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FORMULAGCOES FARMACEUTICAS E SEUS USOS. A presente
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suas aplicagdes como medicamentos indicados no tratamento de
distarbios do trato gastrintestinal, preferencialmente, Ulcera
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CAMPO DA INVENCAO

A presente invenc¢ao refere-se a extratos, fracdes ativas e/ou
compostos isolados de Casearia sylvestris. Adicionalmente, o presente
pedido prové formulacdes farmacéuticas contendo os ditos ingredientes
ativos e suas aplicacées como medicamentos indicados no tratamento de
distarbios do trato  gastrintestinal, preferen_cialmente, ulcera
gastroduodenal.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Disturbios do trato gastrintestinal, sobretudo patologias
ulcerosas sao tidos como uma das afeccoes caracteristicas da vida
moderna. Ha menos de uma década, estas patologias preponderavam na
populacao de sexo masculino, economicamente ativa e residente em
grandes centros (doenga dos executivos). Atualmente, tais disturbios nao
respeitam mais sexo, condi¢cdes sOcio-econOmicas € muito menos idade,
fato este facilmente justificavel, tendo em vista que 90% das ulceras
gastroduodenais decorrem, sobretudo, do estresse e de habitos
alimentares.

Em consequiiéncia da intensa urbanizagao que vem ocorrendo
nas ultimas décadas, o nivel de estresse aumentou consideravelmente
tendo-se constatado que o crescimento dessa patologia foi proporcional ao
crescimento do consumo de medicacgoes antiacidas e antiulcerosas.

Em 2000, segundo dados do Pharmaceutical Marketing Brazil
(IMS) o mercado farmacéutico mundial faturou um montante de 380

bilhoes de ddlares, estimando-se um crescimento anual da ordem de 10%.
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Dentre os medicamentos mais consumidos que respondem por 31% do
mercado global, o grupo dos antiulcerosos, pelo décimo ano consecutivo,
encabeca a lista dos mais vendidos, sobressaindo-se o omeprazol que
responde por 35% das vendas nesta especialidade.

Os antiacidos sao utilizados pelos médicos no tratamento de
hipercloridria, definida como a presenca excessiva de acido cloridrico no
suco gastrico, bem como por leigos como forma de automedicacao visando
um grande numero de sintomas. Os antiacidos gastricos constituem um
grupo de medicamentos cujo uso € extremamente abusivo sendo utilizados
em qualquer erupc¢io ou disturbio gastrico. A incidéncia de efeito placebo
em individuos com pequenos distirbios gastrintestinais induz ainda mais
o leigo ao uso inadequado de antiacidos.

Os medicamentos antiulcerosos comumente utilizados em todo
o mundo compreendem os antagonistas de receptores Hz (receptor da
histamina), os antagonistas de receptores M3 (receptor muscarinico),
inibidores da bomba Na*/H* e os antiulcerosos pépticos, estes ultimos
compreendendo drogas citoprotetoras.

A presencga de histamina no estdomago induz um aumento na
sintese de acido cloridrico (HC]) a partir da degradacéao do acido carbénico
(H2COg3), liberando um proton H* que reage com o anion cloreto (Cl) dando
origem ao acido cloridrico, que quando em altas concentragoes, além de
provocar dor, em consequéncia de espasmo provocado na musculatura lisa
gastrica, leva a um incremento na formacado da pepsina; esta enzima na
auséncia de mecanismos citoprotetores € a responsavel pela destruicao da
mucosa e aparecimento de ulcera gastrica.

Os antagonistas dos receptores H2 da histamina, por exemplo,

a cimetidina e a ranitidina, sdo drogas que possuem estrutura analoga a
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da histamina e se ligam competitivamente ao receptor H2 na mucosa
gastrica impedindo a ligacao da histamina ou deslocando-a de seu sitio
receptivo, resultando na elevacao do pH do meio.

