridica € despolimerizada
enzimaticamente, ulilizando enzima endo-1-3(4)-B-D-glucanase.
Ao final do tratamento enzimdtico, o material deve ser fillrado em
membrana de 0,45 um e seco/liofilizado. Este material pode ser
submetido a cromatografia de exclusdo por tamanho, utilizando
fase estaciondria com limite de exclusdo entre 1-3000 Mw,
preferencialmente entre 80-2000 Mw e agua purificada como fase
moével. Ao final do processo obtém-se um despolimerizado

enzimdatico.

[079]. A primeira etapa do processo gera uma fragdo
polissacaridica que compreende uma p-D-glucomanana, 4-ligada,
parcialmente acetilada, de alta massa molar (~1500 kDa}, com
razdo manose:glucose de 24:1, grau de acefilacdo de 18,4%, grau
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de substituicdo (DS) de 0,84 com grupamentos acetil ligados a C-2,
C-3, C-2/C-3 e C-6.

[080]. O despolimerizado enzimdtico, obtido a partir da
fracGo polissacaridica compreende um polissacarideo de baixa
massa molar {~4 kDa) formado por 98% de manose, 2% de glucose
e com 15% de acetilagcdo, o que corresponde a um grau de
substituicdo (DS) de 0,66. Esta fragdo assemelha-se estruturaimente
a fracGo que a originou, diferindo-se principalmente em massa
molar.

[081]. A determinagcdo da atividade anti-inflamatdria foi
realizada por testes in vivo. Para os bioensaios o despolimerizado
enzimdatico foi ressuspendido até concentfracdo pré-determinada.
Os exemplos desta invencdo comprovam a atividade do

despolimerizado enzimdatico obtido de Aloe sp.

[082]. O ensaio redlizado para verificacdo da atividade é
uma adaptacdo da metodologia proposta por Winter, Risley e Nuss
(WINTER, C. A.; RISLEY, E. A.; NUSS, G. W. Carrageenan-induced
oedema in hind paw of the rats as an assay for anti-inflamatory
drugs. Experimental Biology and Medicine, v. 111, p. 544-547, 1962.).
Essa metodologia determina in vivo a capacidade anti-inflamatéria
de moléculas através da inducdo de edema de pata por

carragening.

[083]. Andlise estatistica dos resultados obtidos mostrou que o
despolimerizado enzimdtico apresentou perfil  anti<inflamatério
superior ao fadrmaco de referéncia, sugerindo que fatores como a
massa molar, a conformacdo molecular € o grau de acetilagdo

das fracdes sejam determinantes na agdo anti-inflamataéria.
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[084]. O despolimerizado enzimdtico obtido a partir de Aloe
sp. pode ser ulilizado in vivo como agente Unico ou em

combinacdo & outros agentes terapéuticos conhecidos.

[085]. A presente invencdo € explicada em mais detalhes
pelos exemplos a seguir, porém ndo € limitada pelos referidos
exemplos.

Exemplo 1 - Processo exirativo dos polissacarideos

[086]. As folhas lavadas de Aloe barbadensis foram
submetidas & remogdo manual da epiderme e parénguima
clorofiliano (popularmente denominado de casca) para obtengdo
da polpa das folhas (parénquima de reserva). Essa polpa foi
triturada em liquidificador até desagregacdo total do fecido e
liofilizada. A seguir, o material foi reidratado com dagua purificada
até obtencdo de uma massa com aspecto gelatinoso. O material
foi entGo centrifugado e ao sobrenadante obtido adicionou-se
etanol 92° GL gelado, numa proporcdo de seis vezes o seu volume.
Apods precipitacdo (12 h a 4°C), o material foi filtrado e o retido
obtido foi seco em estufa a 50°C, seguido de moagem em moinho
para minerais. Esta fracdo bruta obtida foi solubilizada em agua (1
a.l'l) e submetida & centrifugacdo (17000 x g, 30 min, 4°C). O
sobrenadante foi diglisado em membrana de acetato de celulose
{limite de exclus@o de 12-14 kDa) e liofilizado, originando a fragdo
polissacaridica (FP}. A composicdo da fragdo polissacaridica

obtida € demonstrada abaixo (Tabela 1).
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TABELA 1 - RENDIMENTO E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO
POLISSACARIDICA OBTIDA DE Aloe barbadensis.

Rendimento
(%)

Carboidratos
Totais (%)°

PIN
(%)

Acetil
(%)

Composicdo Monossacaridica {mol%)

Mane

Gle=

UA!

234

79.2

L3

18,4

94,2

3.9

1.9

“Rendimento em relacdo a massa liofilizada da polpa das folhas; “DUBOIS et ol
{1956); c<BRADFORD {19767 “HESTRIN {1949): eMan Manose, Gl Glucose,
monossacarideos neutros quantificados na forma de acetatos de alditdis por
cromatografio gasosa [CG): WA Acidos Urdnicos quaniificados por FILIZETT-COZZ
CARPITA [1991).

[087]. O espectro de RMN de BC de FP mostra um sinal
anomeérico intenso em 100,2 ppm, atribuido ao C-1 de unidades pB-
manopiranosil. No espectro de RMN de 'H de FP, os sinais
anomericos em 4,75 e 4,71 ppm estdo de acordo com a presenca

de ligacdo B-glicosidica.

