B R 1020217021085 A2 =%

(21) BR 102021021085-0 A2

Republica Federativa do Brasil

Ministério do Desenvolvimento, Industria, (22) Data do Dep6sito: 21/10/2021

Comércio e Servigos (43) Data da Publicacdo Nacional:

Instituto Nacional da Propriedade Industrial 09/05/2023

(54) Titulo: PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE PARKINSONIA
ACULEATA PARA USO NO CONTROLE DA DISLIPIDEMIA E HIPERGLICEMIA VERIFICADAS NA
SINDROME METABOLICA

(51) Int. Cl.: A61K 36/48; A61K 135/00; A61P 3/10; A61P 3/06.

(71) Depositante(es): UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO; UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO.

(72) Inventor(es): TANIA MARIA SARMENTO DA SILVA; TELMA MARIA GUEDES DA SILVA;
ERYVELTON DE SOUZA FRANCO; MARIA BERNADETE DE SOUSA MAIA; ELIZABETH DO
NASCIMENTO; MARCIA SILVA DO NASCIMENTO; MARCIA BEZERRA DA SILVA.

(57) Resumo: PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE PARKINSONIA
ACULEATA PARA USO NO CONTROLE DA DISLIPIDEMIA E HIPERGLICEMIA VERIFICADAS NA
SINDROME METABOLICA. A presente invencéo refere-se ao processo de obtencéo de fragdo e
isolamento de compostos bioativos utilizando metodologia padronizada pela combinagédo sistematica de
extracdo, particdo e cromatografia para a separa¢do dos compostos presentes em mistura a partir do
extrato hidroetandlico das partes aéreas de Parkinsonia aculeata com potente atividade no controle de
dois importantes parametros da Sindrome Metabdlica (hiperglicemia e dislipidemia).




1/10

PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE
PARKINSONIA ACULEATA PARA USO NO CONTROLE DA DISLIPIDEMIA
E HIPERGLICEMIA VERIFICADAS NA SINDROME METABOLICA

Campo da invengéo

[001] A presente invencdo refere-se ao processo de obtencdo de fracdo polar e
compostos das partes aéreas de Parkinsonia aculeata (Caesalpineaceae) com
metodologia padronizada e atividades anti-hiperglicémica e anti-hiperlipidemica,
mais especificamente, a metodologia desenvolvida consiste em combinagdo
sistematica de extracdo, particdo e cromatografia para a separacdo dos compostos
bioativos presentes em mistura, com potente atividade no controle de dois

importantes parametros da Sindrome Metabolica (hiperglicemia e dislipidemia).

Fundamentos da invencao

[002] Parkinsonia aculeata L. (Caesalpineaceae) é um arbusto de tamanho médio
(4-6 m) encontrado na regido Xingd (regido semiarida) no Nordeste do Brasil.
Popularmente conhecida como turco, € usada na medicina tradicional pela
populacdo e por curandeiros locais para o tratamento da hiperglicemia. Segundo
informac@es da comunidade local, a preparacgdo tradicional é sob a forma de infusao
da parte aérea da planta (~15g/L) e ingerida durante o dia para controlar as
complicacdes relacionadas ao diabetes e dislipidemias (De-ALMEIDA et al., J.
Arid Environ. 62: 127-142, 2005).

[003] Estudos fitoquimicos relataram a existéncia de flavonoides C-glicosideos
nas folhas de P. aculeata (BHATIA et al., Tetrahedron. 22: 1147-1152, 1966;
BESSON et al., Pytochemistry. 19: 2787-2788, 1980). El-Sayed et al. (EL-SAYED
et al., Phytochem. 30: 2442, 1991) relataram que os extratos metanélicos das folhas
de P. aculeata apresentam varios flavonoides, incluindo flavonas C-glicosiladas
(orientina, iso-orientina, vitexina, iso-vitexina, lucenina-Il, vicenina-11, diosmetina
6-C-B-glicosideo, apigenina, luteolina, kaempferol e chrisoeriol), além de uma nova
flavona (epoxi-iso-pentilflavanone) (ALI et al., J. Nat. Prod. 19(1): 53-56, 2005).
Uma triagem fitoquimica do extrato hidroetandlico obtido das folhas de P. aculeata
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mostrou a presenca de taninos, esterdides e uma alta concentracdo de flavonoides
(LEITE et al., J Ethnopharmacol. 111: 547-552, 2007).