Os receptores M (muscarinicos) sao os receptores cuja ativagao
produz efeito semelhante aqueles produzidos por extratos do cogumelo
Amanita muscaria, dai a denominacao recebida. Uma vez ativados os
receptores produzem efeitos como o aumento da secrecao de glandulas
salivares e sudoriparas, contracao de musculos lisos do trato digestivo e
urindrio, entre outros, ou seja, o aumento na secrecdo de acido cloridrico
no estomago. Estes efeitos podem ser bloqueados por drogas
antimuscarinicas como a atropina, que é de amplo uso terapéutico no
tratamento de disturbios gastrintestinais, sobretudo como
antiespasmodico. Os receptores muscarinicos recebem sua denominacao
dependendo de sua localizacdo no organismo € seus antagonistas
especificos. Especificamente os receptores M; (neural), estdo presentes
principalmente no sistema nervoso central, ganglios e nas células
enterocromafins gastricas, M3 (glandular), estdo nas glandulas exocrinas,
musculos lisos e endotélio vascular e células parietais do estdomago.

Drogas que inibem a acdo da bomba de proétons, também
chamada bomba proténica (Na*/H*), dentre as quais se destaca o
omeprazol, também elevam em demasia o pH do suco gastrico, além de
exigirem, em sua producdo, acondicionamento em capsulas resistentes a
acido, o que encarece o produto final.

Dessa forma, a maioria das drogas utilizadas no tratamento de
distarbios gastrintestinais resulta na elevacdao do pH do suco gastrico.

Como ja é do conhecimento do técnico no assunto, a digestao

protéica comeca no estomago, onde a pepsina degrada as proteinas em
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aminoacidos, peptonas e polipeptideos. Entretanto, esta importante
enzima péptica requer um meio acido para seu funcionamento. A pepsina
€ mais ativa em pH entre 1,6 e 3,2, sendo completamente inativa em pH
proximo a 5,0, ou seja, a atividade enzimatica digestiva da pepsina diminui
com o aumento do pH gastrico (GUYTON, A. C., Textbook of medical
Physiology, W. B. Saunders company, Philadelphia, pp.816-826, 1981; E
GANONG, W. F., Review of Medical Physiology, Lange Medical Publications,
Los Altos, California, pp.384-393, 1983.).

Os bloqueadores dos receptores Hz (cimetidina, ranitidina) e
M3 (piranzepina) sao drogas que apresentam a propriedade de elevar o pH
gastrico (elevacao mais enfatica com os bloqueadores M3), fator este que
além de alterar a digestdo protéica, pode alterar a esterilidade do meio
facilitando a instalacao de infeccoes oportunistas, aliado ao fato de néao
apresentarem atividade citoprotetora (BASILE, A. C., SERTIE, J. A,
PANIZZA, S., OSHIRO, T. T., AZZOLINI, C. A. Pharmacological assay of
Casearia sylvestris. I. Preventive anti-ulcer activity and toxicity of the leaf
crude extract. J. Ethnopharmacol. 30: 185-197, 1990; SERTIE, J. A. A,
BASILE, A. C., SILVA, F. D., MAZELLA, A. A. G. Preventive Anti-Ulcer
Activity Of The Rhizome Extract Of Zingiber Officinale. FITOTERAPIA,
ITALIA, v. 63, p. 55-59, 1992; e BACCHI, E. M. & SERTIE, J. A. A., Anti-
ulcer action and toxicity of Styrax camporum and Caesalpina ferrea, Planta
Medica 60: 117-120, 1994).

Ressalte-se que, em 1987, Hornick levantou a hipétese de que
a ulcera péptica seria o resultado de uma infeccdo provocada pelo
Helicobacter pylori (HORNICK, R.B., “Peptic ulcer disease: a bacterial
infection?” N. Engl. J. Med. 316: 1518-1523. 1987.). No entanto, até o

momento os técnicos no assunto ndo chegaram a uma conclusdo se esta
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bactéria seria a causadora de ulcera ou se ela teria seu crescimento
facilitado pela alteracdo no pH do suco gastrico, alteracao esta motivada
pelo uso dos antiulcerosos de acao local ou sistémica, contribuindo, desta
forma, na manutencédo da area lesada, sobretudo em pacientes ulcerosos
Ccronicos.

