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USO DE EXTRATO DE P'J!YCHOPE'l'ALUM OLACOIDES, COMPOSIÇÃO 

FARMACÊUTICA E MÉTODO DE PREVENÇÃO E TRATAMENTO DE DOENÇAS, 

DISTÚRBIOS E PERTURBAÇÕES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

CAMPO DA INVENÇÃO 

A presente invençã o  t ra t a  do uso de um novo 

extrato , em compo s i ções farmacêut i ca s  corno i n i bi dores de 

acet i lcoline s terase para o de s envol vimento de novos 

medicamentos úte i s  corno neu r op r ot e t o re s , para o cont role de 

estados depres s ivos e dé f i ci t s  cogni t ivo s  de e t i ologias 

10 diversas e para o t ratamen t o  de condições 

neurodegenerativas , tais corno ma l e s  de Al zheime r e de 

Pa rkinson e as s equelas de eventos i s quêrnico s . 

ANTECEDENTES DA INVENÇÃO 

A diferenciação entre um env e l he cimento saudável 

� i5 normal e as condições patológica s comun s  às pes soas ido s a s  

não é s empre de fi nida . Enve lhecer é ,  e s s enci alment e , um 

processo degene rat ivo que . culmi na com a mo rte neura l . As 

doenças ne urodegenerat i vas crô n i ca s  s ã o  ca ract e r i z ada s por 

uma perda neuronal progre s s i va e i r r ever s íye l em áreas 

20 e s pecíf i cas do cérebro , em con s e quênci a da l e s ão neuronal 

resultante de uma interação complexa de f a t o r e s  genét i co s  e 

ambient a i s .  

O s  dé f i ci t s  cognitivos s ã o  a s s o ci ado s norma lmente 

com o enve lhecimento e um s i n a l  cent r a l  n a s  demência s ,  com 

25 urna preval ênci a global prev i s ível que a umenta com a 

expectat iva de vida cres cente ( Pa n z a , F. , D ' I nt rono , A . , 

Colacicco , A.M . , Capur s o ,  C., P i ch i cher o , G., Capur s o ,  S . A. ,  

Capurso , A., Sol fri z z i ,  V., 2 0 0 6. L ip i d  met a bo l i sm in 

cogni t ive decli ne and dement i a . Bra i n  Re s Rev , 5 1 : 2 7 5-2 9). 

30 As demências afetam aproxi rnadaroente 5% da s p e s soas ido s a s  

com 6 5  anos d e  idade e 2 0 % daquel a s  com mais d e  8 0  a n o s  de 

idade ( Blay, S .  L. , 1 98 9. Di s t úr bi o s  p s iqu i á t r i co s  no i doso:  

Extensão do problema , fat o r e s  a s s o ci a do s  e que s t õe s  
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assistenciais . J Bras Psiquiatr, 38 : 53-54; Veras, R.P .  e 

Murphy, E ., 1 9 9 4 .  The mental health of older people in Rio 

•' de Janeiro. Int J Geriatr Psychiatry, 9: 2 85- 2 95) . Entre a 

maioria das doenças crônicas degenerativas comuns, o mal de 

5 Parkinson (PD) afeta 1% da população com mais de 65 anos de 

idade (Tanner, C . . M . ,  1992 . Epidemiology of Parkinson' s  

disease. Neural Clin, 10: 3 1 7 -329; Harris, M .K ., Shneyder, 

N., Borazanci, A . ,  Korniychuk, E ., Kelley, R. E., Minagar, 

A., 2009 . Movement disorders . Med Clin North Am, 93 (2) : 37 1-

10 88) e o mal de Alzheimer (AD) que se tornou a forma mais 

comum de demência no idoso, afetando 2% deste grupo em 

países em desenvolvimento (Mattson, M . P . ,  2 00 4. Pathways 

towards and away from Alzheimer's disease . Nature, 43 0:631-

39). O tratamento atual para o mal de Alzheimer se baseia 

·15 -�-nos"�- inibidore s de aceti�lcolinesterase (AGhE?:fs}�, uti�J:i""zados 

nos estágios leves e moderados da doença. A Ache ideal seria 

bem tolerada, teria uma administração conveniente, induziria 

uma inibiçã�o seletiva'- e sustentada ho cé-rebro, além de 

mostrar sele.ti v idade às isoformas da enzima de maior 

20 relevância no AD, especialmente no córtex e no hipocampo 

(Lane, R.M . ,  Kivipelto, M., Greig, N .H., 2004 . 

Acetylcholinesterase and its inhibition in Alzheimer 

disease. Clin Neuropharmacol 2 7, 141-14 9) . Os AChEis tais 

como este não estão atualmente disponíveis. 

25 A demência vascular, resultante de infartos 

cerebrais recorrentes e de pequeno porte e, é responsável 

por aproximadamente 20% de todas as demências 

patologicamente confirmadas (Fillit, H., Hill, J . ,  2 0 0 2 . The 

costs of vascular dementia: a comparison with Alzheime r '  s 

30 disease. J Neural Sei, 203-204: 35-39) • A prevalência de 

demência vascular em indivíduos mais velhos que 6 4  anos de 

idade é estimada em 1, O %, visto que o AD está estimado em 

2, 4% (Sicras, A., Rejas, J., Arco, S . ,  Floresd, E ., Ortegae, 
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G., Esparciae, A., Suãrezc, A., Gordillod, M . J., 2 0 0 5. 

Prevalence, resource utilization and costs of vascular 

dementia compared to Alzheimer' s dementia in a population

Dement Geriatr Cogn Disord, 1 9: 30 5-3 1 5 )  . De fato, a 

5 disfunção vascular responsável por mudanças em vasos 

pequenos e a hipoperfusão podem preceder a demência no AD, 

sugerindo fortemente que a isquemia cerebral tem um papel 

importante na maioria das demências degenerativas (Zlokovic, 

B.V., 2 00 5. Neurovascular mechanisms of Alzheimer's 

10 neurodegeneration. Trends Neurosci 2 8 : 2 02-2 0 8 ) . O mundo 

enfrenta uma prevalência de demência de uma natureza 

epidêmica associada com o aumento populacional crescente e a 

isquemia cerebral pode ser um dos fatores contribuintes 

principais (Korczyn, A.D. e Vakhapova, V., 2 0 07. The 

15, =p_revention _of,=>.the dementia�epidemiG-or" J Neu-rol -Se-i, 2 57 :�2-4) .==-
0 custo da isquemia cerebral e o mercado farmacêutico 

associado podem ser avaliados pelos seguintes números: as 

doenças-- vascu·lares -cerebrais são� responsãveis por" 5, 4 

milhões de mortes/ano ( 10% do total ) ,  consumindo de €2 1 

20 bilhões ou aproximadamente 3% dos custos do sistema de·saúde 

na Comunidade Europeia em 2003; sendo que estes custos sobem 

para €34 bilhões se o cuidado informal e as perdas de 

produtividade forem incluídos ; sendo que os custos previstos 

com acidentes vasculares cerebrais na economia dos EUA entre 

25 2 005 e 20 50 são de U$ 2, 2 trilhões (Flynn, R.W.V., 

MacWalter, R.S.M . ,  Doney, A . S.F . ,  20 0 8 .  The cost of cerebral 

ischaemia. Neuropharmacology, 5 5: 2 50-2 5 6 )  . Embora visto 

historicamente como uma consequência inevitável do 

envelhecimento, se aceita atualmente que as consequências da 

30 isquemia cerebral estão propensas à prevenção e ao 

tratamento (Sauerbeck, L.R., 2006. Primary stroke 

prevention. Am: J Nurs 10 6:40-41 ) .  

De maneira relevante na presente invenção, 
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mostrou-se que uma combinação de memantina (antagonista de 

NMDA) e donezepil (AChEI) tem um resultado melhor do que 

cloÍ qualquer uma das drogas dadas sozinhas no tratamento da 

demência vascular (moderada e grave) e dos últimos estágios 

5 do AD (Rossom, R., Adityanjee, Dysken, M., 200 4. Efficacy 

and tolerability of memantine in the treatment of dementia. 

Am J Geriatr Pharmacother, 2:303-312 ) .  De fato, diversas 

abordagens indicam que compostos multi ou bifuncionais podem 

resultar em uma eficácia mais elevada como agentes 

10 neuroprotetores do que aqueles com um único mecanismo de 

ação (Youdim, M.B., Buccafusco, J.J . ,  200 5. Multi functional 

drugs for various CNS targets in the treatment o f 

neurodegenerative disorders. Trends Pharmacol Sei, 2 6 : 27-

35) . Discutiu-se que a dificuldade histórica para o 

15 desenvolvimento de _ _ _ çir:oga,s� p_siquiátricas =cmeJJ:10�res� �-era- - a-, •• � - •• ..;;;;;;o;;;;;; . ;:..;.�;;;;;;;;;;;;- .....;;;;;p· ' ""'·"'""" -::.........- ·- - --
valorização de poucos alvos como o mecanismo farmacológico 

de ação e a crença improvável em uma única molécula anormal 

co�mo "=a _causa� de - doenças. complexas- (Roth, � B :L., Sheffler, 

D.J., Kroeze, W.K.; 200 4 ;  Magic shotguns versus Magic 

20 buJ_lets: selecti vely non-selecti ve drugs for mood disorders 

and schizophrenia. Nat Rev Drug Discov, 3:3 5 3...:3 59; Agid, Y., 

Buzsáki, G., Diamond, D.M., Frackowiak, R., Giedd, J . ,  

Girault, J.A., Grace, A., Lambert, J . J., Manji, H., Mayberg, 

H., Popoli, M., Prochiantz, A., Richter-Levin, G., Somogyi, 

25 P., Spedding, M., Svenningsson, P. , Weinberger, D., 2007. 

How can drug discovery for psychiatric disorders be 

improved? Nat Rev Drug Discov, 6:1 8 9-201 ) • Esta noção é 

perfeitamente compatível com a demonstração que os fenômenos 

neurodegenerativos são multi fatoriais por natureza, 

30 determinando um interesse renovado nas drogas originárias de 

plantas que têm mais do que um ingrediente ativo e/ou 

compostos com mecanismos de ação inovadores e múltiplos e/ou 

pela interação sinérgica destes vários compostos ativos 

;;, 
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(Elisabetsky, E., 2002 . Tradi tional medicines and the new 

paradigm of psychotropic drug action. IN: Ethnomedicine and 

� Drug Development, Iwu and Wootoon eds, Capítulo 11 : 133-14 4 ,  

Elsevier; Wagner, H. e Ulrich-Merzenich, G., 200 9. Synergy 

5 research: approaching a new generation of 

phytopharmaceuticals. Phytomedicine, 1 6: 97- 110}. 

A depressão é um outro distúrbio mental comum em 

pessoas idosas, geralmente considerada uma patologia 

crônica, recorrente, potencialmente fatal que afeta 2 0% da 

10 população global (Nestler, E et al. { 2002 ) Neurobiology o f 

depression. Neuron 34: 13-2 5 )  • Nossos dados mostram um claro 

efeito· 
similar aos antidepressivos do extrato, demonstrado 

em três modelos animais, em uma faixa de dose mais baixa do 

que aquela que apresenta propriedades promnésicas. Os dados 

15 mostram que a· 

norepinefrina e possivelmente não da serotonina, bem como 

envolvem a participação dos receptores de dopamina Dl e �

adrenérgicos ·� ·� -� . normalização . do eixo hipotalâmico

pi tu i tário-adrenal {HPA} é relacionada ao sucesso do 

20 tratamento com. antidepressivos (Barden, N., 200 4. 

Implication of the hypothalamic-pi tuitary-adrenal axis in 

the physiopathology of depression. J Psychiatry Neurosci, 

2 9  (3): 185- 93 ) e os dados indicam que os compostos podem 

normalizar o eixo HPA em um modelo animal de depressão 

25 associado com stress recorrente. Nossos dados sugerem, 

portanto, que a atividade antidepressiva do extrato está 

relacionada ao mecanismo de ação inovador em linha com as 

mais novas abordagens ao desenvolvimento de drogas 

antidepressivas {Roth, B.L., Sheffler, D.J., Kroeze, W.K., 

30 2004 . Magic shotguns versus Magic bullets: selectively non

selective drugs for mood disorders and schizophrenia. Nat 

Rev Drug Discov, 3: 353-35 9 )  • Dado que a depressão inclui 

déficits cognitivos e pode provocar ou influenciar a 
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progressão de doenças neurodegenerativas, as propriedades 

antidepressivas dos compostos contribuem para seu valor 

.� terapêutico global nas doenças neurodegenerativas. 