[004] Em relacéo as atividades bioldgicas, foi demonstrado que em ratos diabéticos,
uma fracéo soluvel em agua do extrato hidroetandlico e metanolico de P. aculeata,
reduziram os niveis de glicose no sangue e na urina, e melhoraram os parametros
bioquimicos e fisioldgicos relacionados ao metabolismo dos carboidratos, lipideos
e proteinas (LEITE et al., J Ethnopharmacol. 111: 547-552, 2007; LEITE et al.,
Evid Based Complementary Altern Med. 1-9, 2011; MARZOUK et al., Cell
Biochem Biophys. 65: 301-313, 2013). Aratjo et al. (ARAUJO et al., J
Ethnopharmacol. 183: 95-102, 2016; ARAUJO et al., Mol Cell Biochem. 419: 93-
101, 2016) avaliaram o efeito do extrato hidroalcodlico das partes aéreas de P.
aculeata particionado em acetato de etila, em camundongos diabéticos induzidos
por dieta hiperlipidica e demonstraram reducdo dos niveis séricos de glicose,
insulina em jejum, bem como melhorou a resisténcia a insulina e a tolerancia a
glicose. A resisténcia a insulina (RI) é definida como um estado de resposta
metabolica reduzida aos niveis circulantes de insulina (HARCOURT et al., Nat.
Rev. Endocrinol. 9: 113-123, 2013; MCARDLE et al.,, Front. Endocrinol.
(Lausanne). 10:4-52, 2013). Esta diretamente relacionada a anormalidades nos
tecidos periféricos (musculo, figado e tecido adiposo), no sistema nervoso central
(neurdnios hipotalamicos envolvidos no controle da ingestdo de alimentos) e nas
células beta pancreaticas (GREGOR; HOTAMISLIGIL. Annu. Rev. Immunol.
29:415-445, 2011; KAHN el al., Cold Spring Harb Perspect Biol. 6(1): 1-20, 2014;
MCARDLE et al., Front. Endocrinol. (Lausanne). 10:4-52, 2013). A resisténcia a
insulina é frequentemente associada a uma complexa rede de vias de sinalizacao,
incluindo o comprometimento da sinalizacdo da insulina, alterando a docking e a
sinalizacdo da via da insulina em tecidos periféricos, como figado, musculo e tecido
adiposo (BOURA-HALFON; ZICK. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 296: 581—
591, 2009; GREGOR; HOTAMISLIGIL. Annu. Rev. Immunol. 29:415-445, 2011).
Entre os mecanismos causadores envolvidos no comprometimento da sinalizacdo

mencionado acima estdo os defeitos na biogénese mitocondrial associada ao
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excesso de especies reativas de oxigénio e a subsequente diminuicdo do gasto de
energia, 0 que contribui para as disfuncdes metabdlicas observadas nos estados
resistentes a insulina (CANTO; AUWERX. Curr Opin Lipidol. 20: 98— 105, 2009).
O desenvolvimento de novas abordagens farmacoldgicas para prevenir ou tratar o
complexo distarbio metabolico tornou-se uma prioridade absoluta. Os
medicamentos mais usados tém muitos efeitos colaterais e doses elevadas séo
necessarios para obter melhora na resisténcia a insulina (KAHN el al., Cold Spring
Harb Perspect Biol. 6(1): 1-20, 2014). Nesse contexto e frente as evidéncias
supracitadas do efeito de P. aculeata em modelo experimental de diabetes,
avaliamos os efeitos bioquimicos e moleculares da particdo do extrato
hidroetandlico de partes aéreas de P. aculeata em acetato de etila (HEPAC), fracdes
e compostos isolados dessa particdo em modelos in vivo e in vitro de resisténcia

insulinica.