Também se sabe que o uso prolongado de algumas dessas
drogas, sobretudo as bloqueadoras dos receptores Ha, pode levar a
taquifilaxia, isto €, o paciente passa a nao responder as doses usuais,
exigindo continua elevacao da dose para obtencao do efeito desejado.

Além disso, nos ultimos 15 anos tem havido um enorme
avanco no estudo da fisiopatologia, da patologia e da farmacologia da
mucosa gastrica, e se expandiram enormemente os conhecimentos sobre
os mecanismos envolvidos na formacao e secrecao do acido e pepsina. A
descoberta dos receptores Hz e seus inibidores farmacologicos permitiram
o uso de modernas terapias no tratamento da tulcera gastroduodenal.
Entretanto, mesmo estas potentes drogas sdao incapazes de prevenir a
injuria aguda da mucosa gastrica produzida por agentes necrosantes.

Outra area de pesquisa, denominada “citoprotecéo”, tem sido
estudada objetivando o desenvolvimento de novos meios de se aumentar a
defesa e a protecio da mucosa gastrica. Esta nova area de pesquisa
compreende o estudo dos efeitos causados pelas prostaglandinas no
organismo.

Prostaglandina é o nome genérico de diversas substancias,
denominadas autacéides, existentes em numerosos tecidos, como, por
exemplo, na prostata, no liquido seminal, nos musculos, no cérebro, entre
outros. Estas substancias apresentam propriedades biologicas notaveis e

muito diversas, interferindo em mecanismos que levam a hipotensao,
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dilatacao dos bronquios, estimulacdo do peristaltismo intestinal e das
contragdes uterinas (durante o parto), aborto e contracepcdo. As suas
indicagdes terapéuticas nao estao ainda suficientemente esclarecidas, mas
prostaglandinas tém se mostrado eficiente no aumento na defesa e
protecao da mucosa gastrica contra injurias agudas produzidas por uma
variedade de agentes ulcerogénicos e necrosantes por mecanismos
diferentes da inibicdo da secrecao acida. Analogos sintéticos da
prostaglandina ja sdo utilizados no tratamento da ulcera gastrica.

O conceito de citoprotecao tem aumentado os conhecimentos
sobre os mecanismos envolvidos na protecio da mucosa gastrica,
englobando nado s6 a secrecdo de muco e bicarbonato como também
aspectos relacionados a proliferacao e renovacao celular e o fluxo
sanguineo microvascular. Além das prostaglandinas, outros agentes como
acidos graxos essenciais, sucralfato, antiacidos contendo aluminio e
extratos de conhecidas plantas chinesas (suflacone) tém-se revelado
importantes agentes protetores da mucosa gastrica contra injurias agudas.
Alguns desses agentes agem aumentando a liberacdo de prostaglandinas
e/ou inibindo a sua desativagéo, enquanto outros provavelmente agem por
mecanismos nao relacionados as prostaglandinas.

A principal vantagem das drogas citoprotetoras, como por
exemplo, o misoprostol, € o fato de interferirem muito pouco nos
parametros de secrecao gastrica, sobretudo no pH, agindo basicamente
por mecanismos fisiologicos. Estas drogas apresentam como principais
desvantagens, no entanto, a indesejavel acao abortiva, que exige controle
em sua comercializacdo, o fato de nao agirem em ulceras de leve e

moderada intensidade, e seu custo ser bastante elevado.
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Assim, faz-se necessaria a busca de novas drogas eficazes no
tratamento de disturbios do trato gastrintestinal, principalmente no
tratamento de ulceras, mais particularmente ainda no tratamento de
ulcera gastroduodenal, que atuem em todos os niveis de ulceracdo (leve,
moderadas e€/ou graves) e que apresentem menores efeitos colaterais.

Casearia  sylvestris  (popularmente conhecida como
guacatonga) € uma planta da familia Salicaceae (ex Flacourtiaceae)
originaria da América tropical que pode ser encontrada desde o México até
a Argentina. E conhecida dos técnicos no assunto por exercer um alto
poder cicatrizante e por apresentar significativa acao antiulcerogénica.