[088]. A partir dos experimentos de HSQC, as correlacdes de
100,2/4.75; 4,71; 70,1/4,10; 71,5/3,79; 76,8/3.82; 75,1/3.61; 3,54; 3,46 e
60,6/3.75; 3.88 ppm foram atribuidos a C-1/H-1-C-6/H-6a,b,
respectivamente, das unidades B-D-manopiranosil 4-ligadas (VAN
HAZENDONLK, J. et al. Structural analysis of acetylated hemicellulose
polysaccharides from fibre flax [Linum  usifatissimum  L.).
Carbohydrate Research, v. 291, p. 141-154, 1996; HANNUKSELA, T.;
PENHOAT, C. H. NMR stuctural determination of dissolved O-
acetylated  galactoglucomannan  isolated from spruce
thermomechanical pulp. Carbohydrate Research, v. 339, p. 301-312,

2004).

[089]. No espectro de RMN de 13C de FP, o sinal de muito
baixa intensidade em 102,65 ppm (correlacionando com o H-1 em
4,52 ppm no experimento de HSQC) indica a presenca de
unidades B-glucopiranocsil 4-ligadas. Correlagdes no experimento
de HSQC em 73,1/3,36 e 77,1/3,66 ppm foram atribuidas a C-2/H-2
e C-4/H-4, respectivamente, das unidades acima mencionadas
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(CAPEK, P.. ALFOLDI, J; USKOVA, D. An acelylated
galactoglucomannan from Picea abies L. Karst. Carbohydrate
Research, v. 337, 1033-1037, 2002; HANNUKSELA, T.; PENHOAT, C. H.
NMR  structural  determination of dissolved  O-acetylated
galactoglucomannan  isolated from spruce thermomechanical
pulp. Carbohydrate Research, v, 339, p. 301-312, 2004; SIMS, |. M.;
CRAIK, D. J; BACIC, A. Stuctural characterization of
galactoglucomannan secreted by suspension-cultured cells of
Nicotiana plumbaginifolia. Carbohydrate Research, v. 303, p. 79-92,
1997).

[090]. O espectro de RMN de 13C de FP também apresentou
sinqis de carbonos metilicos em 20,2 (mais intenso) 20,0 (médio) e
20,5 (menor) ppm e carbonos carbonilicos (173.8 e 173,0 ppm) de
grupos acetila, indicando que FP contém uma manana acetilada.
O espectro de RMN de 'H desta fragdo apresentou quatro sinais
correspondentes aos grupos metila em 2,15 (mais intenso), 2,10
(médio), 2,19 e 2,18 (menor) ppm, indicando que os grupos acetila,
estdo localizados em ambientes quimicos diferentes. O espectro de
HSQC mostrou que estes prétons metilicos estGo correlacionados
com os carbonos metilicos, acima mencionadas, de grupos acetila
(20,2/2.15; 2,10; 20,0/2,18; 2,19 € 20,5/2,18, 2,19 ppm).

[091]. O espectro de HSQC de PF também apresentou
correlacdes em 98,9/4,87 (C-1/H-1), 71,5/5,45 e 71,7/5,38 (C-2/H-2),
70,1/4,03 70,1/3,97 {C-3/H-3), atribuido a unidades B-manopiranosil
2-acefiladas (HANNUKSELA, T., PENHOAT, C. H. NMR structural
determination of dissolved O-acetylated galactoglucomannan
isolated from spruce thermomechanical pulp. Carbohydrate
Research, v. 339, p. 301-312, 2004; TELEMAN et al. Isolation and
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characterization of O-acetylated glucomannans from aspen and
birch wood. Carbohydrate Research, v. 338, p. 525-534, 2003; VAN
HAZENDONK, J. et al. Structural analysis of acetylated hemicellulose
polysaccharides from fibre flax (Linum  usitatissimum  L.).
Carbohydrate Research, v. 291, p. 141-154, 1996). A presenca de
unidades de manose 2-O-acetfiladas em diferentes ambientes
quimicos foi confirmada pelas correlacdes observadas no espectro
de COSY correspondentes a H-1/H-2 (4,87/5,38 ppm) e dois
conjuntos de H-2/H-3 (5,38/3,97 e 545/403 ppm) (VAN
HAZENDONK, J. et al. Structural analysis of acetylated hemicellulose
polysaccharides from fibre flax (Linum  usitatissimum  L.J.
Carbohydrate Research, v. 291, p. 141-154, 1996; HANNUKSELA, T.;
PENHOAT, C. H. NMR structural determination of dissolved O-
acetylated  galactoglucomannan  isolated  from  spruce
thermomechanical pulp. Carbohydrate Research, v. 339, p. 301-312,
2004).

[092]. O especiro BC DEPT de FP apresentou um sinal
invertido em 63,1 ppm atribuido a C-6 das unidades manopiranosil
6-O-aceftiladas. Esta ressondncia foi deslocada para campo baixo
(2,5 ppm) em comparagc@o com C-6 ndo substituido (60,6 ppm,
também DEPT invertido).

[093]. No espectro de RMN de 13C de FP o sinal de baixa
intensidade em 99,7 ppm foi afribuido a C-1 de unidades B-
manopiranosil 3-acetiladas, 4-ligadas (HANNUKSELA, T.; PENHOAT,
C. H. NMR structural determination of dissolved O-acetylated
galactoglucomannan isoloted from spruce thermomechanical
pulp. Carbohydrate Research, v. 339, p. 301-312, 2004; VAN
HAZENDONK, J. et al. Structural analysis of acetylated hemicellulose
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polysaccharides from fibre flax (Linum  usitatissimum  L.).
Carbohydrate Research, v. 291, p. 141-154, 1994). Além disso, as
correlagdes do espectro de HSQC em 68,7/4,18 e 73,6/5,03 ppm
foram assinaladas para C-2/H-2 e C-3/H-3, respectivamente das
unidades manopiranosil 3-acetiladas, de acordo com a mudanca
para campo baixo de H-2, H-3 e C-3, bem como o deslocamento
para campo alto de C-2, quando comparadas com as respectivas
ressonéncias  das unidades B-manopiranosit  4-ligadas (VAN
HAZENDONK, J. et al. Structural analysis of acetylated hemicellulose
polysaccharides from fibre flox (Linum  wusitatissimum L.
Carbohydrate Research, v. 291, p. 141-154, 1994). Para as referidas
unidades de manose acetiladas o espectro de COSY mostrou dois
conjuntos de correlagdes H-3/H-4 (5,03/4,04 e 5,03/4,08 ppm),
provavelmente, indicando diferencas no padrdo de acetilagdo

das unidades monossacaridicas vizinhas.