[005] Na literatura brasileira de patentes ndo ha registro de processo similar ao aqui

apresentado.

[006] Na literatura de patentes internacional ndo existe uma patente do método de
obtencdo do extrato, fracGes e compostos, como também, ndo héa relato destes para
o controle de dois importantes parametros da Sindrome Metabdlica (hiperglicemia

e dislipidemia).
Breve descricdo dos desenhos

A Figura 1 apresenta 0 esquema para particdo do extrato hidroalcoolico e obtencéo
dos compostos de Parkinsonia aculeata.

A Figura 2 ilustra o efeito do tratamento oral com a fracdo de P. aculeata

A Figura 3 apresenta o perfil lipidico (mg/dL) de ratos Wistar ap6s o tratamento
oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata.

As Figuras 4A, 4B e 4C ilustram a glicemia de jejum de ratos Wistar machos ao
final do tratamento; concentracdo de insulina sérica e indice de HOMA,

respectivamente.
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A Figura 5 apresenta o perfil glicémico de ratos Wistar machos submetidos ao Teste
de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) ao final do tratamento oral com extrato
hidroalcoodlico de P. aculeata.

A Figura 6A e 6B ilustram a concentragdo de glicogénio no tecido hepatico e
concentracdo de glicogénio no musculo tibial de ratos Wistar machos ao final do

tratamento oral com extrato hidroalcoodlico de P. aculeata, respectivamente.

A Figura 7 apresenta a captacao de glicose em adipocitos diferenciados, com
resisténcia a insulina induzida por dexametasona, expostas ao extrato

hidroalcoodlico de P. aculeata.

Descricdo da invencgdo

[007] A presente invencéo refere-se ao método desenvolvido para a obtencdo de
fracbes e compostos das partes aéreas de Parkinsonia aculeata, a partir do extrato
hidroalcéolico, utilizando particdo com acetato de etila e cromatografia moderna
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) analitica e/ou
preparativa. O objetivo final é a obtencdo de trés fracBes polissacaridicas (P1, P2 e
P3) e os compostos inéditos isolados (P4 e P5). O extrato, fragdes polissacaridicas
e 0s compostos isolados foram testados nas alteracdes verificadas nos ratos Wistar
com a sindrome metabdlica. A obtencdo das fracdes e compostos consiste na
pulverizacdo dos galhos secos e extracdo com etanol:agua. Apos a retirada do etanol,
0 extrativo concentrado € submetido, preferencialmente, a particdo com solventes
de média polaridade como acetato de etila. Posteriormente, a fracdo polar obtida
pela particdo com acetato de etila (HEPAC) é submetida ao processo de liofilizag&o.
Esta fracdo aquosa rica em polissacarideos e sesquiterpenos lactonas é submetida a
separacdo em HPLC preparativo com coluna C-18 (exemplo 1). A fracdo polar
aquosa obtida pela particdo com acetato de etila (HEPACc) foram submetidos aos
testes para o tratamento da sindrome metabdlica induzidas em ratos, sendo
realizadas as avaliages in vivo. Os estudos in vivo foram realizados em ratos Wistar
com resisténcia insulinica induzida por dieta ocidentalizada, caracterizada por

apresentar um maior teor de lipidios saturados, quando comparada a dieta padréo
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para animais de laboratério. A dieta foi constituida de alimentos hiperenergéticos
(FERRO-CAVALCANTE, et al. Lipids. 48: 1157-1168, 2013; FERRO-
CAVALCANTE et al., Int J Food Sci Nutr. 65(8): 1-5, 2014) (exemplo 2) e
avaliacOes ex vivo (exemplo 3). As fracbes e 0s compostos isolados foram
submetidos aos testes in vitro realizados com Células 3T3-L1 (pré-adipdcitos)

diferenciados com resisténcia insulinica induzida por dexametasona (exemplo 4).