Estudos anteriores foram realizados através da utilizacao de
extratos obtidos da planta Casearia sylvestris. Estes estudos evidenciaram
propriedades vantajosas, em relacao as drogas classicas, dos ditos extratos
quando aplicados ao tratamento de ulceras induzidas por estresse.
(BASILE, A. C., SERTIE, J. A., PANIZZA, S., OSHIRO, T. T., AZZOLINI, C.A.
Pharmacological assay of Casearia sylvestris. 1 - Preventive antiulcer
activity and toxicity of the leaf extract. Journal of ethnopharmacology,
30:185-97, 1990; e SERTIE, J. A. A., CARVALHO, J. C. T., PANIZZA, S.
Antiulcer activity of the crude ektract from the leaves of Casearia
sylvestris. Pharmaceutical Biology, 38 (2):112-9, 2000).

O pedido de patente japonesa JP 1-149779 descreve novos
compostos terpénicos (compostos I, II, III e/ou suas combinacgoes)
extraidos de Casearia com atividade antiulcerogénica.

O pedido de patente brasileiro PI 0602094 refere-se a uma
composi¢ao medicamentosa homeopatica (dinamizada) e alopatica a base

de Casearia sylvestris e seu uso.
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Diante de todo o exposto a Depositante desenvolveu
formulagbes farmacéuticas a base de extratos, fracoes ativas e/ou novos
compostos isolados de Casearia sylvestris e seus usos.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 ilustra um grafico que exibe os cromatogramas das
substancias isoladas das folhas de C. sylvestris - Caracterizacao da pureza
no UV, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

A figura 2 mostra um grafico que exibe o espectro de
Ressonancia Magnética Nuclear de H de uma substancia isolada do
extrato etanolico das folhas de C. sylvestris, a casearina U, utilizado na
sua caracterizacao ou determinacao estrutural.

A figura 3 apresenta um grafico que exibe o espectro de
Ressonéancia Magnética Nuclear de 13C de uma substancia isolada do
extrato etandlico das folhas de C. sylvestris, a casearina U, utilizado na
sua caracterizacao ou determinacao estrutural.

A figura 4 revela um grafico que exibe o espectro de massas de
alta resolucao de uma substancia isolada do extrato etanélico das folhas
de C. sylvestris, a casearina U, utilizado na sua caracterizacao ou
determinacao estrutural.

A figura 5 ilustra um grafico que exibe o espectro de absorcao
no infravermelho de uma substancia isolada do extrato etandlico das
folhas de C. sylvestris, a casearina U, utilizado na sua caracterizagdo ou
determinacao estrutural.

A figura 6 ilustra um grafico que exibe o espectro de absorcéao
no ultravioleta de uma substéncia isolada do extrato etanélico das folhas
de C. sylvestris, a casearina U, utilizado na sua caracterizacio ou

determinacéao estrutural.
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DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a extratos, fracoes ativas e/ou
compostos isolados de Casearia sylvestris. Adicionalmente, o presente
pedido prové formulacdées farmacéuticas contendo os ditos ingredientes
ativos e suas aplicagoes como medicamentos indicados no tratamento de

disturbios do trato  gastrintestinal, preferencialmente, ulcera

gastroduodenal.

Em uma primeira realizacido o presente pedido de patente
prové extratos, fracoes ativas e /ou compostos isolados de Casearia
sylvestris. Particularmente, o pedido de patente refere-se aos seus
compostos isolados contidos nos extratos e/ou fracoes ativas.

Os extratos da presente invencao podem ser alcodlicos, tais
como, metandlico, etanodlico e/ou glicolico, hidro-alcodlico, cloroférmico,
diclometanico, acetato de etila, hexanico, etéreo, e/ou suas combinacoes,
preferencialmente, etandélico.

Os extratos secos padronizados do atual pedido de patente,
preferencialmente, os extratos I e II de Casearia sylvestris apresentam-se
sob a forma semi-sélida e de coloracao verde escura e contém de 5 a 40%
de principios ativos totais, preferencialmente, pelo menos 10% de
principios ativos totais.