[094]. No espectro de HSQC as correlagdes anoméricas em
98,3/4,98 e 98,3/4,97 ppm em conjunto com outras em 69,7/5,47;
69.7/5,40 (C-2/H-2), 71,9/517 (C-3/H-3) e 73,1/4,08 (C-4/H-4)
mostraram que FP também contém unidades de manose 2.3-
diacetiladas. O espectro de COSY mostrou correlagdes em
4,98/5,47 e 4,97/5,40 (H-1/H-2); 5,47/5,17 e 5,40/517 ppm (H-2/H-3) e
5,17/4,08 (H-3/H-4). Estes dados estGo de acordo com o
deslocamento para campo baixo dos prétons germinais H-2 {1,37-
1,30 ppm) e H-3 {1,38 ppm) e os protons vicinais (0,22 a 0,27 ppm
para H-1 e 0,26 ppm para H-4), devido & presenca de grupos
acetila em ambos, O-2 e O-3 de unidades B-D-manopiranosil 4-

ligadas.
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[095]. No espectro de HSQC as correlacdes em 63,1/4,28; 4,48
ppm correspondentes aos C-6/Hé6a,b confirmaram que FP contém
unidades manopiranosil C-6 substituidas por grupos acetila. Os
deslocamentos para campo baixo de C-6, H-6a e H-éb
correspondem as unidades manopiranosil 6-acetiladas (2,5, 0,53 e

0,60 ppm, respectivamente).

[096]. As ressondncias do carbono C-6 de unidades ndo
substituidas e acefiladas em C-6 apresentaram integracoes
relativas de 1:0,58 mostrando que FP representa 37% do total de
unidades de manopiranosil contendo grupos acetila em O-6. Além
disso, no espectro de HSQC de FP a correlagdo em 72,6/3,66 ppm
foi atribuida a C-5/H-5 de unidades manopiranosil 6-O-acetiladas.
Os deslocamentos de C-5 para campo alto (2,5 ppm) e H-5 para
campo baixo (0,05 a 0,20 ppm) estdo de acordo com o efeito do
grupo acetila em C-é no carbono e préton vicinal (CESCUTTL, P. et
al.  O-acetyl locdlization on Cepacian, the principal
exopolysaccharide of Burkhlderia cepacia complex bacteria.
Carbohydrate Research, v. 346, p. 2905-2912, 2011). A percentagem
de 38% obtida a partir das integracdes relativas das dreas de C-5,
estd de acordo com a determinada a partir das dareas dos
carbonos C-6 {37%).

[097]. Por conseguinte, as técnicas de RMN, juntamente com
as andlises quimicas mostram que FP consiste de uma B-D-
glucomanana, 4-ligada, parcialmente acetilada, de alta massa
molar (1230 kDa), com razdo manose:glucose de 24:1, grau de
acefilacdGo de 18,4%, grau de substituicGo (DS) de 0,84 com
grupamentos acetila ligados a C-2, C-3, C-2/C-3 e C-6 (FIGURA 1}.
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Exemplo 2 - Despolimerizacdo enzimdlica de fracdo
polissacaridica

[098]. A fracdo polissacaridica foi dissolvida (3 mg.mL!) em
tampdo acetato 100 mM, pH 4,5, a 45°C. A seguir, 1U (4 ul) de
endo-1-3(4)-p-D-glucanase  (Viscozyme L® -~ 100 FBG/g,
Novozymes®, Dinamarca) foi adicionada e a solugo foi incubada
por 8 h a 45°C. A reacdo foi finalizada com aquecimento a 100°C
por 10 min, e apos resfriamento procede-se com uma filtracdo em
membrana de 0,45 um. O fillrado resultante foi congelado e
liofilizado representou  6,5% p/p. em relagdo & fragdo
polissacaridica inicial. Este material foi entdo submetido &
cromatografia de exclusGo por tamanho empregando-se uma
coluna cromatogrdfica de dimensdes 160 cm de comprimento e 3
cm de di@metro interno, preenchida com 500 mL BioGel P2®
(Biorad, limite de exclusGo 100-1800 Mw) ufilizando como fase
movel dgua purificada (1 mL.mint). O material excluido foi entdo
dividido em duas subfragcdes: A (190-230 mL) e B (230-500 mL},
correspondendo a rendimentos de 17 e 83%, respectivamente.