Exemplo 1: obtencdo do extrato, fracdes e isolamento dos compostos

[008] Trata-se de uma combinacdo sistematica de métodos de extracdo e
cromatografia. Para efeito de exemplo, utilizou-se como matéria-prima as partes
aéreas de Parkinsonia aculeata secas em estufa, com circulacdo forcada a 50°C e
trituradas em moinho de facas até pulverizacdo. A droga vegetal foi submetida a
extragdo com uma solucdo hidroalcodlica 50% até exaustdo, obtendo-se o extrato
hidroalcodlico que foi submetido a particdo liquido-liquido com acetato de etila
(1:1). A fracdo polar, denominada fracao hidroalcéolica foi liofilizada e submetida
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, (Shimadzu Prominence LC-20AT,
Shimadzu, Kyoto, Japan), com detector de aranjo diiodos (DAD). Foi utilizada
coluna preparativa de 250mm x 21,2mm x 4um, (Phenomenex), temperatura da
coluna até 40°C, fluxo de 14,0 mL/min, fase movel agua ultrapura (Eluente A) e
MeOH (Eluente B). O gradiente utilizado foi: 0-15 min, 40-50 % de B, 15-30 min,
50-100% de B, 40 min, 100% de B. Os cromatogramas foram monitorados em um
comprimento de onda de 254 nm. Todos os picos obtidos/coletados foram
submetidos as analises por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS, espectroscopia de
infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e *C
(incluindo os espectros de 2D: COSY, HSQC e HMBC). Os picos P1, P2 e P3 foram
identificados parcialmente como polissacarideos. Os espectros de infravermelho
mostraram bandas caracteristicas de carboidratos. As bandas em torno de 3420 e
2980 cm™ sdo atribuidas aos grupos OH e CH, respectivamente. As bandas em torno
de 1630 cm™* indicam a presenca de 4gua ligada na molécula. Os espectros de RMN

de H e 3C permitiram identificar os principais picos em 3,0-5,5 ppm (RMN de *H)
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e 60-105 ppm caracteristicos de polissacarideos. Na regido do espectro para 0s
hidrogénios e carbono anoméricos os sinais foram em 4,0-5,5 e 92-98. ppm,
respectivamente. Os compostos denominados P4 e P5 foram identificados como

sesquiterpeno lactonas. S&o compostos inéditos na literatura.

Exemplo 2: Inducédo e tratamento da sindrome metabdlica em ratos (in vivo)

[009] Para a inducéo e o tratamento da Sindrome Metabdlica, foram utilizados 30
ratos Wistar machos com peso inicial (45-55¢g) aos 21 dias de vida, provenientes
do biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. Os estudos foram aprovados e registrados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco, sob o n°® 23076.035789/2012-03. Os procedimentos
adotados nos experimentos seguiram as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério (SBCAL). Os animais foram divididos em dois grupos
de acordo com a dieta fornecida: 1) grupo dieta padrdo de laboratério controle
Dieta Presence® (DP) e 2) grupo experimental, composto por quatro subgrupos
(n=6), todos alimentado com Dieta Ocidentalizada (DO) durante 150 dias. Esta
dieta € caracterizada por apresentar um maior teor de lipidios saturados. A dieta foi
constituida de alimentos hiperenergéticos, triturados e misturados, formando
pellets e ofertados aos animais (FERRO-CAVALCANTE, et al. Lipids. 48: 1157—
1168, 2013; FERRO-CAVALCANTE et al., Int J Food Sci Nutr. 65(8): 1-5, 2014).
Completados os 150 dias de consumo da DO, os 24 animais (DO) (divididos
previamente em quatro subgrupos) foram aleatoriamente redistribuidos entre os
quatro tratamentos: extrato hidroalcodlico de P. aculeata particionado com acetato
de etila (HEPAC) nas doses de 130 ou 65 mg/kg; Metformina (500 mg/kg; v.o. -
NETO, et al., Rev Bras Farmacogn. 23: 913-919, 2013) ou veiculo (10 mL/kg),
diariamente, durante 30 dias. O grupo que foi alimentado com DP recebeu veiculo
(10 mL/kg) por igual periodo. Durante o experimento, foi registrado um indice de
mortalidade de 6,7% (n=2 animais), sendo o estudo finalizado com a utilizacao de