As fragoes ativas do pedido referem-se a fracdao organica da
particao liquido-liquido dos extratos I ou Il entre solvente organico
(hexano, diclorometano, cloroférmio, éter e/ou acetato de etila) e agua ou
mistura alcool/agua, ou as fracoes obtidas por fracionamento dos extratos
I ou II por extracao em fase solida utilizando como adsorvente silica,
carvao ativo ou mistura destes, preferencialmente na proporc¢ao 1:1 (m/m),

utilizando como eluentes hexano, acetato de etila e alcool (metanol e/ou
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etanol) e/ou suas misturas, preferencialmente, a fracdo obtida com acetato
de etila.

Particularmente, as fracoes ativas padronizadas de Casearia
sylvestris apresentam-se sob a forma semi-sélida e de coloragao levemente
amarelada e devem conter de 10 a 80% de principios ativos totais,
preferencialmente, pelo menos 40% de principios ativos totais.

Os compostos isolados da presente invencao destinam-se aos

compostos de formula (I) estrutural geral, como segue:

onde:
Casearinas R1 R2 R3 R4 RS
A OMe OAc OAc OH OBu
B OMe OAc OAc OAc OBu
C OH OAc OAc OAc ODc
D OH OBu OAc OH OBu
E OH OEt OAc OH ODc
F OH OEt OAc OH OBu
G OMe OAc OAc H OBu
H OH ‘OAc OAc H OBu

I OH OAc OBu H OBu
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J OMe OBu OAc OH OBu
K OAc OAc OAc OH OBu
L OMe OBu OAc OAc OH

M OH OBu OBu OAc OH

N OMe OAc OBu OAc OBu
@) OMe OBu OAc OAc OBu
P OMe OAc OAc OAc OAc
Q OH OAc OAc OAc OBu
R = OAc OAc OH OBu
S OMe = OAc H OBu
T OMe OAc OAc OAc(B) OBu
8] OBu OBu OAc OH H .

Caseargrevina F OBu OAc OAc OH H

A presente invencao trata particularmente das casearinas B, U
e caseargrevina F e seus substituintes. Tais compostos isolados (B, U e
caseargrvina F) nao possuem substituintes na posigdo 7 e ainda
apresentam grupo éster na posi¢ao 2. Ainda, a casearina U apresenta
grupo butanoato na posigédo 18.

Em uma segunda realizacdo o presente pedido destina-se a
composicdes farmacéuticas contendo os ingredientes ativos presentes no
extrato, fracdes ativas e/ou compostos isolados obtidos de Casearia
sylvestris e veiculos farmaceuticamente aceitaveis.

As formulagdes/composi¢oes da presente invengao podem ser
administradas em formas de dosagem oral, tais como capsulas, pastilhas,
pilulas, pés, granulos, elixires, suspensodes, xaropes € emulsoes (cada uma
das quais incluindo formulacées de liberacdo programada ou retardada).

Também podem ser administrados de forma intravenosa (mistura ou
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infusao), subcutanea ou intramuscular. Ainda, podem ser administrados
isoladamente, mas também associados a um veiculo farmacéutico
selecionado com base na via de administracao e na pratica farmacéutica
padrao.

As formas de dosagem liquidas para administracao oral podem
conter corantes e aromatizantes para aumentar a aceitacao do paciente.
De forma geral, agua, um 6leo apropriado, solucao salina, dextrose aquosa
(glicose), solucoes de acguicar relacionadas e glicdis, tais como propileno
glicol ou polietileno glicéis, tampao fosfato, sdo veiculos apropriados em
formas de dosagem liquidas.

Particularmente, para administracao oral na forma de pastilha
ou capsula, por exemplo, o componente de droga ativa pode ser combinado
com um veiculo inerte farmaceuticamente aceitavel, tal como lactose,
amido, sacarose, glicose, metilcelulose, estearato de magnésio, fosfato
dicalcico, sulfato de calcio, manitol, sorbitol e similares. Ja para a
administracdo oral, em formas liquidas, os componentes de drogas orais
podem ser combinados com qualquer veiculo inerte oral, e
farmaceuticamente aceitavel, tal como etanol, glicerol, agua e similares.
Além disso, quando desejado e/ou necessario, aglutinantes, lubrificantes,
agentes desintegrantes e agentes corantes apropriados também podem ser
incorporados a mistura. Os aglutinantes apropriados incluem amido,
gelatina, acgucares naturais tais como glicose ou (-lactose, adogantes de
milho, gomas naturais e sintéticas tais como acacia, tragacanto ou
alginato de sédio, carboximetilcelulose, polietileno glicol, ceras e similares.
Os lubrificantes utilizados nessas formas de dosagem incluem oleato de
sodio, estearato de sodio, estearato de magnésio, benzoato de sddio,

acetato de sodio, cloreto de so6dio e similares. Os desintegrantes incluem,
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sem limitacdo, amido, metilcelulose, agar, bentonita, goma xantana e
similares.