[099]. Andlises quimicas da subfracdo B permitiram identificar
a presenca de oligossacarideos de dp 3 a dp 11 com varidveis
graus de acetilagdo. Andlises quimicas da subfrag@o A,
denominada a partir de entdo de fracdo SP, mostraram que esta
fracdo trata-se de um polissacarideo de baixa massa molar (3,88
kDa) formado por 98% de manose, 2% de glucose e com 15% de
acetilacdo, o que corresponde a um grau de substituico (DS) de
0,66. As andlises de ressondncia magnética nuclear de H e 13C
mostraram que SP é estruturalmente semelhante & FP, diferindo em

massa molar. A partir dos sinais obtidos, pode-se inferir que a
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molécula de SP é constituida por uma manana linear B-(1->4)-
ligada, com acetilagdes em C-2, C-3, C-2/C-3 e C-6 nas unidades
de manose. No espectro de RMN de 13C, ndo foi possivel observar a
presenca de glucose, provavelmente devido & sua baixa razdo
molar (~ 2%). Os dados encontrados corroboram com a idéia de
que a molécula é composta principalmente por manose com
unidades de glucose e com um grau de acetilagdo menor do que
FP (18,4%). Entretanto, a razGo molar manose:glucose encontfrada
para SP (49:1), mostrou uma predomindncia das unidades de
manose em relacdo & glucose quando comparadas a FP (24:1)
(FIGURA 2).

Exemplo 3 - Ensagios de imunocestimulacdo de macréfagos
peritoneais de camundongos

[100]. Os procedimentos experimentais envolvendo animais
foram aprovados pelo Comité de Experimentacdo e Etica Animal
da instituicdo (Processo 23075.041511/2010-93).

[101]. Os procedimentos gerais para preparo de solugcdes e

meio de culiura do cultivo animal estdo descritos abaixo:

° procedimento de cullivo celular: todas as operagdes
envolvendo o cultivo celular foram desenvolvidas em capela
de fluxo laminar do tipo vertical I Al equipada com filfro
HEPA ("high efficiency particulate air”) da Filterflux®;

° solucdes: todas as solugdes utilizadas para o cullivo
celular foram preparadas com dgua ulfra pura, obtlida em
aparetho Milli-Q da Millipore; solucdo salina tamponada
(PBS): a solucdo estoque de salina tamponada composta por
40,5 mmol.L-t de NazHPO4, 680 mmol.L'! de NaCl e 7,3 mmol.L-
T de KHoPO4, pH 7.4, foi esterilizada a 120°C e 1 atm, por 30
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min e armazenada a 4°C. No momento do uso foi diluida

cinco vezes com dgua MilliQ igualmente estéril;

. A esterilizacdo das solugcdes termoldbeis foi realizada
por ultrafiltracdo  positiva, sob  pressao, utilizando-se
membranas de acetato de celulose, com poros de 0,22 um
da Techno Plastic products AG® (TPP);

. meio de cultura: para a manutengdo celular, foi
ulilizado o meio essencial minimo de Eagle estéril [MEM)
mantido a 4°C. Para o crescimento celular, o meio de Eagle

foi enriquecido com soro fetal bovino estéril 5% (v/v);

® todos os resultados obtidos a partir dos ensaios
realizados foram submetidos & andlise de vari@incia ANOVA
(fator Unico) e teste de Tukey, para comparagcdo das médias.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (média+EPM) de no minimo trés experimentos em
triplicatas. Foram considerados estatisticamente significativos

os valores comparados ao nivel de significGncia de p< 0,05.

Preparo das solucdes-teste utilizadas nos experimentos com

culturas de macréfagos

[102]. A amostra despolimerizada enzimaticamente SP (10

mg.mL-1) foi solubilizada em PBS contendo 50 ug.mL-! de polimixina
B durante 4 h sob agitacdo a 37 °C (CUNHA, F. Q. et al
Phagocytosis and induction of nitric oxide sinthase in murine

macrophages. Immunology, v. 79, p. 408-411, 1993). Essa solucdo foi

esterilizada por ultrafilfracdo positiva, sob pressdo, ulilizando-se

membranas de acetato de celulose, com poros de 0,22 um. A

amostra FP (20 mg.mL-1) foi igualmente diluida em PBS e esterilizado

por autoclavagem por 15 min a 121°C e | atm de pressdo. Apods a
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auvtoclavagem, a solu¢cdo de FP foi levada d c@mara de fluxo e a
ela adicionada solucdo estéril de polimixina B {50 uyg.mL-' em PBS),
até atingir a concentfracdo de 10 mg.mL! e mantida sob agitagdo
por 2 h a 37°C, até completa solubilizacdo. Em seguida, foi
realizada a diluicdo das amostras em meio MEM estéril, originando
as solucdes-teste utilizadas nos fratamentos das culturas de

macrofagos. Os experimentos foram realizados em triplicata.

B. Obtencdo de macréfagos

[103]. O modelo animal utilizado para obtencdo das células
foi camundongos swiss (Mus musculus) fémeas, com cerca de 60
dias de vida. Apds a eutandsia dos animais, foi feita a assepsia da
regido abdominal com dlcool efilico 70% (v/v) e exposicdo da
membrana peritoneal. Utilizando seringas e agulhas estéreis, 10 mL
de PBS pH 7.4, a 4°C foram inoculados na cavidade peritoneal.
Apods massagem vigorosa, as células do exsudato peritoneal foram
aspiradas com seringa, transferidas para tubos plasticos estéreis e
centrifugadas por 2500 rpm por 15 min a 4°C, em centrifuga
refrigerada. As células sedimentadas foram lavadas com 10 mL de
solucdo de hemdlise aquosa [hidroximetil aminometano (TRIS) 0,017
M; cloreto de amdnio (NH4Cl) 0,144 M; pH 7,4] para eliminacdo das
possiveis hemdacias presentes. Apds nova centrifugacdo, as células
foram ressuspensas em MEM estéril. A contagem celular foi feita em
cmera de Neubauer, ufilizando microscépio invertido e a
avaliacdo da viabilidade celular foi realizada utilizando o método
do azul de Tripan (PHILLIPS, H. J. Dye exclusion test for cell viability.
In: KRUSE, Jr. P. F.; PATTERSON, Jr. M. K. Tissue culture: methods and
application. New York: Academic Press, p.406-408, 1973).
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[104]. A suspensdo celular contendo os macréfagos (na
concentracdo final de 5 x 105 cel/poco ou 1 x 10¢ cel/pogo) foi
agliguotada em placas de cultura estéreis, as quais foram
incubadas, para aderéncia das células, por 1 h, a 37°C em
atmosfera de 5% CO2. A monocamada de células aderentes foi
lavada duas vezes com PBS estéril, pH 7,4 a 37°C, para refirada de
células suspensas, adicionou-se meio de cultura suplementado
com 5% (v/v) de soro fetal bovino juntamente com as solucdes-
teste conforme a metodologia descrita para cada fipo de

experimento.