28 animais. Durante e ap6s o periodo da inducdo e tratamento da sindrome
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metabolica em ratos, foram realizados os testes in vivo. A determinacdo da
evolucdo corporal foi realizada uma vez por semana, a partir do 21° dia até a
instalacdo da Sindrome Metabolica, no 150° dia, e durante o tratamento que ocorreu
do 150° a0 180° dia. Na terceira e quarta semana de tratamento, 0s grupos HEPACc
130 e Metformina apresentaram diferenca significante (Figura 2). A determinacao
do perfil lipidico foi realizada aos 150 dias (periodo necessario para inducgdo da
Sindrome Metabdlica) e 180 dias (final do tratamento) da dieta ocidental, sendo
analisados: perfil lipidico colesterol total (CTO), triglicerideos (TG) e lipoproteina
de alta densidade (HDL). O perfil lipidico dos animais tratados com HEPAc (130
ou 65 mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg) estd na Figura 3. Apenas 0S grupos
tratados com HEPAc 65mg/kg ou Metformina apresentaram concentracdo sérica
de colesterol total semelhante a dieta controle. O grupo tratado com HEPAc
130mg/kg apresentou significativo aumento (34,53%) na concentracdo de HDL-c.
O perfil glicémico foi avaliado através do Teste Oral de Tolerancia a Glicose
(TOTG) e Teste de Tolerancia a Insulina (TTI). O TOTG foi avaliado aos 90, 120
e 150 dias de consumo das dietas. Os animais foram colocados em jejum de seis
horas, seguido da coleta de amostras de sangue para determinacdo da glicemia no
tempo zero (To). Em seguida, foi administrada uma solugéo glicosada 50% (2g/kg)
por gavagem e novas coletas de sangue foram efetuadas aos 30, 60, 90 e 120
minutos para determinacdo da curva glicémica, através da interpolacdo dos pontos
de valores da glicemia versus os tempos de coleta, acima mencionados (American
Diabetes Association. Diabetes Care. 33(1): 6269, 2010; SIEVENPIPER et al.,
CMAJ. 162: 993-996, 2000). A avaliacdo da tolerancia a insulina foi realizada aos
150 dias das dietas. A insulina (50pU/100g de peso corpdreo) foi administrada e
as concentracOes de glicose sérica nesses animais foram determinadas antes da
administracdo (Tempo 0) e 4; 8; 12 e 16 min apds a administracdo da insulina.
Posteriormente, foi calculada a constante de decaimento da glicose (KITT, %/min.)
a partir da regresséo linear das concentracdes de glicemia obtidas durante o TTI
(SERAPHIM et al., Braz J Med Biol Res. 34: 1353-1362, 2001). As Figuras 4 e 5
registram os para@metros relacionados ao processo de transporte de glicose aos
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tecidos: glicemia de jejum ap0s o tratamento (Fig. 4A), nivel de insulina sérica (Fig.
4B), indice de HOMA (Fig. 4C) e Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) (Fig.
5A, 5B e 5C) dos animais alimentados com a dieta ocidental e concomitantemente
tratados com HEPAC (130 ou 65 mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg). Os resultados
da glicemia em jejum ao final do tratamento revelam que os grupos (HEPAc
130mg/kg, HEPAc 65mg/kg e Metformina) apresentaram reducdo significativa de
18,53% (HEPAc 130mg/kg), 18,80% (HEPAc 65mg/kg) e 20,05% (Metformina)
quando comparados com a dieta ocidental. Quanto a esse mesmo parametro, o
grupo (DO) apresentaram glicemia de jejum significativamente maior em 39,45%
qguando comparados com a DP (Fig. 4 A). Os niveis de insulina sérica revelam que
0s grupos HEPAc 130mg/kg e Metformina apresentaram significativa reducao
desse horménio em 45,44% e 44,41%, respectivamente, quando comparados com
os niveis do grupo DO. Essa reducdo permitiu que os niveis de insulina dos
referidos grupos (HEPAc 130mg/kg e Metformina) ndo apresentassem diferenca
estatisticamente significante quando comparados ao grupo DP (Fig. 4 B). O modelo
de avaliacdo da homeostase (HOMA) foi determinado segundo Matthews et al.
(MATTHEWS et al., Diabetologia. 28: 412419, 1985). Foram realizadas as
medidas de glicemia e da insulina em jejum para indicar o indice de resisténcia a
insulina. Esta determinacdo através da relacdo da glicemia de jejum e insulina
sérica reforca os achados referentes ao nivel de insulina. Os grupos HEPAc
130mg/kg e Metformina n&do apresentaram diferenca significativa quando
comparados ao grupo controle e diferente dos grupos da Dieta Ocidental. O grupo
HEPACc 65mg/kg apresentou aumento em relacdo ao controle e revelou o indice de