Adicionalmente, as formulagoes da presente invencao também
podem ser administradas na forma de sistemas de fornecimento de
lipossomos e/ou acoplados a polimeros soluveis como veiculos de liberacao
de drogas.

De forma opcional, as formulacdes aqui apresentadas podem
conter ainda outros principios ativos dependendo do efeito desejado.
Particularmente, os extratos, fracoes ativas e/ou compostos isolados de
Casearia sylvestris podem ser combinado com antiinflamatorios, nesse
caso o efeito desejado é o de protecdo gastrica, uma vez que
antiinflamatorios agridem a mucosa gastrica e se usados por longo periodo
podem provocar ulcera.

As quantidades eficazes dos ingredientes ativos das
formulagcoes do presente pedido podem apresentar cerca de cerca 0,1 a
100 mg/kg, preferencialmente entre cerca de 10 a 50 mg/kg, mais
particularmente de 1 a cerca de 10 mg por quilo do paciente.

Formas de dosagem das composi¢coes apropriadas para
administragao contém cerca de 0,01 a 500 mg, mais particularmente de
cerca de 1 a 100 mg de ingrediente ativo por unidade. Ainda tais
composi¢oes farmacéuticas apresentam quantidades de cerca de 0,01 a
99% em peso, particularmente de cerca de 1 a 70% e mais particularmente
de cerca de 10 a 40% em peso, com base no peso total da composicao, a
qual pode ainda compreender também veiculos farmaceuticamente
aceitavel.

As formulag¢oes/composicoes da presente invencao podem ser

administradas em uma Unica dose diaria, ou a dosagem total diaria pode
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ser administrada em doses divididas em duas, trés, quatro vezes ou mais
por dia. Para determinados tratamentos € apropriado, no entanto,
aplicacao em dias alternados, de forma ciclica ou nao.

Em uma terceira realizacdo, o objeto da presente invencao
refere-se ao uso dos extratos, fracoes ativas e/ou compostos isolados
obtidos de Casearia sylvestris para a fabricacao de medicamentos para o
tratamento de disturbios gastrintestinais, particularmente ulceras, mais
particularmente ainda ulceras gastroduodenais. Em particular, as
formulagbes/composi¢des sao aplicadas no tratamento de distirbios
gastrintestinais como, por exemplo, disturbios da orofaringe, aftas, herpes
e mau halito, disturbios cujo tratamento ¢é favorecido pela acéo
cicatrizante, em particular atividade antiulcerogénica.

EXEMPLOS

PROCESSO DE OBTENCAO DE EXTRATO PADRONIZADO DE CASEARIA SYLVESTRIS

A metodologia aplicada para a producao industrial do extrato
de Casearia sylvestris, teve por objetivo estabelecer um método viavel de
operagao através das etapas (a) preparacao de matéria-prima, (b) pesagem
e moagem, (c) extracao com solvente e (d) eliminacao do solvente.

Particularmente, o processo de obtencdo do extrato bruto
realiza-se através da preparacdo da matéria-prima onde as folhas de
Casearia sylvestris foram coletadas e depois secas em estufas com
circulacaio de ar a temperatura de aproximadamente 30 a
aproximadamente 40°C. Seguida da pesagem e moagem do material
vegetal, por exemplo, folhas secas de Casearia sylvestris, que foram
pesadas e moidas em moinho elétrico do tipo desintegrador ou moinho
elétrico de facas. Na extracdo, as folhas secas e moidas de Casearia

sylvestris, sao extraidas com solventes que possuam diferentes
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polaridades, por exemplo, hexano, diclorometano, cloroféormio, acetato de
etila, metanol, preferencialmente, etanol. A extracao pode ainda ocorrer,
por exemplo, por percolacao, maceracao, turbo-extracao ou sonicacao em
banho de ultra-som, a frio, a quente e/ou com agitacao, preferencialmente
por maceracao a 40°C durante aproximadamente 48 horas e sob agitacao,
ou ainda por percolacdao durante aproximadamente 40 horas.