A literatura médica e científica identifica o 

5 exercício físico como uma medida preventiva não somente às 

doenças cardiovasculares, mas também ao câncer, à depressão 

e às doenças neurodegenerativas (Dunn, A.L., Trivedi, M.H., 

O'Neal, H.A., 2001. Physical activity dose-response effects 

on outcomes of depression and anxiety. Med Sei Sports Exerc, 

10 33:5587-5 9 7 ;  Kruk, J ., 2007 . Physical activity in the 

prevention of the most frequent chronic diseases: an 

analysis o f the recent evidence. Asian Pac J Cancer Prev, 

8: 325-338; Haaland, D .A., Sablj i c, T. F., Baribeau, D .A., 

Mukovozov, I.M., Hart, L.E., 2 008. Is regular exercise a 

15 friend or foe QJ �the .aging� immune� syst·em? -='A �systemài:lê�� 
,._. � �· ·"'""-' 

review. Clin J Sport Med, 18:539-548) , modernizando o papel 

do exercício no contexto da prática médica, na prática 

�éd.tca. Foi mostrado -que este extrato· aumenta a resistêncía, 

um padrão que· provavelmente resulta de um consumo de energia 

20 · . alterado e mais eficaz (ao poupar o gli'cogênio junto com a 

queima aumentada do ácido graxo) e da proteção contra as 

lesões musculares (a CK e o LDH são diminuídos durante o 

exercício) . Outra vez, estas propriedades contribuem ao 

valor terapêutico global deste extrato no tratamento e ou na 

25 prevenção das doenças neurodegenerativas. 

Ptychopetalum olacoides Bentham (PO) (Olacaceae) é 

uma planta utilizada geralmente como um "tônico para os 

nervos" na Amazônia, agora também encontrada nos tratados 

sobre ervas no Brasil, na Europa e nos EUA. O "tônico para 

30 os nervos", "estimulador de nervos" ou simplesmente "tônico" 

é encontrado em muitos sistemas médicos tradicionais, 

utilizado geralmente pelas pessoas idosas ou por aquelas 

convalescentes de doenças em geral e especificamente 
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daquelas que a fetam o s i s tema nervo so central ( ta i s  como o 

acidente vas cular cerebral, a falta de concent ração , os 

lapsos de memória) e/ou durante períodos de s t r e s s  f í s i co ou 

mental intenso ( Elisabet sky, E . ,  Siquei ra ,  I .  R., 1 9 9 6 . I s  

5 there a ps ychopharmaco logical meaning for t radi t iona l 

toni cs? In: Abs tract o f  Plants for Food and Medi c ine , 

Londres , p.1 9 9 6) . Além dos artigos de l i t e ratura médica 

especi ficamente , a literatura da patente tem uma série de 

publ icações vo ltada ao s medicamentos herba i s  que util izam 

10 P tychopetalum olacoides Ben tham ( PO) ( Ol acaceae) . 

A Patente Japone s a  92 352 3 7A ( 1 9 9 7) des c reve a 

invenção que se refere ao uso de uma compos i ção compreendi da 

de Muirapuama e Cordyceps sinensis Sacc . Al ega- se que a 

compo si ção pode intensificar a s  funçõe s  e age e f i cazmente em 

15 um est..._adq_ ge �resi stência -�ís�ica� deteri,orada'= +dev1dõ� àõ 

stress. A Mui rapuama pode ser uti l izada como um extrato e a 

dose diária da mesma para um adulto é de aproximadamente 1 0 -

5000 __ mg , expressa em termos da quant idade de �droga brut a. O 

Cordyceps sinensLs Sacc . pode ser uti l izado como um extrato 

20 ou um extrato fluido e a dose adffi.iní st�rada do mesmo é de 

aproximadamente 50- 1 0 0 0  mg . 

A Patente Japonesa 2 0 0 0 1 1 9 1 8 7A ( 2 0 0 0) des creve a 

invenção que se re fere ao u s o  de uma compos ição obt i da ao 

formular a Mui rapuama ou sua e s s ênci a . A do s e  di á r i a  e ficaz 

25 para um adul to é pre ferivelmente aproximadamente 1 0-5 0 0  mg , 

expressa em termos da quantidade de droga bruta . Além d i s s o , 

urna vi tarnina solúvel em água , 

droga brut a ,  um excipi ent e ,  um 

ser formul ados .. 

um der ivado de x an t ina , uma 

ajustador de pH , e t c. , podem 

30 As patente s W00 07 2 8 6 1Al ( 2 0 0 0) e US 6 7 4 6 6 95B 1 

( 2 004) descrevem a invenção que se re fere a o s  método s  para a 

extração e pur i f i cação de subs tânci a s  bioat ivas de vár i a s  

plantas e ervas. Mai s  espec i f i camente a invenção re f er e-s e 
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aos métodos para a extração e separação de substâncias 

bioativas de várias plantas e ervas, tais como a raiz de 

Kava, a espécie Byrsonima, Aesculus 

mexicana, Simmondsia chinensis, 

californica, 

a espécie 

Crata egus 

Pfaffia, 

5 Al ternanthera repens, a espécie Bursera, a espécie Turnera, 

a espécie Perezia, Heimia salicifolia, a espécie Psidi um, a 

espécie Enterlobium, Ptychopetalum olacoides, Liriosma ovate 

e Chaunochiton kappleri, utilizando a extração de fluido 

supercrí tica e/ ou o extrato do sol vente de fluorocarbono. A 

10 invenção refere-se adicionalmente à separação das 

substâncias bioativas contidas nos extratos utilizando a 

cromatografia de fluido supercrítica de coluna embalada ou a 

HPLC, em que o gás denso com ou sem modificadores é a fase 

móvel. A invenção também se refere aos preparados 

15 far�asêuj;iço_s"" . .  é< ,aos �suplemen.tos� d-iet�ticos-� quer -podem se"r 

preparados com as substâncias bioativas extraídas e o uso de 

tais preparados farmacêuticos e suplementos dietéticos no 

_ t:çatamento_de,várias doenças em seres hurnanos. 

A Patente PI0102185-0 (2001) descreve o uso do 

20 produto que compreende o extr·ato como um antioxidante ou 

como um agente vasodilatador cerebral, da composição 

farmacêutica que compreende tal produto para a profilaxia ou 

o tratamento de distúrbios vasculares e de distúrbios 

causados pela presença imprópria de radicais livres, do 

25 método para a profilaxia ou o tratamento de distúrbios 

cerebrovasculares e de distúrbios causados pela presença 

imprópria de radicais livres utilizando o produto e o uso 

desse produto para produzir uma composição farmacêutica para 

a profilaxia ou o tratamento de distúrbios vasculares e de 

30 distúrbios causados pela presença imprópria de radicais 

livres. A invenção refere-se ao uso de um produto de 

extratos de planta incluindo as espécies Trichilia sp, 

Paullinia cupana (Sapindaceae), Ptychopetalum olacoides 
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( Olacaceae) e Zingiber officinale ( Zingiberace ae) . 

A Patente P I 0102 1 8 4 - 2 ( 2 0 0 1 ) de screve o uso do 

·�· ext rato como um ant idepre s s ivo e para d i s tú rbios de 

ans i edade , da composição farmacêut ica que compreendem tal 

5 produto para o tratamento ou a prevenção da depre s s ão e / ou 

de di stúrbios de ans iedade , do método para o tratamento ou a 

prevenção da depressão e/ou de di s túrb i o s  de ans i edade 

ut i l izando o produto e o uso des se produto para produz i r  uma 

composi ção farmacêut ica para o t r atamento ou a prevenção da 

10 depressão e/ou de di s túrbios de ans i edade . A invenção 

refere-se ao uso de um produto do extrato que compreende a s  

15 

espé cies de entrada Trichilia sp ( p re fer i velmente de 

Trichilia catigua) Paullinia cupana (Sapindaceae), 

Ptychope talum olacoides (Olacaceae) e Zingiber officinale 

( Zingiberaceae) . 
.;,... ......... =- = = 

A Patente PI01 0 2 1 8 6- 9  ( 2 00 1 ) de s creve o uso do 

produto que compreende o extrato como o agente ,  da 

compo s i ção far�acêuti_ca que- compreende· tal produto para o 

tratamento ou a p revenção de dis túrbios t romboembó l i cos , do 

20 método para o tratamento de· di s túrbios t romboemból i co s  

utilizando o produto e o uso deste produ t o  p a r a  a produção 

de uma composição farmacêutica para o tratamento ou a 

prevenção de dis túrbios tromboembó l i cos . A invenção re fere

se ao uso de uma entrada de ext rato do p roduto que inclui as 

25 espécies Trichi l ia sp ( preferive lmente do tipo catigua ) 

Paullinia cupana (Sapindaceae), P tychope t alum olacoides 

(oliacaceae) e Zingiber officinale (Zingiberaceae) . 

A Patente PI 0 3 07 64 7 - 4  A2 ( 2003 )  des creve a 

invenção do proce s so de extração das compo s i çõ e s  quími cas e 

30 farmacêuticas . E s te documento des creve o u s o  de extratos de 

etano l das p lantas da famí lia O lacaceae como uma compo s i ção 

quími ca e/ou farmacêuti ca para a p revenção e o tratamento de 

distúrbios degenerat ivo s  crônicos do s i s t ema ne rvoso cent r a l  
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com base nos testes de ver ificação da a tividade biológica 

para as finalidade s terapêuti cas des ej adas . Os extratos de 

etanol dotados com . atividade b i o l ó g i c a  são obtido s 

ut i l i zando álcool etílico / água em p ropo rçõ e s  que var i am 

5 entre 5 0  e 9 5% de álcool e tí l i c o ,  caracterizado s p e l a  

pres ença de uma sub s tância marcadora quími ca ou gui a chamada 

de pov-2 . Também de s creve um pro c e s s o  de obtenção e 

identifi cação substânci a  guia pov- 2 das p l antas da famí lia 

Olacaceae . 

10 A patente US 67 4 6 6 9 5  ( 2 0 0 4 ) des cr eve a invenção 

que se re fere ao uso do s mé todos de extração e purificação 

de substâncias bioat ivas de vár ias p l an t a s  e erva s . Mai s 

especificamente ,  a invenção re fer e - s e  aos método s de 

extração e separação de substâncias b i o a t ivas de vári a s  

15 plantas ': � e_EVªS '� ·=t ais ,,como-'� a- -ra-ÍZ"'-0 'de- �Kava; �- a e�specle 
.... ;;;;;;;F- = .:..::;;;o- �..,.._ 

Byrsonima, Aes culus cal ifornica ,  C rataegus mexi cana , 

Simmonds ia chinens i s ,  a espécie Pfa ff i a ,  Alternanthera 

repe_ns , a . espécie "Bursera , a espéci"e � Turnera , a e spéc i e  

Pere z i a ,  Heimia sal i c i fo l i a ,  a e spé c i e  P s i di um, a espécie 

2 0  Enterlob ium , Ptychopetalum olacoides, Liriosma ova ta e 

Chaunochi ton kappleri, uti l izando a extr ação de fluido 

supercrítica e/ ou o' extrato de solvente de f l uo rocarbono . A 

invenção refere - s e  adi cionalmente à s eparação da s 

subs tâncias b ioativas contidas nos extratos util izando a 

25 cromatografia de fluido supercrítica de co luna emba l ada ou 

HPLC em qúe o gás denso com ou s em modifi cado r e s  é a fase 

móvel . A invenção também s e  refere aos pr epar ado s 

farmacêut i cos e aos suplementos dietéticos que podem s e r  

preparados com as substâncias b ioativas extraídas e o u s o  de 

30 tais preparados farmacêuti co s  e s upl emento s dietéticos no 

tratamento de várias doenças em s e r e s  humanos. Outra 

reali zação da invenção r e f e re- s e  às fórmu l a s  e às 

compos i ções que compreendem uma combinação de f i  toquímicos 
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extraídos das espécies Turnera e P fa f f i a ,  com ou s em 

Muirapuama (uma droga bruta derivada da várias espécies 

incluindo Ptychopetal um olacoides, Liriosma ovata e 

Chaunochiton kappleri para o uso como um tônico para a s aúde 

5 e para incrementar a função s exual}. 

A Patente Japone s a  2 0 0 5 3 5 0 3 9 1A ( 2 0 0 5} de s creve a 

invenção que se re fere ao uso de uma ou duas ou mai s 

espécies selecionadas do grupo que consis t e  em p l an t a s  do 

gênero Picrorhiza, plantas de Apocynum L., Catharanthus 

10 roseus ( L . ) Don ou simil are s , plantas do gênero Iris, 

plantas do gênero Rubus, p l antas do gênero Gossypi um, 

plantas do gênero Cynamchum, p lantas do gênero Tylophora, 

plantas da famí lia Cactacea, p l anta s  do gênero Ceratostigma, 

plantas do gênero Hyoscyamus, Hercampure; Gentianella 

15 alborosea ( G_t_l g ) J _lfernandia�pelLtata,=;cPtyclrop-etâl.ü1if ""ol�ac�o1dês� 
= � = ;:;;;;;,- - .--·�-=:JIW �-� -

e o ácido p i ro l ígneo são apl icados como um ingrediente 

ativo . Desse modo , a apopto s e  do neurócito pelo mal de 

Al zhetm�r pode ser s uprimida- para · réa lizãr a profil axia do 

mal de Al zheimer, suprimir a p rogres são do mal de Alzheimer 

20 e tratar o mal de Alzheimer . 