HOMA menor que o grupo tratado com a Dieta Ocidental (Fig. 4 C).

Exemplo 3: Avaliacdes ex vivo

[010] Ao final do experimento, ap6s jejum de 10 horas, os animais foram
eutanasiados, coletado o sangue e submetidos aos testes para determinacdo da
concentracéo de glicogénio hepatico e muscular. O contedo de glicogénio hepatico

e muscular foram determinados pelo método de Hassid et al. (HASSID et al.,
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Methods enzimol. 3: 34-51, 1957). A Figura 6 (A, B) registra os valores de
glicogénio determinado no tecido hepatico e muscular, respectivamente, dos
animais alimentados com Dieta Ocidental e concomitantemente tratados com
HEPAc (130 ou 65 mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg). Os grupos (HEPAc
130mg/kg, 65mg/kg e Metformina) apresentaram valores referentes a concentracdo
de glicogénio hepatico significativamente iguais ao encontrado no grupo controle.
Entretanto, o grupo (HEPAc 130mg/kg) revelaram valores de glicogénio hepatico
significativamente superior em 48,58% e 49,86%, respectivamente, quando
comparado ao grupo da Dieta Ocidental (Fig. 16 A). Quanto a concentracdo de
glicogénio muscular, verificou-se que 0s Unicos grupos gque apresentaram valores
estatisticamente semelhantes ao grupo controle foram os grupos HEPAc 130mg/kg
e Metformina. Vale ressaltar que o grupo HEPAc 130mg/kg apresentou valor na
concentracdo de glicogénio tecidual significativamente superior em 74,15%
comparada ao grupo da Dieta Ocidental (Fig. 6 B).

Exemplo 4: Avaliacdes in vitro

[011] Para a cultura e diferenciacdo das células 3T3-L1 (pré-adipécitos) foi
utilizada a linhagem celular 3T3-L1 adquirida do Banco de Células da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e mantidas em cultura conforme descrito na
literatura (ZEBISCH et al., Anal. Biochem. 88-90, 2012). Para inducdo da
resisténcia insulinica e avaliagdo do efeito do HEPAC, fragdes e compostos isolados
sobre a captacdo de glicose, as células cultivadas foram divididas em oito (08)
grupos: 1) Controle positivo — cultura de adip6citos normais + insulina; 2) controle
negativo — cultura de adipdcitos com resisténcia insulinica + insulina; 3) cultura de
adipdcitos com resisténcia insulinica + insulina + HEPAc (25 pg/mL); 4) cultura
de adipdcitos com resisténcia insulinica + insulina + composto P1 (25 pg/mL); 4)
cultura de adipdcitos com resisténcia insulinica + insulina + composto P2 (25
pug/mL), 6) cultura de adipdcitos com resisténcia insulinica+ insulina + composto
P3 (25 pg/mL); 7) cultura de adipocitos com resisténcia insulinica + insulina +
composto P4 (25 pg/mL) e 8) cultura de adipdcitos com resisténcia insulinica+