[105]. As alteracdes na morfologia dos macréfagos cultivados
na presenca das fragdes estudadas, nas concentragcdes de 10 e
160 ng.mL-, estdo apresentadas na FIGURA 3. A partir das imagens
obftidas foi possivel observar que as amostras foram capazes de
modificar a morfologia dos macrofagos.  Estas  células
apresentaram morfologia descrita para macréfagos ativados, nos
quais estes apresentam maior vacuolizacdo e projecoes

citoplasmaticas.

C. Determinacdo da viabilidade celular pelo método do MTT

[106]. Para determinacdo da viabilidade celular utilizou-se o
método descrito por Reilly e colaboradores (1998), do MIT
(brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltefrazdlio). As
células metabolicamente ativas reduzem o sal de tetrazdlio
formando cristais de formazan soluveis em dimetil sulfoxido (DMSO)
com uma coloragdo roxa caracteristica (REILLY, T. P. et al
Comparison of the in vitro cytotoxicity of hydroxilamine metabolites
of  sulfamethoxazole and  dapsone. Biochemistry and
Pharmacology, v. 55, p. 803-808, 1998).
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[107]. Nesta avaliacdo os macréfagos peritoneais j& aderidos
foram lavados duas vezes com PBS estéril, pH 7,4 e a cada poco foi
adicionado meio MEM contendo as amostras descritas, nas
concenfragdes de 2,5, 10, 40, 160 e 640 ug.mL-1. Além das solugcdes-
teste, em cada experimento foram redlizados os tratamentos
controle, no qual as células foram cultivadas somente em meio de
cultura por 24 e 48 h.

[108]. Em seguida, removeu-se 0 meio e adicionou-se 180 ul
de meio contendo 20 ul de solucGo de MIT (previamente
preparado em PBS na concentfracdo de 5 mg.mL'}, obtendo uma
concentracdo final em MIT de 500 pg.mbl'. As placas foram
incubadas por 3 h, a 37°C em atmosfera de CO2 a 5%. Apds, as
células foram lavadas duas vezes com solucdo de PBS e finalmente
os cristais de formazan, que se formaram nas células viaveis, foram
dissolvidos em 200 ul de DMSO. A absorbéncia foi medida a 550
nm, em espectrofotdbmetro, utilizando DMSO como branco.

[109]. Os resultados sGo mostrados na figura 6. No tempo de
24 e 48 h (FIGURAS 4 e 5), a frac@o FP, em todas as concentragdes
(40, 160 e 640 ung.mL1} apresentou diminuicdo na viabilidade celular
dos macréfagos. A fracdo SP ndo promoveu diminuicdo
significativa da viabilidade em nenhum dos tempos. Tal fendmeno
demonstra uma caracteristica citotdxica em macrdfagos para FP e

ndo citotdxica para SP nas concentracdes testadas.

D. Dosagem das citocinags  produzidas por  cultura  de

macréfagos peritoneais

[110]. Numa primeira etapa, 1 x 10¢ macréfagos/poco (placa
de 24 pocos) foram incubados durante 24 h, a 37°C em atmosfera

de 5% de CO3 na auséncia [(grupo conirole negativo) ou na
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presenca de 1 mlL das amostras anteriormente descritas, nas
concentragdes de 10, 40, 160 pg.mL' ou de LPS (50 ng.mL - grupo
controle positivo). Em  seguida, cada sobrenadante foi
centrifugado individualmente (2000 rom, por 5 min), dividido em 4
aliquotas de 250 ul em microtubos tipo eppendorf estéreis
identificados, e estocados a -80°C até posterior utilizacdo. Cada
microtubo foi destinado & dosagem de uma citocina (IL-18, IL-6, IL-
10 ou TNF-a), pelo menos em duplicata. Assim, com o mesmo

sobrenadante, foi possivel fazer a dosagem das quatro citocinas.

[111]. As dosagens foram determinadas pelo método ELISA,
utilizando kits especificos para cada citocina. Os reagentes
utilizados foram preparados de acordo com as especificagcdes do
fabricante.

[112]. Em dosagens de TNF-a (FIGURA 6), as células tratadas
com FP resultaram em 246, 192 e 198% de aumento na producdo
desta citocina e as fratadas com SP apresentaram uma curva
concentragcdo-dependente, cujo aumento foi de 119, 125 e 136%
respectivamente as concentracoes testadas. A dosagem de IL-6
mostrou que somente as concentracdes de 40 e 160 ug.mbL! da
amostra FP (308 e 320%) foram capazes de atuar de modo
significativo no aumento da produgdo desta interleucina (FIGURA
7). Mesmo ndo perfazendo uma diferenca significativa, é
importante notar um estimulo positivo para as concentracdes de 10
pg.mLt da amostra FP [238%) e SP (168, 130 e 223%.
respectivamente). No que se refere & producdo de IL-10 ndo foi
observado incremento na produgdo desta citocina (FIGURA 8). J&
o efeito causado por FP e SP nos niveis de IL-1p, foram de
diminuicdo da producdo, na percentagem 2355, 1254 e 4705%
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para FP, e 1201, 1807 e 440% para SP, em relacdo ao controle
negativo para todas as concentragoes testadas (FIGURA 9). Desta
forma sugere-se que as fragdes estimulem a producdo de
receptores soluveis de IL-1p.