A Patente P I 0 6058 1 2 - 4  A2 ( 2 0 0 6 )  de screve a 

invenção que s e  refere ao uso· da combinação de extratos de 

Pfaffia (Pfaffia sp.), maripuama (Ptychopetalum olacoides) e 

do l írio branco (Lilium candidum) na melhoria de a l t eraçõ e s  

25 especificas da pele . Como uma aplicação da patent e ,  em 

particular para uma patente que t em como obj e tivo p rincipa l 

a utilização de uma mis tura de ext ratos concent rados de 

Pfaffia (Pfaffia sp.) puama (Ptychopetalum olacoides) e 

l írio branco (Lilium candidum), apr e sentados como um extrato 

30 hidroglicólico puro ou misturado com outros extratos e / ou 

ingredientes em preparados e compo siçõ e s  farmacêuticas 

co smé ticas para o tratamento e a melho r i a  fis io l ó gica e 

estética da região em torno dos o l ho s ,  como o l heiras ou 
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hiperpigmentação , edema ou inchaço , acúmulos de gordura e a 

formação de rugas finas ao redor dos olho s ,  onde e s t e  efe i to 
-. é conseguido através dos mecanismo s de ação que conduzem às 

atividade s  antiinflamatórias, descongest ionant es, drenant e s, 

5 lipolí ticas e restauradoras. 

Recentemente ,  o requerente da pat ente depo sitada 

mostrou que Ptych opetal um ola coides contém compos tos 

bioat ivos com ação central, cujos re s ul t ados s ão part e da 

di ss ertação de I onara Rodrigues Siqueira ( Contribut ion to 

10 the ethnopharmacology o f  Ptych opeta l u m  ol a coides Bentham : 

psychopharmaco logical properties. Tese de Me s trado , Mes t rado 

em Ciências Bi ol ógicas - Fis iologia , apre s entada em novembro 

de 1 9 97 , UFRGS, 

Elisabe ts ky, E. , 

Bras il ) 

Smi th, 

e 

I .R., 

dos seguint e s  artigos : 

1 99 8 . I s  there a 

"_15 . :psychopharmacological �meaning ""for'-'"· tradltioriaT tonics? IN : 

Prendergast H. D. , Etkin N. , Harris D. R. Houghton P. J ( eds) , 

Plant s for Food and Medicine,  3 7 3- 3 8 5. Royal Botanical 
•;.....;; 

Gardens , ·  -Kew e Siqueira , ·r. R. , Lara , D . R. ,  S i lva ,  D . ,  

Ga ies ki, F. S . , Nunes, D. S. , Elisabe t s ky, E . , 1 9 9 9 . 

20 Ps ychopharmacological properties o f Ptych opetal um ol a coides 

Ben tham (Ol a ca cea ). Pharm Biol ,  36 ( 5} : 32 7- 3 34 ) . 

Apesar da faixa de indicaçõe s  ( citada s , mas não 

especificadas ou as sociadas com o s  dado s biológicos para 

substanciar as indicações ) e dos procedimentos para a 

25 extração do s compos tos bioativos ( gera lmente c i tados , mas 

não nomeados ) de Ptychopetalum relatado s na l it eratura, não 

há nenhuma menção ou suges tão das propriedade s 

ps ico farmacológicas e dos dados neuroquímico s descri tos 

aba ixo para os  extratos P. ol acoides ou aque l es que têm a s  

30 seguintes propriedade s farmaco lógicas úteis na prevenção 

e/ou no tratamento de doenças degenerativa s do s i s t ema 

nervo so central. Tais usos são descritos e re ivindi c ado s 

neste pedido de pa tente. 
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DESCRIÇÃO DA INVENÇÃO 

O deposi tante veri f i cou que o extrato de 

• Ptych opeta lum o la coides (Ol acac ea e) torna-se um ingrediente 

ativo út il no preparo de medicamentos p ara o tratamento ou a 

5 prevenção de doenças, di s funções e d i s túrbios do s i s tema 

nervoso central, tais como os  di stúrbios depre s s i vo s  e 

neurodegenerativos relatado s tais como o s  males de Al zheimer 

e de Parkinson . 

O extrato da pre s ente invenção não somente at ende 

10 a di versos aspectos de sejado s descri to s acima em re l ação ao 

agente de antico l inestera s e  ideal, mas também mo s tra 

propri edades neuroprotetoras ,  que cons i st em em urna nova 

classe de compos tos de ant icoline s tera s e  protot ípicos . 

Contribuindo às alegaçõe s  precedent e s  de propriedades 

15 promnés icas pa:ça �a= pre sente �invenção,� �é� de= ·:nóta �que·� as 
'=· ""'=- ·� .-::;;;;. � · = ·""'" =-- .:oo.!'- ,;,;;;,;:. -�'- :..........<. 

propri edade s anti colines terási c as de s t e s  compo stos não s ão a 

única base farmacodinâmica para melhorar di verso s  tipos de 

mE?rnór�as,. urna' ve z que · os recep tores dé dopamina Dl, [3-

adrenérgicos e de serotonina 5HT2A e s tão envo lvido na s 

20 propri edades prornnésicas e ant i-arnnés i ca·s ident i f i cadas . 

Além di sso, a reversão da amné s i a  induzida por MK8 0 1  é 

sugestiva da modu l ação do s receptores de NMDA glutamato, que 

desempenham papéis centra i s  na morte neuronal e em di versos 

proce ss os neurodegenerat ivo s . Portanto, o extrato, com as 

25 propriedade s prornnés icas, anti -amnés icas e neuroprote toras, 

contendo os  compo stos de AChEI inovadores que adici onalmente 

modulam outro s receptores ( glutamato, adrenérgico, 

dopaminérgico e s erotonérgico) de relevânci a  reconhecida 

para as propri edades pró-cognitivas ,  neuroprotetoras e 

30 antidepre s s i  vas demonstradas nos mode l o s  anima i s ,  e stá 

perfei tamente em linha com as abordagens t e rapêut icas de 

ponta para as condiçõe s  neurodegenerat i vas. As propri edades 

neuropro tetoras dos composto s  foram demonstradas por urna 
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atividade antioxidante marcada nas áreas do cérebro 
•J 

re levante s à cognição, a sua capacidade de prot eger as 
,.-. fatias do hipocampo submetidas à is quemía (modelo de 

privação de oxigênio e gl i cose ) ,  à re sil iência aumentada na 

5 hipóxia in vivo, à reversão de tremore s, à acinesia e 

catalepsia induzida por MPTP ( um modelo experimenta l  para o 

mal de Par kinson ) e a reversão das alterações � - amiloide s  

(um modelo experimental para o ma l d e  Al zheimer) . A 

modulação acima mencionada de s ist emas de neurotransmis sore s 

10 pelo extrato, especialmente o glutamato e a dopamina, também 

é rel evante para a neuroproteção . 

Como evidenciado pelos exemplos detalhados abaixo, 

o extrato é eficaz na inibição da coline s terase no cérebro, 

aumentando de sse modo a disponibilidade sináptica da 

15 "�cetil�colina = e,, =· conseqüentement·e�;: '""" todas-= �·=ãs 'funções 

dependente s da e stimulação colinérgica. Tais funçõe s  incluem 

neuroproteção, facilitação da memória a vários t ipos de 

memória,"' 'reve-rs ão, da s arfihésiàs induzidas por dif erente s  

antagonistas do neurot ransmis sor, proteção contra e spécie s 

20 isquêmicas e reativas' ào oxigênio . 

A dosagem apropriada de um ou mais ingrediente s 

ativos de acordo com a pres ente invenção pode variar de 

aproximadamente 0 , 0 0 1  a a proximadamente 5 0 0 0  mg/ kg/dia, 

particul armente de aproximadamente 2 0 0 a aproximadamente 4 0 0  

25 mg/ kg/dia, dividida em uma ou mais vezes ao dia. 

Outro objetivo da pre sente invenção consiste em 

uma composição farmacêutica que contém uma quant idade eficaz 

do extrato de Ptych opeta l um ol acoide s, em excipientes 

farmaceuticarnente aceitáveis. As composições farmacêuticas 

30 de acordo com a presente invenção podem s e r  l íquida s, s emi

sólidas ou sólidas e podem s e r  adaptadas para qual quer via 

de administração enteral ou parenteral, com liberação 

imediat a  ou modificada. Na realização particul a r, a dit a  
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compo sição farmacêut ica é adaptada para a adm ini s tração 

oral , particularmente na forma de comprimido s ,  cápsul as , 

tinturas , emulsões , l ipos somo s ,  m icrocápsu l a s  o u  

nanopartículas . 

Os excipi entes aprop r i ados para a invenção s ão ,  

por exemplo e s em l im i t ação , aque l e s  c i tado s no l ivro 

Remington's 

Pub l i shing, 

Pharmaceuti cal S c i ence s ,  edi t o r a  

Ame r i can, E urope an Pharmacopoe i a  

Mack 

ou a 

Farmacopé ia Bras i l e ira . Out ro obj e t i vo de aco rdo com a 

10 pre sente invenção inclui um método para a prevenção ou o 

tratamento de doenças , o t ratamento de doenç a s  ou de 

di s túrbios neurodegene rativo s  tai s como o mal de Parkinson e 

o mal de Al zheimer ou a demênci a  vas cu l a r  ou o s  dé f i c i  t s  

cognit ivos vistos e m  pes soas de mais i dade , que compreendem 

15 a provi são ,  
""""'.........-" .:;;;;;i;; ;:.,:;::,;;w === 

uma quant idade eficaz do extrato de Ptychopetalum olacoides 

e /  ou de uma compos i ção farmacêutica que con t ém t a i s  

c?mrost;os . 

Os' seguintes exemp l o s  s e ryem para i lu st rar o s  

20 aspectos da presente invenção s em que t enha , n o  entanto , 

nenhum carát er l imi tador . Os t e s t e s  s ão apr e s entado s com o 

extrato de Ptychopetalum olacoides apenas para facil i dade de 

apresentação , sem l im i tação , somente para e s t e  produ t o . 

25 

EXEMPLOS 

I. CARACTERIZAÇÃO DA INIBIÇÃO DA 

ACETILCOLINESTERASE NAS ÁREAS RELEVANTES DO CÉREBRO E NAS 

ISOFORMAS DA ACETILCOLINESTERASE 

I . I . IN VITRO 

Uma vez que há evidênci a  que a s  AChE- I s  i n ibem de 

30 mane ira di ferencial , as duas iso formas mo l eculare s de AChE 

princ ipais são encontradas no cérebro ( o  monômero g l obu l ar 

citos sól ico (Gl) e o t e t râme ro globul a r  l i gado à m embrana 

(G4 ) e já que e stas formas i soméricas têm uma di s t r ibui ção 
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celular dife rente e uma s ignificância funcional na 
�) 

transmissão sináptica ( Brimijoin, S., 1 983. Molecul ar forms 
•' o f acetylcholinesterase in brain, nerve and muscle : nature f 

localization and dynamics .  Prog Neurobiol 2 1 : 2 9 1 - 32 2 ) e j á  

5 que ,  no cé rebro humano saudáve l, a s  isoformas de AChe G1 e 

G4 são re sponsáveis por 80 % da a ti v idade total da 

colinesterase (Atack, J.R., Perry, E.K. , Banham, J. R .  f 

Candy , J .M. I Perry, 

acetylcholine sterase 

R. H. I 

and 

1 986 . Molecular forms o f 

butyrylchol ines t erase in 

10 Alzheime r ' s disease resembl e  embryonic development : a s tudy 

o f molecular forms . Neurochem Int, 2 1 : 381-3 9 6 )  ) , sendo que 

no cérebro do AD há uma perda s eletiva de G4 e uma economia 

rela tiva de G1 ( S iek, G.C., Katz, L.S., Fishman, E.B., 

Korosi, T.S . ,  Marquis, J.K., 1 99 0. Molecular forms of 

15 ac:et:yl_,..chs_>ll,I]._�st_erase""' .in,= -subcort-ical-- �areas·'-=of �norma I =and� � =- ·�� -;;;;;;;;;;;; · -·· -· 
Alzheimer dis ease brain. Biol Psychiatry 2 7  f 5 7 3-5 8 0; 

Schegg, K.M., Harrington, L.S., Neilsen, S., Zweig , R.M.f 

P�acock , _ J . •  H., 1992. Soluble and membrane:...:bound forms o f 

brain acetylcholine sterase in Alzheime r's dise a s e .  Neurobiol 

20 Aging 1 3, 6 97-704), as s e guintes experiê�cias caracterizam o 

efeito inibi tório do extrato de Ptychope t al um o lacoi des no 

hipocampo de camundongo, no córtex frontal e no s triatum 

( áreas do cérebro relevante s para a cognição)  f levando em 

conside ração as especificidades para a s  isoforma s  de Gl e 

25 G4 . Além dis so, a natureza da inibição foi de te rminada no 

hipocampo. 