Especificamente, o presente pedido realizou a obtencdo de um
extrato I obtido pela realizacdo da extragao por maceracdo a 40°C e sob
agitacao mecanica durante aproximadamente 48 horas, e um extrato II
obtido pela realizacdo da extragao por percolagdo a temperatura ambiente
com fluxo de cerca de 5 mL/min por aproximadamente 48 horas.

Por fim, faz-se a eliminacdo do solvente realizada por
destilagédo sob pressao reduzida (cerca de 170 mbar), por exemplo, em um
evaporador rotativo, com banho de aquecimento a uma temperatura de
aproximadamente 40°C, resultando assim em um extrato etanoélico seco.

PROCESSO DE OBTENCAO EXTRATO POTENCIALIZADO MAIS PURIFICADO DE

CASEARIA SYLVESTRIS

A partir dos extratos secos padronizados de Casearia sylvestris
I e II, pode-se obter uma fracao ativa mais purificada, por meio de um
processo com as etapas (I) de extracao e separacao de fases para obtencao
da fracao ativa. Em especial, a extracdo realizou-se com o extrato seco em
estado semi-solido ocorrendo em seguida a extracao em fase sélida (EFS)
realizada preferencialmente em coluna de vidro ou de ago preenchida com
adsorvente, como, por exemplo, silica/carvao ativo na proporcao 1:1. Apds
aplicacdo da amostra, a eluicao foi realizada preferencialmente com

hexano/acetato de etila na proporgcao 95:05, acetato de etila e metanol.
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Recolheu-se 3 fracdes, sendo que a fragao ativa mais purificada (fracao
ativa) é fornecida pela fracao 2, eluida com acetato de etila.

PROCEDIMENTO I

OBTENCAO DE EXTRATO ETANOLICO SECO

Cerca de 20 Kg de folhas secas e moidas foram submetidas a
extracao por macerag¢ao sob agitagdo com etanol 96 GL (1:10 p/v), durante
aproximadamente 48 horas e a temperatura de 40°C. Apds a extracido o
material resultante foi filtrado, resultando em cerca de 200 L de extrato
etandlico liquido.

O extrato etanodlico liquido foi entdo destilado em um
evaporador rotativo. A pressao interna do evaporador foi ajustada para
cerca de 170 mbar de forma a possibilitar a ocorréncia da destilacdo do
solvente a uma temperatura do banho de aquecimento de
aproximadamente 40°C. Este processo resultou em um total em peso de
1,6 kg de um extrato etanélico seco.

PROCEDIMENTO II

OBTENCAO DE EXTRATO ETANOLICO SECO

Cerca de 20,0 Kg de folhas secas e moidas foram submetidas a
percolacao com etanol 96° GL, utilizando fluxo de cerca de 5 mL/min,
durante aproximadamente 96 horas e a temperatura ambiente.
Previamente a percolacdo o material vegetal foi intumescido com o solvente
extrator. ApOs a extracao, o material resultante foi filtrado, resultando em
cerca de 30,0 L de extrato etandlico liquido.

O extrato etandlico liquido foi entdao destilado em um
evaporador rotativo. A pressao interna do evaporador foi ajustada para
cerca de 170 mbar de forma a possibilitar a ocorréncia da destilacdo do

solvente a uma temperatura do banho de aquecimento de
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aproximadamente 40°C. Este processo resultou em um total em peso de
1,1 Kg de um extrato etanélico seco.

PROCEDIMENTO III

OBTENCAO DE EXTRATO HEXANICO SECO

Cerca de 20 Kg de folhas secas e moidas foram submetidas a
extracdo por maceragiao sob agitacdo com hexano (1:5 p/v), durante
aproximadamente 24 horas e a temperatura ambiente. Apos a extracdo, o
material resultante foi filtrado, resultando em cerca de 100 L de extrato
hexanico liquido.