E. Dosagem de oxido nitrico  produzido por cultura de

macréfagos peritoneais

[113]. Como o éxido nifrico possui um tempo de meia vida
muito curto a determinagcdo da producdo deste radical por
macréfagos € mensurado pela formagdo do nifrito (NO2), um
produto de degradacdo estdvel e ndo volatil. A dosagem de nitrito
foi realizada pelo método de Griess no qual o principio de reacdo
€ baseado na formacdo de um azo composto (GREEN, L. C. et al.
Analysis of nitrate, nifrite, and ['SN nifrates] in biological fluids.
Analytical Biochemistry, v. 124, p. 131-138, 1982). Neste método, o
nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida em meio acido
para formar um composto intermedidrio, o sal de diazbnio. Em
seguida, este sal reage com N-naftil-efilenodiamina (NED)
formando um composto azo estdvel de coloragcdo purpurg,
podendo assim ser quantificado em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 550 nm (GREEN, L. C ef al. Analysis of
nitrate, nitrite, and [N nifrates] in biological fluids. Analytical
Biochemistry, v. 126, p. 131-138, 1982; SUN, J. ef al. Measurement of
nitric oxide production in biclogical systems by using Griess reaction
assay. Sensors, v. 3, p. 276-284, 2003).

[114]. Para a avdaliagcdo da producdo de oxido nitrico os
macréfagos isolados da cavidade peritoneal foram plagueados na
densidade de 5 x 105 cel/pogo, em placas de cultura de 96 pocos
e incubadas por 48 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 na
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auséncia (grupo controle negativo) ou na presenca das amostras
descritas. Como controle positivo da ativagdo da producdo de
oxido nitrico foi ufilizado lipopolissacarideo (LPS) de E. coli (Sigma-
Aldrich, St Louis-MO, EUA) na concentracdo de 50 ng.mL-.

[115]. Apds o tempo de incubagdo, 100 ul do sobrenadante
foi transferido para outra placa de 96 pocos e adicionou-se 100 ul
do reagente de Griess. Apos incubacdo por 10 min a absorbdncia
foi medida a 550 nm, em espectrofotdbmetro, utilizando como
branco o meio MEM mais o reativo de Griess. As concentracoes de
nitrito foram determinadas utilizando uma curva padréo de NaNOz
em concentracdes de 10 pM a 100 puM. Os resultados foram
expressos como quantidade de nitrito produzido em uM/5x10%

células.

[114]. Foi estudada a capacidade das amostras frente ao
ensaio de producdo de oxido nitrico pelas células, uma vez que a
via de producdo do NO* € essencial em alguns processos de
defesa contra patdgenos, inflamacdo (NATHAN, C. F. Secretory
products of macrophages. The Journal of Clinical Investigation, v.
79, p. 319-326, 1987; NATHAN, C. F. Inducible nitric oxide synthase:
What difference does it make? The Journal of Clinical Investigation,
v. 100, p. 2417-2423, 1997} e no processo da resposta imune
(BOGDAN, C. Nitric oxide and the immune response. Nature
Immunology, v. 2, p. 907-916, 2001).

[117]. As andlises feitas em 48 h (FIGURA 10) de fratamento
mostram que FP apresentou uma producdo de NO* significativa
nas concentracdes 10, 40, 160 e 640 png.mL’, com percentuais de
aumento em relacdo ao controle negativo de 294, 331, 350, 320%,

respectivamente. SP  apresentou  efeito  significativo  na
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concenfragdo de NO*, para todas as concentracdes testadas,
onde as percentagens de producdo de NO* em relacéio ao
controle foram de 200, 200, 222, 212 e 260%. Cabe ressaltar que
todas as moléculas foram tratadas com polimixina B, um antibidtico
conhecido pelo efeito neutralizante da resposta envolvendo LPS
bacteriano, desta forma, o efeito observado fica a cargo somente

do polissacarideo.

[118]. Os resultados encontfrados neste trabalho demonstram
que as amostras sozinhas foram capazes de estimular a sintese de
NO*, mostrando que houve atfivagdo dos macréfagos sem

necessidade da presenca de um segundo sinal.

Exemplo 4 - Ensaios de edema de pata em animais

[119]. Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos swiss (Mus musculus) machos (25-35 g}, segundo
protocolo aprovado pelo Comité de Experimentacdo e Efica
Animal da instituicGo {Processo 23075.041511/2010-93). Seis grupos
experimentais  (n=5 camundongos/grupo) foram  fratados
infraplantarmente com as amostras (FP e SP - obtidas conforme
especificado nos exemplos 1 e 2, na concentragdo de 20 ug.pata
1} ou dexametasona {1 mgkg!' - controle positivo). Qutros seis
grupos {n=5 camundongos/grupo) foram tratados por via
subcutdnea (10 mg.kg'). Apds Th animais receberam uma inje¢do
intraplantar esquerda traseira de 0,1 mL de uma solu¢do de
carragenina 300 ug.pata! (Sigma-Aldrich, St Louis-MO, EUA) A pata
contralateral (controle negativo) recebeu o mesmo volume de
solucdo salina 0,9% (m/v) (WINTER, C. A.; RISLEY, E. A.; NUSS, G. W.
Carragenan-induced ocedema in hind paw of the rats as an assay



53/55

for anfi-inflamatory drugs. Experimental Biology and Medicine, v.
111, p. 544-547, 1962).