Fontes de isoformas de AChE: camundongos albinos 

machos ( CF1 ) adultos ( com dois mes e s  de. idade , 3 5- 4 5  g )  

foram sacrificados por meio d e  guilhotina, então o s  cérebros 

30 foram removidos rapidamente, foram limpos com s o l ução s alina 

res friada e as e struturas cerebrais foram dis s e cada s sobre o 

gelo. O hipocampo , o córtex frontal e o s triatum foram 

homogeneizados em 2 0, 1 0  e 2 0  volumes do t ampão ( tampão de 
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0, 0 1  M de Tris-HCl , ao pH 7 , 2 , e 0 , 1 6  M de s acarose ) ,  

re spect ivamente , e foram c entri fugados em 5 0 0 0  x g a 4°C por 

� 15 minutos ( centri fugador Eppendorf 5 4 1 5R )  . Os sobrenadantes 

resultantes foram utilizados como a fonte de Gl ( Da s ,  A. , 

5 Di kshi t ,  M . , Nath, c., 2 0 0 1 . Pro fi l e  o f  acetyl chol ine s terase 

in brain areas of mal e  and fema l e  rats o f  adult and old age . 

Li fe Sei 68, 1 54 5- 1 5 55 ) . O s ediment o /decantado foi suspenso 

em 1% de Triton-X 1 0 0  ( 1 % em peso/vo lume em 0 , 5 M do tampão 

de fos fato de potás s i o ,  no pH 7 ,  5 )  e foi centri fugada em 

10 1 0 0 . 0 0 0  x g a 4 °C em um centr i fuga dor refrigerado Hi tachi 

por 60 minutos . O sobrenadant e  foi co l etado e ut i l iz ado como 

a fonte de G4 (Das , A. , Dikshi t ,  M . , Nat h ,  C . ,  2 00 1. Pro file 

of acetylchol ine sterase in brain areas of mal e  and female 

rat s of adult and old age . Life S ei 68, 1 5 4 5 - 1 55 5 ) . 

15 Atividade da AChE.�� .A= determ±nação,=cta=a�tiv1daaê =da= 

AChE fo i adaptada a partir do método colorimétri co des cr i to 

ori ginalmente por El lman e t  al . {E l lman , G .  L . , Courtne y, 

K . D . , f\I?.d�e..; V. Jr.-, -Featherstone1 ·R:M . , 1961 . A.new and 

rapid colo rimetric determination o f  acetylcholine s terase 

2 0  acti vi ty .  Biochem Pharmacol "7 1 27-30 ) . Resunii damente1 3 3  pl 

de 10 mM de DTNB , 68 pl do tampão de T r i s -HCl , 1 00 pl do 

extrato de Ptychopetalum olacoides ( 0- 1 0 0 0  J..lg /ml ) 1 3 3  pl do 

mater ial enzimático ( 3  pg/pl da proteína para a AChE de G1 

ou G4 ) foram adicionados à s  m i c ropl acas s e guido por 33 pl de 

25 01 8 mM de ATC . A so lução de incubação continha o inibidor de 

butilcoline s terase pi rofo sforamida de tetrai sopropila ( i so

OMPA) a uma concent ração final de 1 0 0  pM a f i m  de medir 

especi fi cament e  a a ti v idade da AChE. A mi croplaca foi lida 

em 4 1 5  nm cada a cada 30 s por 2 ,  5 minutos ( M i c roplate 

30 Reader Mode lo 680 , Bio-Rad Laborator i e s1 Re i no Uni do )  . As 

experiências foram executadas em t r i p l i cata . As at ividade s 

da AChE são expr es sas como pmol de ace t i l ti o c o l ina 

hidrolisada/hora/mi l i grama de p ro teína {pmol da prote ína 
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ATC/h/mg ) . A atividade enzimá t i ca total fo i det e rminada e 

POEE ICSO foi obtido uti l izando o pac o t e  de softwar e  Prism 

Graph Pad 5 . 0  ( Graph Pad I nc . , S an D i e go , USA) . 

Análise de cinética: Para determinar o t ipo de 

5 inibição da enz ima , lotes recíproco s  duplos de Lineweaver

Bur k  foram produzidos ao vari ar a concentração de ATC do 

substrato de O ,  0 1  a O ,  0 7 5  mM no hipocampo . Os l o t e s  foram 

utili zado s para de terminar a Km e a Vmáx para o extrato de 

Ptychopetalum olacoides utilizando O ,  3 0 ,  1 0 0 ,  3 0 0  e 1 0 00 

10 pg/ml . As atividades especí ficas s ão e xp r e s s a s  como pmo l da 

prote ína ATC/ h/mg . 

Ensaio da proteína: O teor da prote ína foi 

de terminado como des cr i to por Lowry e t  al . ( Lowry , O .  H . , 

Rosebrough, N .  J . , Farr,  A .  L . , Randa l l , R .  J . , 1 95 1 . Protein 

15 me�s:yr�em�nt=.with--the- -foJ:in cphenol·e-reagént- :-� J� IÜol
=' Ch�m

= i�93, = 

2 65-2 7 5 ) , uti l izando a albumina de s o ro bovino ( BSA) como o 

padrão . 

Análise estatística: Os ·dados foram ana l i s ados 

pela análise ·de variação de s ent ido único ( ANOVA) seguida 

20 pelo teste ·po st hoc de Duncan . P<O, O S  foi ado tado como o 

menor nível s i gn i f i cativo . 

Resultados: 

As Figuras 1 ,  2 e 3 mo s tr am o s  e fe i tos do extrato 

de Ptychopetal um olacoides ( 0-10 0 0  pg/ml ) sobre G1 e G4 do 

25 hipocampo ,  do córtex front al e do s t r i atum , r e spe c t i vament e . 

O extrato de Ptychopetalum olacoides i n ib e , · na maior parte 

( P<O , 05)  o G1 no hipocampo {7 5 % ) e o G4 no córtex frontal 

( 58% ) e no striatum ( 7 5 % ) .  

A anál i s e  cinética mo s trada na Tab e l a  1 e na 

30 Figura 4 indica que a inibição induzi da p e l o  extrato de 

Ptychopetalum olacoides no hipo campo é de uma natureza 

compet it iva para o Gl e não-compet i tiva para o G 4 .  

Tabela 1: E fe i to do extrato d e  Ptychopetal um 
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ol acoi des sobre Km ( pg/ml) e Vmáx ( pmo l da pro te ína 

ATC/h/mg ) de G1 do hipocampo G1 e de G4 da AChE . 

Vmáx e Km foram medidos no s l o t e s  recíprocos 

duplo s de Lineweaver-Burk ao var i ar a concentração de ATC do 

5 substrato de O, 01 a O ,  075 mM e ut i lizando concentraçõe s do 

extrato de Ptychopet a lum olacoides crescent e s  ( 0 ,  3 0 ,  1 0 0 ,  

3 0 0  e 1. 000  pg/ml no hipocampo. 

Gl de 

G4 de 

AChE 

-

'· 

=- '·-='=-

,_ w ., 

AChe 

[POEE] 

(pg/mL ) 

o 

3 0  

1 0 0  
" .� """'�.,-.......... �· :::::;- ' 

3 0 0  

1 0 0 0  

o 

• 3 0  

1 0 0  

3 0 0  

1 0 0 0  

I. II. EX-VIVO 

� 

Vmáx ( pmol da 1 
proteína 

ATC / h/mg ) 

;5 , 8 6  
' 

6 , 2 7  

6 , 11 
I·� = 
:5 , 6 8  

6 , 4 5  

6 , 0 5  

5,74 

4 , 11 

4 , 3 6  

,4 , 4 3 
j 

= 

� 

� .:= �= .:, 

Km (pg/mL ) 

7, 91 

9 , 1 4  

10 , 6 3 
.;.<,- ·"'7 � � � ;;-.;;;;;-
1 1 , 0 6 

1 2 , 84 

8 , 2 9  

7' 61. 

6 , 0 

. 6 ,  os 

6 , 3 7  

�· � 

Um grande impedimento ao desenvo lvimento de drogas 

10 para o tratamento das doenças do SNC é a barreira 

hemato ence fálica ( BBB) ( Pardridge , W . M. ,  2 0 0 7. Drug 

Target ing to the Brain . Pha rm Res ,  2 4  ( 9 ) : 1 73 3 -1 74 4 )  e a 

extensão em que uma droga pode penet rar prontamente a BBB 

determina sua biodi sponibilidade (Anekonda , T .  S .  and Reddy, 

15 P. H., 2 005. Can herbs provi de a new generation o f drugs for 

treating Alzhe imer·s disease? Brain Res Rev , 5 0 : 3 61 - 3 76 ) . As 
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seguintes experiências caracter i zam hi stoqu imi camente o 

efeito de doses di ferente s  do extrato de Ptych ope t al um 

ol acoi des na a ti v idade da AChE nas áre a s  

di ferente s de camundongos tratado s ora lmente 

cerebrai s 

com os  

5 compo stos da fórmula (I) . As exper i ências provam o s  e fe itos 

anticol inesterase dos compo stos da fórmula ( I) nos s ítios 

desej ados após o tratamento oral . 

Complementando a anál i s e  in vitro , os  e fe ito s do 

tratamento oral com o extrato de Ptych ope t al um ol acoides 

10 foram ana l i s ados nas i s o fo rmas Gl  e G4 da 

15 

acetilcol inesterase obtida do h ipocampo , do có rtex fronta l e 

do estri ato. 

Além disso , a anál i s e  de trans ferênc i a  W estern fo i 

executada para medir os  efe itos do extrato de P tych ope t al um 

olacoi des na acetilcolinesteras e�,no -"'-imunoteor� nõ--h�ipo""camp=o e 
= .,... "=f:-� =- ·=" · = = ...::::.;<' - ·�. ,... =·- -
no córtex frontal dos c amundongos .  A experi ênci a  mo stra que 

os compo stos não a fetam o imunoteo r ,  demonstrando que há uma 

inibi ção funcional ei:n vez · de um e f e ito nas s ínte s e s  

enz imáticas . 

20 Grupos experimentais ·e adfuinistração da droga: O 

extrato de Ptych ope t al um ol acoides foi dis s o lvido em uma 

so lução de 2 0 %  de DMSO. Os  grupos de camundongo s ( N=S) foram 

tratado s oralmente ( por gavagem) com uma única do s e  de 

so lução sal ina , galantamina ( Smg/kg) , 20 % de DMSO e extrato 

25 de Ptychope t al um ol acoides ( 30 0  ou 8 0 0  mg/kg) . Todas a s  

drogas foram dadas como 0 , 1 ml/10 g d o  pe so d o  co rpo . 

Preparação das fatias do cérebro: Noventa minuto s 

apó s a admini stração da droga , sob anestes i a  pro funda ( 60  

mg/kg de tiopental sódico i . p. ) , o s  anima i s  foram per fu sado s 

30 transcardialmente com a solução s a l ina s e guido por 4% de 

solução de para formaldeído frio em 0 , 1  M de tampão de 

fos fato ( PB) , ao pH 7,4. Após a pe r fusão completa , o s  

cérebros foram removido s , pos teriormente f ixado s n a  me sma 
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so lução fixadora à temperatura ambiente por 4 horas e foram 

seccionados ( seções coronais; 5 0  �) com um Vibratome 

( Leica , Al emanha). As seções foram col etadas em PB. 