insulina + composto P5 (25 pg/mL). A resisténcia a insulina foi induzida expondo
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os adipocitos diferenciados a dexametasona (1.0 umol/L) e insulina (10ug/ml) por
96 h (SAKODA et al., Diabetes. 49(10): 1700-1708, 2000; ANDREWS; WALKER
Clin Sci. 96: 513-523, 1999; NELSON et al., Diabetes. 49: 981-991, 2000; YANG
et al., J. Southwest China Normal Univ. 28: 460-464, 2003). Em seguida, o
sobrenadante do meio de cultura foi coletado e as concentragfes de glicose
determinadas pelo teste enzimatico-colorimétrico da glicose oxidase e leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 505 nm (Figura 7). Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicatas. Em relacdo aos testes de captacdo de glicose, o
HEPAC, fragcOes e compostos aumentaram significativamente o consumo de glicose
nos adipdcitos com resisténcia insulinica quando comparados ao grupo com
resisténcia insulinica sem tratamento (controle negativo). Entretanto, a captacédo de
glicose nédo diferiu entre os as células expostas ao HEPAc, fracbes e 0s compostos
isolados (picos P1, P2, P3 e P5). As células expostas ao composto P4 foram as que
apresentaram o menor percentual 27,98% significante, com apenas 27,98% de

captacdo de glicose quando as células normais.
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REIVINDICACOES

1. “PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE PARKINSONIA
ACULEATA COM  ATIVIDADES ANTI-HIPERGLICEMICA E  ANTI-
HIPERLIPIDEMICA” caracterizado por pulverizacdo das partes aéreas, extracdo com
solucdo hidroalcdolica, obtencdo da fragdo e compostos de Parkinsonia aculeata com

atividades anti-hiperglicémica e anti-hiperlipidemica.

2. “PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE PARKINSONIA
ACULEATA COM  ATIVIDADES ANTI-HIPERGLICEMICA E  ANTI-
HIPERLIPIDEMICA” de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pela particdo do
extrato hidroalcéolico, obtido de acordo com a reinvindicacdo 1, com solvente de média

polaridade, preferencialmente acetato de etila, para obtencdo da fracdo polar.

3. “PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE PARKINSONIA
ACULEATA COM ATIVIDADES ANTI-HIPERGLICEMICA E  ANTI-
HIPERLIPIDEMICA” de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo processo de

separacdo dos compostos polares, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4. “PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE PARKINSONIA
ACULEATA COM  ATIVIDADES ANTI-HIPERGLICEMICA E  ANTI-
HIPERLIPIDEMICA” caracterizado pela utilizacdo da fracdo polar ou as substancias
isoladas em procedimentos médico-farmacéuticos caracterizados pelos farmacos ou
preparaces farmacéuticas do tipo anti-hiperglicémica e anti-hiperlipidemica em
dosagens apropriadas e quaisquer meios administracdo a humanos e outros seres Vivos,

mamiferos ou nao.
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RESUMO

PROCESSO PARA OBTENCAO DE FRACAO E COMPOSTOS DE PARKINSONIA
ACULEATA PARA USO NO CONTROLE DA DISLIPIDEMIA E HIPERGLICEMIA
VERIFICADAS NA SINDROME METABOLICA

A presente invencao refere-se ao processo de obtencéo de fracao e isolamento
de compostos bioativos utilizando metodologia padronizada pela combinacao
sistematica de extracdo, particdo e cromatografia para a separacdo dos compostos
presentes em mistura a partir do extrato hidroetanodlico das partes aéreas de Parkinsonia
aculeata com potente atividade no controle de dois importantes parametros da Sindrome

Metabolica (hiperglicemia e dislipidemia).
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