[120]. Antes dos tratamentos, os animais foram submetidos a
uma medida do volume de suas patas traseiras (direita e
esquerda). Apds as injecdes, o volume das patas foi medido
vtilizando-se um micrémetro digital em intervalos regulares de 30,
60, 120 e 240 min. Os resultados foram expressos como a variagcdo
do volume entre as patas esquerdas e direitas e quantificada em
milimetros (KASSUYA, C. A. et al. Anfipyretic and anti-inflammatory
properties of the ethanolic extract, dichloromethane fraction and
costunolide from Magnolia ovata (Magnoliaceae). Journal of
Ethnopharmacology, v. 124, p. 369-76, 2009). Os resultados foram
expressos em percentagem de acordo com a férmula (ZHANG, H;
YE, L.; WANG, K. Structural characterization and anti-inflammatory
activity of two water-soluble polysaccharides from Bellamya
purificata. Carbohydrate Polymers. v. 81, p. 953-960, 2010):

% inibicdo = (digmetro da pata controle - dimetro da pata

amosira)

diimetro da pata conftrole x 100

[121]. Os resultados foram submetidos & andlise de varidncia
ANOVA (fator Unico) e teste de Tukey, para comparacdo das
meédias. Os resultados foram expressos como media + erro padrdo
da média (médiatEPM) de no minimo frés experimentos em
triplicatas. Foram considerados estatisticamente significativos os

valores comparados ao nivel de significGncia de p< 0,05.

[122]. No ensaio de edema de pata, a agdo farmacolégica
de FP e SP foi observada a partir do tempo de 30 min. Os graficos

demonstram que a prevencdo da formacdo do edema em
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injec@o intraplantar de forma Unica (20 pg patal) teve os
resultados significativos para as amostras FP e SP. Em FP, os tempos
significativos foram em 60, 120 e 240 min com inibicdes de 46, 28 e
33%, respectivamente, em relacdo ao mesmo tempo do controle
negativo. Da mesma forma, o tratamento com dexametasona
também impediv a formagdo de edema no mesmo intervalo de
tempo, com inibicdes de 29, 31 e 37%, respectivamente. A fracdo
SP apresentou significncia em todos os fempos de ensaio, com 48,
41 e 51% de inibicdo, respectivamente. (FIGURA 11).

[123]. Em ftermos percentudis de inibicdo a fragcdo FP,
apresentou um perfil idéntico ao anti-inflamatdrio de referéncia, a
dexametasona, enquanto a fragdo SP apresentou um perfil anti-
inflamatério superior aos polissacarideos nativos, em que o perfil de

inibicto de edema foi superior & dexametasona.

[124]. No experimento de avaliacdo sistémica com a mesma
concentracdo, injetado na regido dorsal dos animais, apds 2 h, FP
e SP apresentaram respectivamente 32,7 e 65,7%, de inibi¢cdo
contra 39% da dexametasona (1 mg.kgl). Assim, FP mostrou-se
significativamente igual & dexametasona e SP  mostrou-se
significativamente superior & dexametasona, onde a variagcdo
percentual de SP em relacdo & molécula de referéncia foi cerca
de 26% (FIGURA 12).

[125]. Ambas as fracdes FP e SP apresentaram resultados
positivos no ensaio intraplantar e ensaio de injecdo sistémica das
amostras, com destaque para SP. Devido ao pequeno famanho
(~4 kDa), SP pode difundir-se melhor nos tecidos e chegar &
corrente sanguineaq, sendo distribuida pelo organismo, bem como

realizar uma ag¢do local. Esta fragcdo, em ensaio in vitro, de cultivo
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de macréfagos ndo mostrou-se citotdxica, sendo portanto uma
boa candidata a futuros ensaios no senfido da criacdo de um

medicamento, devido & caracteristica Unica da fracdo.

[126]. FP, a fracGo de maior massa molar obtida de A.
barbadensis {1230 kDa). Nos ensaios em cultivo celular foi a que
apresentou maior diminuicdo da viabilidade celular, para as
concentragdes testadas, embora tenha sido efetiva na inibicdo de

edema no tratamento intraplantar e apresentando efeito sistémico.

[127]. Dentro desta perspectiva, sugere-se que fatores como
a massa molar, a conformagdo molecular e o grau de acetilagcdo

das fragdes sejom determinantes na agdo anti-inflamatdria.
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REIVINDICACOES

1. DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO. DE ALOE COMO AGENTE ANTI-
INFLAMATORIO E PROCESSO PARA OBTENCAO DO MESMO, caracterizado
por compreender a ulilizagdo de Aloe barbadensis Miller na obtencdo de
polissacarideos de baixa massa molar com propriedades anti-

inflamatdrias.

2. PROCESSO para producdo do despolimerizado enzimdtico de

Aloe, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por compreender

as seguintes etapas:

i. Solubilizacto da fracdo polissacaridica de Aloe em solucdo

tampdo;
ii. Adicdo daenzima;
iii. Incubacgdo por 6-10 h entre 40-50°C;
iv. Inativacdo da enzima entre 80-100°C, por 10-15 min;
v. Filtracdo;
vi. Liofilizagdo;
vil. Cromatografia de exclus&o por tamanho;
viii. Liofilizacdo
3. PROCESSO para producdo do despolimerizado enzimdtico de
Aloe, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pela enzima ser

uma endo-1-»3{4)-p-D-glucanase.

4, PROCESSO para produg@o do despolimerizado enzimdtico de
Aloe, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pela filtragto ser
realizada em membrana de 0,45 um.