Procedimen.to de histoguimica : As seções que 

5 flutuam livremente foram lavadas com cuidado em O ,  1 M de 

tampão de maleato de Tris, ao pH 6 (TMB) e processadas para 

a histoquímica da AChE, como descrito por Karnovsk y  e Roots 

( Karnovsky, M . J . e Roots, L., 1 9 64 .  A "direct-co loring" 

thiocoline method for cholinesterases . J Histochem Cytochem, 

10 12 : 2 1 9-22 1 ) . Cada seção foi incubada durante quat ro horas à 

temperatura ambiente e foi protegida da luz nas microplacas 

preenchidas com 3 ml da seguinte soluçã.o : 2 ,  5 mM de i ode to 

de acetiltiocolina , 0 , 1  M de citrato de sódio de TMB , 30 mM 

de sul fato de cobre , 5 mM de ferrocianeto de po tássio em 

15 água destilada. o -�f�e:ç:r:.ocianeto. � �cúpri·co= .. (precfpitadc;- =de 

='�==·=== Karnovsky)
=
�

=
;

=
:o���o cuproso de tiocolina ( resu ltante do 

ferrocianeto e dos íons cúpricos redu zidos pe la tioco lina ) 

são os produtos histoquímicos previstos . Imediatamente após 

a incubação , as seções foram enxaguadas três ve z es em TMB , 

20 desidratadas em etano l ,  · purificadas com xileno e cobertas 

com bálsamo e uma lamínula. As experiências inc luí ram os 

cérebros de todos os grupos experimentais e o procedimento 

inteiro foi executado com cuidado para garantir que todas as 

seções fossem precisamente submetidas às mesmas e tapas 

25 histo lógicas, ao meio de incubação idêntico e ao mesmo t empo 

de incubação . Portanto , diferenças eventuais na reação ou 

alterações histoquímicas nos níveis de fundo entre os vários 

grupos foram mantidas tão minuciosas quanto possíve l . 

Densi tometria. óptica: o hipocampo ( CAl e CA3 ) , o 

30 striatum ( caudate putamen, CPu), o núc l eo amigdal oide 

basolateral ant erior ( BLA) e o córtex entorrinal l ateral 

(LEnt ) foram identificados de acordo com Frank lin e Paxinos 

Atlas (Franklin , K . B . J . e Paxinos , G.T . , 199 6 . The mouse 
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brain in stereotax i c  coordinates ,  Academ i c  Pre s s ,  San 

Di ego )  , com as segu intes coordenadas: inte.raural 2, 3 4  em 

1 , 1 0  mM, bregma -1 , 46 em -2, 7 0  mM para CA1 / CA3 , interaural 

2 , 34 em 1 , 5 0 rnM, bregma - 1 , 4 6  em -2, 3 0  mM para CPu, BLA e 

5 LEnt. Estas áreas foram s e l ecionada s quanto a sua relevânci a  

para a cognição e/ou a a fe rência col inérgica abundante . A 

intensidade da hi stoquímica da AChE foi ava l i ada p e l a  

análi se dens itométrica s em i - quantitativa (Xavier, L .  L .  f 

Viol a ,  G . G . , Ferra z ,  A.C. ,  Da cunh a ,  c . , Deoni z i o ,  J . M.f 

10 Netto , C . A .  f Achava l ,  

method 

M . I 2 0 0 5 . A s impl e  and f a st 

15 

densi tometric for the ana l ys i s  o f tyros ine 

hydroxylase immunoreacti vi ty in the s ub stant i a  nigra pars 

compacta and in the ventral tegmenta l  area. Brain Res Brain 

Res Protoc, 16:58 -64 ; Winkelmann-Duart e ,  E . C. ,  Todes chin, 

A. S . ,  Fernande s ,  M . C .  f Bittençourt , �  L.G.--,� � l?ere-i�râ� 
,;;;;;;.)!!..= -::;w = = 

'"-'· rr' � - ·"-

= =s-amiõs,� v. N . , Schuh , A. F . , Achava l ,  M. E . ,  Xavi er , L .  L., 

Sanvitto , G . L . , Mandarim-de-Lacerda, C . A . , Luc ion,  A.B . ,  

20 07 . Pla stic changes induced by neonatal haridling in the 
;;. L ;. 

hypothalamus of fema l e  rats . Bra i n  Re s ,  1 9:2 0- 3 0 ) ,  

20 uti l i z ando um micros cópio Eclip se E-60 0 da Ni kon ( Japão , 

Tóquio ) acoplado a uma câmer a  de Pro-Ser i e s  Hi gh Performance 

CCD e o so ftware Image Pro Plus 6 . 0 (Medi a C ybernetics , CA, 

EUA) . As imagens digitali zadas da.s áreas s e l e c ionadas 

( hemi s férios e s querdo e direito do cérebro ) foram 

25 convertidas em uma e scala de cinza de 8 b its ( 0-255 n í ve i s  

de cinza ) e a s  condições d e  i luminação e a s  ampl i a çõ e s  foram 

mantidas constantes durante a aná l i s e . Uma amp l i ação de lO Ox 

foi uti l i zada para CAl e CA3, e uma ampl i ação de 4 0x foi 

uti l i z ada para CPu, BLA e LEnt. A. dens idade ópt i ca ( OD ,  em 

30 pixels ) foi medida em quadrado s de 32 5 , 5 pm2 l im itados em 

CAl e em CA3 e quadrados de 8 0 5 3 , 9 pm2 em C Pu ,  BLA e LEnt. 

Os quadrados se lecionados e stavam l ivre s de vas o s  s an guíneos 

ou marca s no tecido indu zidas pelo procedimento . As ODs 
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foram obtidas de pe lo menos 40 fatias de cada animal, s endo 

que a OD médi a/área fo i ut i l i z ada como a OD i ndividua l .  Os 
: investigadores desconheciam a fonte da fat i a  · ( grupos 

experimenta is ) que es tava s endo ana l i sada. A dens idade 

5 ópt ica ( OD) foi calculada de acordo com nos s o  protoco lo 

publicado pre cedente ( Xavier, L . L. , Vio la, G . G . ,  Ferra z, 

A. C . ,  Da Cunha, C . ,  Deoni z i o , J. M . ,  Netto, C . A . , Achaval, 

M . ,  20 0 5 . A s imple and fast densitometric method for the 

analys i s  of tyro sine hydroxyl ase immunoreactivity in the 

10 substant i a  ni gra pars compacta and in the ventral tegmental 

area . Bra in Res Brain Res Protoc, 16:58-64). 

Preparação das membranas totais e sinaptossomais: 

Noventa minutos após a administração da droga, os 

camundongos foram sacrificados por decapi tação e o hipocampo 

15 e o córtex frontal foram dis.$ecados�-sobre� o� ger-o=·paiâ �obter 

"" � =�= as.�� membran��
=""" 

;l;á����
�
s���i s  puri fi cadas Perco l l , como 

descrito previ amente ( Cunha, R . A . , Johans son, B . '  

Constantino, M. D . ,  ·Sebastião, -À.M. , Fredholm, B .  B . , 1996. 

Evidence for high-affini ty binding s i  tes for the adeno s ine 

20 A2A receptor agonist [3H]CGS 21·680 ·in the rat hipocampo and 

cerebral cort ex that are d i f ferent from s t r i atal A2A 

receptors . Naunyn Schmiedeberg ' s Arch Pharmacol 353, 2 61-

27 1 )  . Resumidamente, as e s truturas cerebrais foram 

di ss ecadas e homogene i z adas (5%, em pes o / volume ) em O, 32 M 

25 de sacarose, 1 0  mM de HEPES, ao pH 7,4 ( tampão de sacaros e ) ,  

utili zando um homogeneizador. A suspens ão foi cent ri fugada 

em 3 . 0 0 0  RPM por 2 minuto s e o s  s obrenadante s  foram gi rados 

a 1 4 . 0 0 0  RPM por 12 minutos . A c amada branca superior do 

sedimento/ decantado ( P2) fo i removida e novamente suspens a  em 

30 5% de SDS com um inibidor do coquetel de prot e as e  ( Si gma, 

São Paulo/Bras i l) . Al ternat ivamente, uma suspensão 

sinaptossomal hipocampa l pur i f icada fo i i s o l ada ut i l i z ando o 

método Percoll descrito anteriormente ( Dunk l e y  e t  al . ,  1986) 
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ao suspender outra ve z a P2 em 5 0 0  pl de 4 5 % ( em 
�\ 

vo lume/volume ) da so lução de Percol l  em Krebs ( 1 4 0  mM de 

•' NaCl , 5 rnM de KCl ,  2 5  mM de HEPES,  1 mM de EDTA, 1 0  mM de 

gl icose , ao pH 7 , 4 ) , centri fugada a 1 4 . 0 0 0  g por p e l o  m eno s 

5 20 minutos a 4 ° C .  A camada superior ( fração s i naptossomal ) 

foi co l etada em 1 ml de s o l ução de Krebs , fo i l avada e a 

fração sinaptos somal foi c entri fugada outra ve z a 1 4 . 0 0 0  x g 

por 2 minutos a 4 ° C e o s edimento/decant ado foi suspenso 

outra ve z em 5 %  de SDS com um inibi dor do coque t e l  de 

10 protease ( Sigma , São Paulo / Bra s i l ) . As amo s tras foram 

conge l adas a -7 0 ° C . 

15 

Análise de transferência Western: Após o 

des conge l amento ,  as determinações da prote ína das membranas 

sinapto ssomai s  e totais do hipo campo e do córtex front a l  

foram rea l i z adas ut i l i z ando o ensaio _ de_ . á c-ido · bicincohin�fêo 
= = "  

�uti,l rz andó � =a. �  �afbumlna =d��� =;��� - �  ��v�no ( BSA) como padrão 

( P ierce ,  São Paulo /Bras i l ) .  As amo s tras foram di luída s  até 

uma concentração final da proteína de 2 lJ:g/pl em t ampão de 

SDS-' PAGE f 40 pg ( 2 0  pl ) da s amo s t ras e 2 0  p l  de um padrão de 

20 peso mol ecul ar pré-tingido com duas cores ( Bio-Rad, Porto 

Al egre , Bras i l )  foram separados por SDS-PAGE ( 1 0 %  de 

concentração de gel ) . Apó s  a e l etro-trans ferênc i a ,  as 

membranas foram bloqueadas com so lução s al ina t amponada com 

Tri s  de 0 , 1 %  de Tween-2 0 ( TBS-T ) contendo 3 %  de BSA .  Após o 

25 bl oque i o ,  as membranas foram incubadas por 2 4  horas a 4 °C 

com anti corpo ant i-AChE de c amundongo ( 1: 1 0 0 0 ,  Chem i con 

Int . ,  São Paulo /SP, Bra s i l )  . Apó s  a incubação pre l iminar de 

ant icorpo , as membranas foram l avadas em TBS-T e incubadas 

com anti corpo s s ecundários conj ugados com p erox i da s e  de 

30 rábano s i lvestre ( HRP ) por dua s  horas à t emperatura amb i ente 

e reve l adas com ECL (Amersham, São Pau l o / Bras i l ) . As 

pe l ículas autoradiográf i cas foram e s c aneadas e a s  aná l i s e s  

dens itomé tr icas foram executadas uti l i z ando o programa N I H  
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Image de domínio púb l i co ( http : // rsb . in fo . nih . gov/nih-

image/ ) . Como um contro l e  adi cional do carregamento da 

proteína, as membranas foram tingidas com Ponceau s ou 

ant icorpo anti-GAPDH de camundongo ( 1 : 10 00 ) . 

Atividade de aChE : A determinação da atividade de 

aChE foi adaptada a partir do método col orimé t r i co de s c r i to 

origina lmente po r E l lman et al . { E l lrnan, G .  L . ,  Courtney,  

K . D . , Andre , V. Jr . ,  Featherstone , R . M . , 1 9 6 1 . A new and 

rapid colorimet ric deterrnination o f  acetyl cho l inest era s e  

10 act ivity . Biochern Pharrnacol 7 ,  2 7 - 3 0 ) t a l  corno de scrito 

acima para os estudos in vi tro . 

Estatística : Os dados s ão expre s so s  corno médi as ± 

S . E . M .  A anál i se de var iação de sent i do único (ANOVA) 

seguida pela comparação de grupos múl t ip los de Duncan fo i 

15 ut i l i z ada para a aná l i s e  de imagem . o ,_ t�teste" "' de· · stuaent =· "" _ ;;;; = """ "' -- = · ·- � 
-; c� ,� - = � � . �emparelhado- "fo i  ut1=l=i;�d� para val i dar os método s de versus 

os controles po si tivos . O s i gni fi cado foi aj ustado em 

P< 0 , 0 5 . 

20 

- ? • ResU:i tad'Os : 

A Fi gura 5 mos t�a a intensidade da h i s toquímica de 

aChE , expre s sa em densidade ótica 

Ptych ope t al um olacoides, 80 0 

( OD )  . 

mg/ kg , 

Extrato de 

diminuiu 

si gn if icat ivamente ( P< O ,  05)  a OD em CAl ( 0 , 0 8 ± 0 ,  0 1 ) , CA3 

( 0 , 1 4 ± 0 , 0 1 ) , e CPu ( 0 , 1 3± 0 , 0 1 ) ,  em comparação a DMSO ( CAl : 

25 0 , 1 0± 0 , 0 1 ; CA3 : 0 , 1 7 ± 0 , 0 1 ; e CPu : 0 , 1 7 ±0 , 0 1 )  . A  inibi ção de 

aChE corre spondeu a 3 3 % ,  2 0 %  e 1 7 %  em CAl , CA3 e CPu, 

respect ivamente . A Figura 6 i lustra e st e  re sul tado . 

As figuras 7A-B ,  BA-B e 9A-B mo s tram o s  e fe i tos do 

extrato de Ptych opet alum olacoi des ( 80 0  mg/ kg )  em G l  e G4 do 

30 hipocampo , do córtex fronta l  e do striatum, r e spect ivament e .  

O ext rato de Ptychopetalum o l acoides i nibe p r incipalmente 

( P<O , O S )  Gl e G4 ( "" 70 % )  no hipocampo , e G4 no córtex frontal 

( 62% ) e no stri atum ( 7 5% ) . 
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As figuras l OA-B e 1 1A-B mos t ram o s  e fe i tos do 

extra to de Ptychope t al um o l acoides no imunoteor de aChE nas 
� membranas tota i s  e nas membranas s inapto s soma i s  do hipocampo 

e do córtex frontal . Nenhuma mudança s i gni f i cat iva foi 

5 induz ida pelo extrato de Ptychope t al um ol acoide s  ( 8 0 0  mg/ kg)  

nas membranas do hipocampo e do córtex fronta l  ou nas 

memb ranas sinapto ssoma i s . 

II . MODELO DE MAL DE ALZHE IMER 

O mal de Al zheimer é caracteri z ado patologi camente 

10 pe la presença de placas extrace lulares do pept ídeo � -

15 

ami loide (A� ) ( Gl enner, G . G .  and Wong, 1 9 8 4 . 

Al zheimer ' s di sease : ini t i a l  report f the pur i f i cat ion and 

characterizat ion o f .  a nove l cereb rova s cu l a r  amyloid 

pro tein . Biochem B iophys Re s Commun, 1 2 0 ( 3 )  : 8 8 5- 9 0 ; Mas ters, 

C . L . ,  Multhaup, G . ,  Simms, G . ,  Pottg i e.sse r,= J-. �� "' ·Ma rtirrs ,� = "' -"' ·= · ""'  .... ..---. -
. N . ,= � Beyreuthér; - �K . , - �1 98 5 . Origem neuronal de um ami lo ide 

cerebra l :  emaranhados neuro f ibri lares do mal de Al zhe imer 

contêm a mesma prote ína que o amilo.ide _ dos núcleos de placas 

e. dos · - vasos 

20 emaranhados 

sanguíneo s .  

int race lulare s 

EMBO 

. da 

J .  4 ( 1 1 )  : 2 7 5 7 - 63 ) ' e 

tau prote ína de 

hiperfos foril açao (Bal l atore, c . ,  Lee, V . M . ,  T roj anows ki, 

J . Q . , 2007 . Tau-mediated neurodegenerat ion in Al zheime r ' s 

di sease and related di sorders . Nat Rev Neuro sci, 8 ( 9 ) : 6 6 3 -

7 2 ;  Braak, H .  and Braak, E . ,  1 9 9 8 . Evo lut ion o f neurona l 

25 change s in the course o f Al zheime r '  s d i s e a s e . J. Neural 

Tra�sm Suppl, 5 3 : 1 27-40) . E s t a s  mudança s  resul tam na perda 

dos neurônios col inérgicos do cérebro anterior e na reduçao 

pronunciada de ace t i lcol ina ( Bartus, R . T . ,  Dean, R . L . ,  B ee r ,  

B . , Lippa, A . S . , 1 98 2 a . The cho l inergic hypothes i s  o f  

30 geriatric memory dys function . S c i ence 2 1 7, 4 0 8 -41 7 ) ,  embora 

as conexões entre estes marcos patológico s e o mecani smo por 

meio do qual A� causa ferimento neuronal e degeneraçao 

cogni tiva ainda na o estej a compreendido c l arament e 
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( P impl i kar,  S . W . , 2 0 0 9 . Rea s s e s s i ng the amylo i d  ·Cas cade 

hypothe s i s  of Al zheimer ' s di sea se . Int J B i ochem C e l l  B i o l , 

4 1  ( 6 ) : 1 2 6 1 - 8 ; Jhoo,  J . H . , Kim, H . C , Nabeshima , T . , Yamada , 

K . , Shin, E . J . , Jhoo , W . K . , Kim, W . , Kang,  K . S . ,  Jo , S . a . , 

5 Woo ,  J .  I . , 2 0 0 4 . Beta-amyl oid ( 1 - 4 2 ) -induced le arning and 

memo ry de ficits in mice : involvement o f  oxidative burdens i n  

the hipocampo and cerebral cortex . 

1 5 5 ( 2 ) : 1 8 5- 9 6 ) . 

Beba v Brain Re s ,  

As se guintes expe r i ênci a s  inve s t i gam se a 

10 admini stração oral crônica do extrato de Ptych opetal um 

ol acoi des protege o s  camundongo s do s dé f i c i t s  de 

aprendi zagem e memória indu zido s por proteína- ( 1 - 4 2 ) �-

ami lo ide intracerebroventricular ( i cv ) , um mode lo de 

camundongo de AD .  As experiênc i as mos tram que o tratamento 

15 com o extrato Ptych opetal um ol a coi des por 1 5=_diaso �j á� �aterruá � �  - .- - ':.;, '"' � -� 
a.� ç9_pseqüêno.i as- ·cte� �:.::afu1lÓide�� i cv .  

O BDNF ( fator neurotró fi co derivado do cé rebro ) e 

seu receptor são envo lvidos na sobr�vivênci a ,  na manut enção 

e no cres cimento axonal de células col inérgi cas ( B ibe l , M .  

20 and Barde , Y . A . , 2 0 0 0 )  . Neurotrophins : key regulators o f 

cel l fate and c e l l  shape i n  the ve rtebrate ne rvous s ystem .  

Gene s Dev, 1 4 ( 2 3 ) : 2 9 1 9-37 ; Chao , M . V . , 2 0 0 3 . Neurot rophins 

and the ir receptors : a conve rgence point for many s i gnal l ing 

pathways . Nat Rev Neurosci 4 : 2 9 9 - 3 0 9 ,  s t imulate cho l ine 

25 acetyltransterase ( ChAT } activity (Auld, D . S . ,  Menn i c ken, 

F . , Qui rion, R . , 2 0 0 1 . Nerve growth factor rapidly induces 

pro longed aceylcho l ine release f r?m cultured basal forebrain 

neurons : di f ferentiation between neuromodulatory and 

neuro trophic influenc e s . J Neurosci 2 1 : 3 3 7 5- 3 3 8 2 ; B e rs e ,  B . , 

30 Szcz ecinska, W . , Lope z -Covi e l l a ,  I . ,  Madz iar f B . , Zeme l ko ,  

V . ,  Kaminsk i ,  R . , Koz a r ,  K . , Bordo s ,  K . S . ,  P fe i l , U. , 

Blus ztaj n,  J . K .  f 2 0 05 . Expr e s s ion o f  high a f finity cho l ine 

transporter dur ing mouse deve lopment in vivo and i t s  
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upregulat ion by NGF and BMP- 4  i n  vitro . Brain Re s Dev Brain 

Res 1 57 : 1 32 - 1 4 0 )  e foram imp l i cado s  em d i stúrb i o s  

� neurodegenerat ivos (Mat tson, M . P .  and Magnu s , T . , 2 0 0 6 .  

Ageing and neuronal vulnerabi l i t y .  Nat Rev Neuro s c i  7 : 2 7 8 -

5 2 9 4 ) . Po rtanto , uma experiência adi cional foi r ea l i zada para 

aval iar se a adminis tração o ra l  c rônica do extrato de 

Ptychopetal um olacoides a l t e ra os n í ve i s  de BDNF no 

hipocampo . A experi ência mostra que BDNF não é a l t e rado por 

(3-ami loide nes t e  mode lo de c amundongo de AD, nem p e lo 

10 tratamento com extrato de Ptychopetalum olacoides p o r  1 5  

dias . Portanto , a proteção conferida p e l o  t ratamento com 

extrato Ptychopetal um olacoides contra o s  dé f i c i t s  

cognit ivos indu z idos por (3 - ami loide é ma i s  provavel mente 

medi ada por suas propri edades ant i co l i ne s terase e p e l o s  

15 }!);e �mo_§ _,!:"e_c_eptor:es- (-Dl= e, - · f3 )  ·-- que � medram= a� -sua " ·atrviaade 

promnés ica . 

Projeto experimental: o extrato de Ptychopetalum 

ol acoides fo i di ssolvido em -uma solução ae ' DMSÓ a- 2 0 %  ( v/ v ) . 

Após a admini stração i .. c . v  de Af3 1 - 4 2  ou de PBS , o s  grupo s de 

20 camundongo s (N=1 2 )  foram t ratados oralmen t e  ( por gavagem ) 

por 1 4  dias cons ecutivos com uma úni ca dos e  de s o l ução 

sal ina ( 0 ,  9 g% ) , DMSO a 2 0 % ,  ou extrato de Ptych opetalum 

ol acoides ( 8 0 0 mg/ kg )  . Todas a s  drogas foram admini s t rada s 

como 0 , 1 ml / 1 0  g do pes o  do corpo . O dé f i c i t  cogn i t i vo foi 

25 avali ado ut i l i z ando a tare fa p revent i va inibidora de 

de sc ida , e os níve i s  de BDNF hipocampais foram med i do s  por 

imunoensaio . Os e fe i tos dos tratamentos na locomo ção foram 

aval iados . 

Inje�o intracerebroventricular de peptideo �-
30 amiloide : A admini s t ração de f ragmento de pept ídeo (3-

ami loide ( 1 - 4 2 )  (Af3 1 - 4 2 ) foi executada de a co rdo com o 

procedimento estabe lecido por Laurs en e B e l knap ( Laurs en ,  

S . E .  and B e l knap , J . K . ' 1 98 6 .  Intracerebroventr ic u l a r  
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inj ect ions in mice . Some methodological refinements . J 

Pharmacol Methods, 1 6  ( 4 ) : 3 55- 7 ) . O peptídeo foi preparado 

como solução conservada em estoque a uma concentração de 5 0 0  

pM em solução sal ina tamponada com fosfato O ,  1M estéril 

5 (PBS) (pH 7 , 4 ) , alíquota e armazenada a -2 0 ° C .  A(3 1 - 4 2  ( 4 0 0  

pmol/camundon go) ou a solução de controle (PBS) foi 

admin istrada por via intracerebroventri cular (i . c . v . )  

util izando uma microser inga com uma agulha de aço inoxidável 

cal ibre 2 8  de 3 , 0 mm de comprimento (Hamilton) . Em resumo, a 

10 agulha fo i introduz ida un ilateralmente 1 mm à d ire i ta do 

ponto mediano equidistante de cada olho, a uma dist ânc ia 

igual entre os olhos e as orelhas e perpendicular ao plano 

do crân io. o volume da injeção ( 4  pl) de A(3 1 - 4 2  ou de PBS 

fo i apl icado gradualmente . Os camundongos ex ib iram 

15 :�
o�portamento p<?rm�� _ qe�tro _ de� _1 _min_�1tg ªpó§ 9 "_j,nj � ção�._ _ A 

colocação da injeção ou a trilha da agulha era visível e fo i 

ver if icada no momento da dissecação . O presente A (3 1- 4 2 é 

co:rg.paráve :L àquele da �l i teratura precedente � (Kim, H . S . , Cho, 

J . Y . , Kim, AO, Yan, J . J . ,  Lee, H . K . , Suh, H . W . , Song, D . K., 

2.0 2 0 0_4 . Inhib itory Effects of Long-Term Adminis trat ion of 

Ferulic Acid on Microgl ial Activat ion I nduced 

Intracerebroventricular Inj ect ion o f (3-Amylo id Peptide 

b y  

( 1 -

4 2) in Mice . B iol Pharm Bull, 2 7 ( 1 ) : 1 2 0 - 1 2 1 ;  and Yan, J . J . ,  

Cho, J.Y., Kim, H . S . , Kim, K . L . ,  Jung, J . S . ,  Huh, S . O . , Suh, 

25 H . W . , Kim, Y . H . , Song, D . K. ,  2 0 0 1 . Protection against b-

30 

amylo id peptide tox icity in vivo with long-term 

administration of ferulic acid . British J P harmacol 1 3 3 : 8 9-

9 6 ) . O desempenho comportamental foi avaliado 1 4  d ias após a 

única admin istração de A� . 

Locomoção : Vinte quatro horas antes da tarefa 

prevent iva inibidora de descida, a atividade locomotora foi 

aval iada . o número de cruzamentos foi gravado 

automat icamente nas gaiolas da atividade ( 4 5 x 2 5 x 2 0  em, 
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Albarsch E l ectronic Equipment ) ,  e quipadas com três 

fotocé lulas paralelas ( Cree s e ,  I . ,  Burt , D . R . , Snyder ,  S . H . , 

1 9 7 6 .  Dopamine receptor binding predi cts cl inicai and 

pharmaco logical potencies o f  ant i sch i zophreni c drugs . 