5. PROCESSO para producdo do despolimerizado enzimdtico de Aloe

barbadensis Miller, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pela

cromatografia de exclus@o ser redlizada em fase estaciondria com limite

de exclustio de 3 kDa.
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6. PROCESSO para producdo do despolimerizado enzimdatico de Aloe
barbadensis Miller, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pela

cromatografia de exclus@o ter dgua purificada como fase movel.

7. PROCESSO para producdo do despolimerizado enzimdtico de Aloe
barbadensis Miller, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pela

fraco polissacaridica de Aloe compreender as seguintes etapas:
i. Coleta e lavagem das folhas;
ii. Remoc¢do da polpa das folhas apds remogdo da casca;
ii. Secagem ou liofilizagdo;
iv. Moagem (<300 mesh);
v. Solubilizac@o do material em dgua purificada;
vi. Centrifugacdo/filtracdo;

vii. Tratamento do sobrenadante/filtrado com solvente orgénico polar

por no minimo 12 horas;
viii. Centrifugacdo/filtrago;
ix. Secagem ou liofilizacdo;
x. Solubilizacdo em dgua purificada, em concentfragcdo de 0,1-10 g.b-
' p/vi:
xi. Centrifugacdo/filtraco;
xii. Didlise do sobrenadante gerado;
xii. Secagem ou liofilizacdo.

8. PROCESSO para producdo do despolimerizado enzimatico de Aloe

barbadensis Miller, de acordo com a reivindicacdo 7, cargcterizado pelo

solvente orgénico polar ser etanol, metanol, isopropanol, n-propancl ou

acetong.
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9. DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, caracterizado por
ser obtenivel por um processo definido em qualquer uma das
reivindicacdes 2-8.

10. PROCESSO para produgdo do despolimerizado enzimatico de Aloe
caracterizado por compreender a despolimerizacdo enzimdatica de uma
fracdio polissacaridica [>10 kDa) utilizando uma enzima endo-1->3(4)-3-D-
glucanase seguida de cromatografic de exclusdo por tamanho com
limite de exclus@o de 3 kDa gerando um polissacarideo de baixa massa
molar {<5 kDa]).

i1, DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO, caracterizado por ser obtido de
folhas de Aloe Barbadensis Miller.

12.  DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, de acordo com as
reivindicagdes 1 e 11, cargcterizado por ser uma manana B-{1—4}-ligada.

13.  DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, de acordo com a
reivindicagcdo 12, caracterizado pela manana conter entre 90-99,9% de

manose e entre 0,1-5% de glucose.

14, DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, de acordo com a
reivindicacdo 12, caracterizado por um grau de acetilagdo entre 10-20%.

15.  DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, de acordo com a
reivindicacdo 12, caracterizado por grau de substituicdio por grupos
acetila de 0,5-1.

16. DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, de acordo com a

reivindicagdo 12, caracterizado por uma massa molar <5 kDa.

17.  DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, de acordo com as
reivindicacdes 12-16, caracterizado por ser um agente anti-inflamatério.

18. DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, caracterizado pelo
uso no fratamento de doencgas inflamatorias.
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19. USO do despolimerizado enzimdtico de Aloe no tratamento de
doencas inflamatdrias, de acordo com reivindicagdo 18, caracterizado
por essas doengas serem inflamacdes na pele, mucosas ou sistémicas.

20, DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, caracterizado pelo

uso no tratamento de processos inflamatorios.

21, DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, caracterizado pelo

uso no fratamento de sintomas decorrentes de doencas inflamatdrias ou

processos inflamatdrios.

22. DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO obtido de Aloe, caracterizado

pela utilizagdo em manufatura de medicamentos para tratamento de

doencas inflamataérias.,

23. COMPOSICAO FARMACEUTICA ou DERMOCOSMETICA
caracterizado por compreender um despolimerizado enzimdatico de Aloe
como ingrediente ativo de forma isolada ou em conjunto de outros ativos

ou excipientes farmaceuticamente ou dermatologicamente aceitaveis.

24. METODO para tratamento de pacientes com doencas
inflamatdrias caracterizado por compreender o administragdo de
quantidade terapeuticamente eficiente do despolimerizado enzimdtico
de Aloe.

25. METODO para fratamento de pacientes com doencas

inflamatdrias, de acordo com reivindicacdo 24, caracterizado pela

administragdo isolada do despolimerizado enzimdtfico de Aloe ou em
associag@o com outros medicamentos para promover o efeito anti-

inflamatario.
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FIGURA 1
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FIGURA 3
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10 ug mt”

40 ug-mt .

160 ug mi!

T e
e e

g &8 & °
(seinjes oixpiond)
vegNL 9p oednpoid

400~



Produgao de IL6
(pMoli1x10® células)

15000~

10000+

5000+

7/12
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RESUMO
DESPOLIMERIZADO ENZIMATICO DE ALOE COMO AGENTE ANTI-
INFLAMATORIO E PROCESSO PARA OBTENCAO DO MESMO

A presente invengdo trata de um despolimerizado
enzimdatico de Aloe como agente anfi-inflamatoério e processo para
obtencdo do mesmo. A invencdo relata o wuso de um
polissacarideo de baixa massa molar, obtido o partir de
despolimerizacdo enzimdtica da fracdo polissacaridica de Aloe
barbadensis Miller como agente anti-inflamatdério, utilizado de
forma isolada ou em conjunto de outros ativos, em composicoes
farmacéuticas ou dermocosméticas. Especificamente trata dos
processos de produgdo deste polimero ativo e seu uso em métodos
e composicdes para tratamento de doencas inflamatdrias,

processos inflamatdrios e sintomas decorrentes.
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