Science,  1 92 ( 4 2 3 8 ) : 4 8 1 - 4 8 3 ) . Os camundongo s foram co l ocado s 

individualmente nas gaio las de atividade e os cru z amentos 

foram gravado s por 8 minutos , sendo os p r ime i ros 3 minutos 

de exploração e os 5 minutos fina i s  de ativi dade locomo tora . 

Desempenho preventivo inibidor de descida : O t e s t e  

10 ut i l i zado foi adaptado a part i r  d e  Netto e I zqu i e rdo ( Netto , 

C . A .  and I z qui erdo ,  I . ,  1 9 8 5 . On how pa s s ive i s  inhibi tory 

avoidance . Behav Neural B i o l  4 3 : 3 2 7 - 3 3 0 )  e a par t i r  de 

Maurice et al . (Maurice , T . , Hirama t s u ,  M . , I toh , J . , 

Kame yama , T . , Hasegawa , T . ,  Nabe shima , T . ,  1 9 9 4 . Behavious 

15 evi dence for modul<?-t iop. role o f O l i gands in memo ry_ Qroce s s  ._ 
�vHi'f. �, ·,.� -· ·- - ' '· ' • -- --- � - � 

I .  At tenuat ion of di zoci lpine (MK- 8 0 1 ) - induced amnes i a . 

Brain Re s 6 4 7 : 4 4 - 5 6 ) . Catorze dias após a inj eção de A� l - 4 2 ,  

os camui19on.gos .· foram .treinados em . uma tar e fa preventiva 

inibi do r a da etapa de uma t entat iva . Os camundongo s foram 

20 habituado s no quarto pouco i l uminado . .  por pelo -meno s 6 0  

minutos antes das experiênci as . O apare lho p revent i vo 

inibidor era uma caixa de pl á s t i co ( 3 0  em x 3 0  em x 4 0  em ) , 

com uma plata forma ( 5  em x 5 em x 4 em) f ix ada no centro do 

pis o da grade . Cada camundongo fo i colocado n a  p l a t a forma e 

25 a latência para des cer ( quat ro patas na grade ) , fo i gravada 

automaticamente nas s e s sõ e s  de treinam.ento e t e s t e . Na 

sessão de treinamento , os camundongos receberam um choque 

l eve nas patas ( 0 , 3 mA po r 1 5  s )  ao de s c e r . A s e s são de 

teste foi executada 2 4  hora s mai s  tarde ( memó r i a  de longa 

30 duração - LTM ) , com o mesmo p rocedimento , exceto p e l o  fato 

que nenhum choque fo i admini s t rado apó s  a de s c i da ;  um t empo 

de interrupção supe rior de 3 0 0  s f o i  conf i gurado . 

Análise de níveis de tecido de BDNF : Para medi r a 
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quant idade de BDNF em cada amostra , o P rome ga BDNF Emax 

ImmunoAs say S ystem foi empregado ( Promega Co . ,  Madi son , W I , 

EUA) , de acordo com recomendaçõ e s  do fabrica nte . 

Resumidamente , o hipocampo ( n=S por grupo ) foi homogene i zado 

5 individualmente em tampão de l i s e  [ contendo , em mm :  1 3 7 

NaCl , 2 0  Tri s -HC l  ( pH 8 , 0 ) , I gepal ( 1 % ) , g l icerol ( 1 0 % ) , 1 

PMS F, 0 , 5 vanadato de sódi o ,  0 , 1 EDTA e 0 , 1 EGTA] e 

centri fugados a 1 4 . 0 0 0  rpm a em 4 ° C  durante 3 minuto s . O 

sobrenadante foi di luído no tampão de amo s t ra e incubado em 

10 placas de fundo l i so de 9 6  cavi dade s reve s t i da s  previament e 

com ant i corpo monoclonal anti -BDNF ( 1 : 1 0 0 0 ) . Apó s  o blo qu e i o  

( com Prome ga 1 x  Block e tampão de amo s t ra ) , a s  p l acas foram 

incubadas com ant icorpo anti-humano po l i c lonal por 2 horas e 

a peroxidase de rábano s ilves t re ( HRP ) por 1 hora . A s e gu i r ,  

15 reação · de cor com tetrametil ___ benz idina�fp i . quant i f i cada_em 
� .. �- ' •" -�- �- • •v• • ..... .  -·-·� "' • • 

um lei to r de placa a 4 5 0  nm; a curva padrão de. BDNF variou 

de O a 5 0 0  pg/ml . 

, Ensaio de . proteína : ;._A concent ração da prot eína 

total foi medida pelo método de L owry ut i l i zando a albumina 

20 de soro bovino como um padrão { Lowr y ,  O . H .  f Ros ebrough , New 

Je rsey, Farr , A . L . , Randal l ,  R . J . , 1 9 5 1 . Pr�t e i n  measurement 

wi th the f lo in phenol reagent . The Journal o f Bio logical 

Chemi stry 1 9 3 f  2 6 5- 2 7 5 )  . 

Análise estatística : A a t i  v i dade l o como tora e os 

25 níveis de BDNF s ão expre s so s  como médi a ± SEM e a 

signi ficânc ia estat í s t ica fo i det e rminada por ANOVA de 

sentido único s eguida p e lo teste de Duncan p o s t  hoc . As 

latências de descida são expressas como mediana s  [ faixas 

interquart i l ] . Os dados foram ana l i s ado s p e l a  aná l i s e  não -

30 paramétrica de Krus kal-Wa l l i s  de var i �nc i a ;  as comparações 

entre grupo s do tratamento foram comp l e tadas at ravés de U

teste de Mann-Whi tney ( duas caudas ) f e dentro dos grupos de 

tratamento pelo teste de Wi lcoxon P < O ,  0 5  fo i con s i de rado 
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estatisticamente significativo . 

Resul tados : 

A Figura 12 mostra que icv A � 1 - 4 2  ( 4 0 0  

pmol/camundongo) prejudicou o desempenho dos camundongos no 

impedimento inibidor (P<O, OS), e que o tratamento com 

extrato de Ptychopetalum olacoi des por 15 dias atenuou tal 

prej uízo ( P< O, OS). 

A Figura 13 mostra que o ext rato de Ptychopetalum 

olacoides não alterou a locomoção, o que poderi a  mascarar os 

10 resultados de tal anãlise . 

A Fi gura 1 4  mostra que nenhuma mudança 

signi ficativa Foi observada em níveis de BDNF do hipocampo 

com A� l - 4 2  ou extrato de Ptychopetalum olacoi des . 

I I I • MODELO DE MAL DE PARKINSON 

15 0!'1P_ é _ _ cé;lracterizad.o ",.p_or __ uma perda .. �progress i-va- e� 

irreversível dos neurônios de dopami na na ãrea ni gro

estriatal. Devido ao fato que as razões para esta morte 

específica _são. obscuras, fo-i suger i do - que a morte neuronal 

estã l i gada às lesões êxcitotóxicas, ao stress oxidante e a 

, . 20 . . um subproduto do metabolismo da dopamina ( Martignoni, E. , 

Blandini, F. , Godi, L. , Desideri, S. , Pacchetti, C. , 

Mancini, F . ; Nappi, G . , 1 99 9 . Peripheral markers of 

oxidative stress in Parkinson ' s  Disease. The role of L- Dopa . 

Free Radic Biol Med., 2 7 (3- 4 ) : 4 2 8- 3 7 ; Dauer, W . , 

25 Przedborski, S. , 2 003. Parkinson ' s disease : mechani sms and 

models . Neurron, 3 9 (6) : 889- 909) . 

A neurotoxina de MPTP (1 -metil- 4 - fenil- 1 , 2, 3, 6-

tetraidrop iridina) simula nos animais o e feito do MP, 

reproduzindo vãri os sintomas (tais como acinesia, rigidez e 

30 catalepsia) , bem como a neurodegeneração na substânc ia 

negra ( Beal, M . F . ,  2 001. Experimental models o f  Par k inson ' s 

disease. Nat Rev Neurosci 2: 3 2 5- 3 4), consolidando um modelo 

animal válido do MP. 
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Devido ao fato que o s  usos t radi c iona i s  de P .  

olacoide s  incluem tremores , e considerando a s  prop r i edade s 

ant ioxidant es e neuroprotetoras do extrato a part i r  do qua l  

o s  compostos n a  fórmula ( I )  foram obt i dos , a f inal idade das 

5 segui ntes experiências era aval i ar os e f e i tos de t a i s  

compo stos no modelo de MPTP do MP em camundongos . 

A Figura 1 5  mos t ra que o t ratamento agudo com 

extrato de Ptychopetalum olacoí des redu z i u  a i nt en s i dade dos 

tremores em 2 1  minutos ( P< O ,  0 1 ) , a s s im como a sua duração 

10 ( de 45 minutos nos contro l e s  para 39 minutos para os 

camundongo s C57BL / 6 tratados com o s  compo s to s )  . 

A Fi gura 1 6  mostra que o t ratamento agudo com 

extrato de Ptychopetalum olacoídes redu z iu a inten s i dade do s 

tremores ; ao pas so que os camundongo s de contro l e  Balb/ c 

15 tratado s com MPTP mo straram um.� tr,emor , cont.ínuo de 3 q  7�± o, o �  
.. - . .  _:;;;;;,.� -- - ·----"'-'-'-" - ·� 

em 1 8  minuto s ,  e tremores que duraram 4 5  minuto s ( H  ( 5 )  

2 7 , 8 ,  P< 0 , 0 1 ) . Do mesmo modo que no caso do s camundongo s 

Ç57B�/ 6 ,_ os camundongo s ·  Bàlb/ c  . tratãdo s com 2 5  mg/ kg do · 

, extrato de Ptychopetalum olacoídes mos t raram t remo r e s  com a 

20 contagem mediana de 1 ,  4± O ,  2 em 9 minuto s  ( P< O ,  O 1 )  . A duração 

total do tremor não foi afetada por extrato de Ptychopetalum 

olacoides ou apomorfina . 

A Figura 1 7  mos tra que o t ratament o  agudo com 

extrato de Ptychopetalum olacoides redu z i u  a acine s i a  ( H ( 5 ) = 

25 2 3 , 5 ,  P< 0 , 0 1 ) , com a latênc i a  i gual a 9 , 9± 2 , 1 segundo s nos 

camundongo s tratado s com 2 5  rng/ kg ,  e 1 1 , 1 ± 1 , 7 s e gundo s 

naqueles tratados com 5 0  mg/ kg, em comparação a 6 2 , 5± 1 2 ,  8 

dos controles . 

A Figura 1 8  mostr a  que o t ratament o  agudo com 

30 extrato de Ptychopetalum olacoides redu z iu a catalep s i a  

( H  ( 5 )  = 2 6 ,  1 ,  P< O ,  0 1 )  com 8 ,  2 ± 1 ,  2 s egundo s n o s  camundongo s 

tratados com 2 5  mg/ kg ,  e 4 , 5± 1 , 6 s e gundos naquel e s  t ra t ado s 

com 50 mg/ kg , em comparação a 5 1 , 8 ± 1 6 , 7 do s con t rol e s . 
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Os efei tos prejudi c i a i s  de MPT P  na capac i dade de 

nadar dos camundongos Balb/C podem s e r  v i s to s  nas f i guras 

1 9-2 1 ,  no tercei ro dia ( H ( 5 ) = 2 0 , 7 , P< 0 , 0 1 ) , e no s é t imo dia 

( H ( 5 ) = 1 9 , 6 ,  P< 0 , 0 1 ) apó s o t ratament o , com r ecupe r ação 

5 completa após 1 4  dia s . 

A Figura 1 9  mostra que o t ratamento agudo com 5 0  

mg/ kg de extrato de Ptychopetal um ol acoides pro tegeu o s  

camundongos contra o e feito d e  M P T P  n o  dia 3 apó s  o MPTP . 

A Figura 2 0  mostra que o t ra tamento agudo com 5 0  

10 mg/ kg de extrato d e  P tychopetal um ol acoides protegeu o s  

camundongos contra o efe i to d e  MPTP n o  di a 7 apó s  o MPTP . 

A Fi gura 2 1  mo stra que no dia 1 4  apó s  o MPTP não 

há nenhuma di ferença s i gnifi cat iva nos grupos de tratamento . 

Animais : Camundongo s macho s adu l to s ,  cepa C 5 7 BL / 6 

15 e �  _BAL:S ( c _= ( FEEPS )=- foram __ uti--l i zados- e-�-mant ido s �=com� água =e 

comida ad l ib itum sob ambiente con t rol ado . 

Tratamentos em 

1, 2 ,  3 , ,6-te-t raidropi ridina ) 

CS 7BL/ 6 :  MPTP 

5 0  mg/kg ( 2  

( 1 -met i l - 4  feni l 

X '2 5 mg/ kg )  foi 

admini s trada intraperi toni almente ( i . p . ) ,  dua s  ve z e s , com um 

20 interva lo de 1 hora . Solução s al ina , DMSO a 2 0 % ,  extrato de 

Ptych ope talum ol acoides 2 0 0  mg/ kg ( 2  X 1 0 0  mg/ kg ) e 

apomor fina 3 mg/ kg ( 2  X 1 ,  5 mg/ kg ) foram admini s t rados 3 0  

minutos antes de cada admini s tração de MPT P . O s  anima i s  

re cebe ram a s  prime i ras inj eções à s  0 8 : 0 0 ho ras e a s  s egunda s 

25 inj eções às 0 9 : 0 0  horas . O volume da i nj eção e r a  de 0 , 1 ml / g  

do peso do corpo . N=5 .  

Tratamentos em 

1 , 2 , 3 , 6-tetraidrop i r idina ) 

BALB/ c :  MPTP 

60 mg / kg ( 2  

( 1 -met i l - 4 - feni l 

X 3 0  mg/ kg ) f o i  

admini st rada intraperi tonialmente ( i . p . ) ,  dua s  ve z e s ,  com um 

30 inte rvalo de 1 6  ho ras . Solução s a l i na ,  DMSO a 2 0 % , extrato 

de Ptychope talum ol acoides 50 mg/ kg (2  x 2 5  mg/ kg ) , POEE 2 5  

mg/ kg ( 2  x 1 2 , 5 mg/ kg )  e apomo r fina 3 mg/ kg ( 2  X 1 , 5 mg/ kg ) 

foram apl icados 3 0  minutos ante s  de cada admini s t ração de 
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MPTP . Os animais receberam as primeiras injeções às 17: 0 0  

horas e as segundas injeções às 0 9: 0 0  horas no dia seguinte. 

"' O volume da injeção era de 0, 1 ml/g do peso do corpo. N=6. 

Tremor em C57BL/ 6 e BALB/c : Os tremores foram 

5 observados imediatamente depois da administração da segunda 

dose de MPTP, com os animais colocados em uma caixa de 

10 

Plexiglas transparente ( 2 0 em X de 2 0  em X 2 0  em) por 4 5  

minutos ; as contagens de tremores foram anotadas a cada 3 

minutos, com a contagem mais elevada considerada para o 

períódo. Os tremores foram quantificados em uma base de 

contagem da intensidade modificada em uma faixa de 0 - 5  tal 

como descrito acima ( Hoabam, R ., Sindhu, K . M . , Chandra, G . ,  

Mohanakumar, K. P . ,  2 0 0 5. Swim-test as a function of motor 

impairment in MPTP model o f Parkinson' s  disease: a 

15 com�arative=" _sj::ugy=in __ . two� mouse =st-rains . """Behavioural """'·'Braín .,.., 

Research 16 3 : 1 59-167 ) :  O ,  nenhum tremor ; 1, contrações 

musculares ocasionais do músculo ou tremor ligeiro que muito 

pouço _visfvel ná região principal-; 2, · tremor - moderado, 

intermitente restrito à região da cabeça ; 3 ,  tremor visí vel 

20 com . períodos calmos ocasionais - que afetam á região anterior ; 

4 ,  tremor contí nuo, restringido às extremidades e à cabeça ; 

5 ,  tremor de todo o corpo intenso contínuo. N= 5-6. 

Aci nesia em BALB/c : A acinesia foi medida ao 

anotar a latência em segundos (s ) dos animais para mover 

25 todos os quatro membros e o teste era concluído se a 

latência excedesse 180s . Cada animal foi aclimatado 

inicialmente por 5 minutos em uma plataforma (3 0 em) elevada 

de madeira (4 0 em x 4 0  em) usada para medir a acinesia nos 

camundongos . Usando um cronômetro, o tempo (s) gasto pelo 

30 animal para mover todos os quatro membros foi gravado . Este 

exercício foi repetido cinco vezes para cada animal . N= 5-6. 

Catalepsia em BALB/c : o termo implica a 

incapacidade de um animal corrigir uma postura externamente 
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impo s ta . A cata l epsia foi medida ao colocar o s  anima i s  em 

uma superfície ho ri zontal plana com os membros t ra s e i r o s  em 

um bloco de made ira quadrado ( 3  em de altura ) e a l a t ênc i a  

em segundo s foi medida para mover o s  membros t r a s e i r o s  do 

5 bloco para a terra . Este exerc ício fo i rep e t i do cinco ve z e s  

para cada animal . N=S- 6 .  

Teste de natação em BALB/c : O t e s t e  de natação foi 

real i z ado em banhe i ras ( 4 0  em de compr imento x 25 em de 

largura x 16 em de altura ) . A pro fundidade da água fo i 

10 mantida em 1 2  em e a temper atura foi manti da a 2 7  ± 2 ° C .  Os 

anima i s  foram l impos e se cado s imedi atamente depo i s  da 

experiênc ia ut i l i zando uma t o alha s eca e re to rnado s à s  

gaiolas mant idas a 2 7  ± 2 ° C . As e s ca l a s  d e  contagem da 

natação foram gravadas e o s  s eguintes parâmetros foram 

15 anali sado s por Ul!l :Lny_est_igador """'isento ,ao- t:r:at-amento ,= com=o- -� ..;;;;;:;o;;;;;, �· ''' :::::::o;;;;;;o 
="' 

so ftware Observer® XTS . O  ( No l dus Informa t i o n  T echno l o gy ,  

Wageningen , Hol anda : o ,  a parte t ra s e i ra a funda com 

fl�tqaçªo da cabeça;  _ _  I ,  - nataÇã o -- ocas i onal ut i l i zando o s  

membros traseiros enquanto flutua em um l ado ; 2 ,  

20 flutuação /natação - apenas - ocas iona l ; 3 ,  natação contínua . O 

teste de natação foi reali z ado em dias di ferentes ( 3 ° ,  7 o , 

1 4 °  dias ) após o MPTP . N=6 . 



1 / 3  

REIVINDICAÇÕES 

1 .  USO de extrato Ptychopetalum olacoides 

caracteri zado pelo fato de s e r  na fabricação de um 

medicamento út i l  no tratamento ou prevenção de doença s , 

5 dis funções e di s túrbios do s i s t ema nervoso cent ral . 

2 .  USO ,  de 

caracter i z ado pelo fato 

dis túrbios do s i s t ema 

acordo com a rei vindi cação 1 ,  

de que a s  doenças ,  d i s funçõ e s  e 

nervoso cent r a l  s ão d i s túrb i o s  

crônicos e distúrbios neurodegenerativo s . 

10 3 . USO de aco rdo com a r e ivindicação 1 ,  

caracteri zado pelo fato de que a s  doença s ,  d i s funçõe s  e 

di stúrbios do s i stema nervoso central s ão humor depre s s ivo , 

mal de Al zheimer,  mal de Parkinson , s e qu e las da demênc i a  

vascular,  depre s s ão , fobi a s  e di s túrbio de dé f i c i t  de 

15 atenção . 

4 .  uso de acordo 

caracteri zado pelo fato de que 

com a r e ivindicação 1 ,  

um extrato de Ptych ope tal um 

olacoides ê um ext rato etanó l i co . 

5 .  USO de acordo com a rei vindi cação 4 

20 caracter i z ado pelo fato de que o extrato é obt i dó do c au l e ,  

cascas , folhas ou raí zes . 

6 .  USO de acordo com úma qua l quer da s 

re ivindi cações 1 a 4 caracte r i z ado pelo fato de que o 

medi camento possui ainda atividade anti ox i dant e ,  ant i c o l ina 

25 e neuroprotetora . 

30 

7 .  COMPOS IÇÃO FARMACtUT ICA, caract e r i zada p e l o  

fato d e  que contêm uma 

Ptych opetalum olacoides 

ace itáve i s . 

quant idade e fi c a z  do ex t rato de 

e exc ipi entes farrnaceut i cament e 

8 .  COMPOS IÇÃO FARMACÊUT I CA, 

reivindicação 7 ,  caracteriz ada pelo 

compostos adi cionais escolhidos do 

comb inado s ,  óleos fixados , ó l eo s  

de acordo com a 

fato de que 

g rupo de 

e s s en c i a i s ,  

contém 

extratos 

pó s e 
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ingrediente s  de rivados de font e s  nat u r a is o u  s i nt é t i ca s ,  

vit amina ( s ) , s a i s  mine rais e açúcar ( e s ) , out ros princípios 

at ivos farmacêut icos ou mi sturas dos me s mo s . 

9 .  COMPOS IÇÃO FARMACÊUT I CA ,  de acordo com uma 

qua lquer da s re ivindicações 7 e 8 ,  caracte ri z ada p e l o  fato 

de ser na forma tópica , oral ou inj e t áve l . 

1 0 . COM POS IÇÃO FARMACÊU T I CA ,  de acordo com uma 

qua lque r das reivindicaçõ e s  7 a 9 ,  caracte r i zada p e l o  fato 

de ser na forma de comprimido s ,  cáp s u l a s ,  t intura s ,  

emulsõe s ,  lipo s s oma s A/O e O /A ( c reme s e g éi s )  , 

microcápsulas , nanocápsul as , aero s s ó i s  e past as . 

1 1 . COMPOS IÇÃO FARMACÊUT ICA ,  de a co rdo com uma 

qua lquer da s re ivindicações 7 a 1 0 ,  caract e r i z ada p o r  

compreender de 0 , 0 0 1 %  a 9 9 %  d o  e x t r a t o  d e  Ptych ope t a l um 

15 ola coides e exc ipi,entes . farmacêuti camen�e ace±t·áv�is . 

1 2 . COMPOSIÇÃO FARMACÊUT I CA de acordo com uma 

qualquer da s re ivindi cações 7 a 1 1 ,  caract e r i z ada por 

compreender uma quantidade de ingrédiente at ivo de 

aproximadamente 0 , 1 a 2 . 0 0 0  mg e e x ci p i ent e s  

20 farma cêut i camente aceitáve i s . 

1 3 . MÉTODO DE PREVENÇÃO E T RATAMENTO DE DOENÇAS , 

DI STÚRBIOS E PERTURBAÇÕES DO S I ST EMA NERVOSO CENTRAL 

caracteri zado pe lo fato de admini s trar a um paciente com 

nece s s idade do me smo , uma quant idade e fi ca z  de um 

25 medicamento contendo extrato de Ptych opeta l um o l a coi des . 

30 

1 4 . MÉTODO DE TRATAMENTO , de aco rdo com a 

reivindicação 1 3 , caracteri zado pelo fato de que a s  doença s ,  

dis funçõe s e distúrbios do s i s t ema n e rvos o  cent ral s ã o  

distúrbios crônicos e distúrbi os neurodegene r a t ivo s . 

1 5 . MÉTODO DE TRATAMENTO , de aco rdo com a 

reivindicação 1 4 , caract e r i z ado pelo fato de que a s  doença s , 

di sfunções e distúrbios do s i s t ema nervo s o  central s ã o  humo r 

depre s s ivo , mal de Al zheime r ,  mal de P a r k i n s o n , s eque l a s  da 
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demência va scul ar , depressão , fobias e d i s túrbio d e  d é f i c i t  

de atenção . 

1 6 .  MÉTODO DE TRATAMENTO, de acordo com uma das 

rei vindi cações 15 a 17 , ca ract e ri zado pe lo fat o de que a 

5 quantidade e f icaz va ria de aproximadamente O ,  0 0 1  a 

aprox imadamente 5 . 0 0 0  rng / kg/di a ,  dividida em urna ou ma i s  

ve zes ao dia . 

10 

1 7  . MÉTODO DE TRATAMENTO, de acordo com a 

rei vindicação 1 8 ,  caract e r i zado 

quant idade e fi caz varia de 

aproximadamente 2 . 0 0 0  rng / kg/ dia , 

ve zes ao dia . 

pel o  fato de 

aproximadamente 

dividida em uma 

que a 

5 0  a 

ou ma i s  
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RESUMO 

USO DE EXTRATO DE PTYCBOPETALVM OLACOIDES, COMPOSIÇÃO 

FARMACÊUTICA E MÉTODO DE PREVENÇÃO E TRATAMENTO DE DOENÇAS , 

5 DISTÚRBIOS E PERTURBAÇÕES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

A pres ente invenção t em corno seu obj et o  o u s o  do 

extrato de Ptychope ta l um o l a coi des em compo s i ções 

farmacêut icas como inibidore s de acet i l  co l in e s t a r a s e  na 

fabricação de medicamentos út e i s  para o t ratamento de 

10 estados depre ss ivos e distúrb i o s  neurodegenerat ivos t a i s  

como mal de Al z heime r e Parki n s on e demência va s cular , mai s  

o método de prevenção bu t ratamento do s me smos . 
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