O extrato hexanico liquido foi entdo destilado em um
evaporador rotativo. A pressdo interna do evaporador foi ajustada para
cerca de 330 mbar de forma a possibilitar a ocorréncia da destilacao do
solvente a uma temperatura do banho de aquecimento de
aproximadamente 40°C. Este processo resultou em um total em peso de
1,0 Kg de um extrato hexanico seco.

PROCESSO DE OBTENCAO DE SUBSTANCIAS ISOLADAS A PARTIR DA FRACAO ATIVA

DE CASEARIA SYLVESTRIS

A partir da fracado ativa, pode-se obter substancias isoladas,
por processo de separacdo de fases para obtencao de subfracoes mais
purificadas a partir da fracao ativa e separacao de fases para obtencao de
substancias isoladas a partir das subfracoes da fracéo ativa.

Em particular, a separagao de fases para obtencao de sub-
fragcbes mais purificadas a partir da fracao ativa ocorreu por meio de
cromatografia, particularmente por cromatografia em coluna (CC) da
Fracdo 2 obtida, utilizando coluna de vidro ou acgo preenchida com
adsorvente, como por exemplo silica. A eluicdo da fracdo 2 foi feita,

preferencialmente, no modo gradiente, em etapas, utilizando
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hexano/acetato de etila/isopropanol e acetato de etila/metanol em
diferentes proporcoes. Ainda, foram utilizadas na eluicao hexano/acetato

de etila/isopropanol nas proporgoes 85:14:01, 78:20,5:1,5, 76:22,4:1,6,

.73:25,2:1,8, 68:29,9:2,1 e 60:37,2:2,8, acetato de etila/metanol na

proporcao 1:1. Recolheu-se 46 subfracdes, sendo que as substancias
ativas podem ser isoladas das subfragoes 2 a 41, mais particularmente das
subfracoes 8 a 37.

Paralelamente, realizou-se também uma separacdao de fases
para obtencao de substancias isoladas a partir das subfragdes da fracao
ativa por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa
(CLAEprep) das subfracoes 2 a 41 obtidas. A eluicdo foi realizada em
cromatografo liquido acoplado a detector no UV e equipado com coluna de
aco inox com dimensoes variaveis, como por exemplo, de 25 cm de
comprimento x 50 mm de didmetro interno, preenchida com adsorvente,
como, por exemplo, silica de fase ligada octadecilsilano ou octilsilano ou
fenil-hexil. Também foram utilizadas na eluicdio em modo isocratico
metanol/agua em proporg¢oes variando de 40 a 90% de metanol em agua,
mais particularmente de 50 a 85%. A vazao da fase mével e o comprimento
de onda de deteccao utilizada situam-se preferencialmente na faixa de 1 a
150 mL/min e de 225 a 250 nm, respectivamente.

PROCEDIMENTO IV

OBTENCAO DA FRACAO ATIVA

Promoveu-se a extracdo em fase sélida (EFS) de 250 g do
extrato etanélico seco, obtido no Exemplo 1, em coluna de vidro com
dimensodes do leito cromatografico de 20 cm de comprimento x 19 cm de
didametro interno, preenchida com silica gel (particulas de

aproximadamente 60-200 pm de diametro) e carvao ativo na proporcao de
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1:1, totalizando 2.600 g de fase estacionaria. Apos aplicacao da amostra,
foi realizada a eluicao da fracdo 1 com hexano/acetato de etila na
proporcao de 95:05, da fracao 2 com acetato de etila e da fracao 3 com
metanol. O volume de cada eluente foi de 12 L. A extra{:éo do
procedimento IV resultou em cerca de 65 g da fracao 2 ou fragao ativa A.

PROCEDIMENTO V

OBTENCAO DA FRACAO ATIVA

Promoveu-se a extracdo em fase sélida (EFS) de 100 g do
extrato hexanico seco, obtido no Exemplo 3, em coluna de vidro com
dimensodes do leito cromatografico de 10 cm de altura x 14 cm de diametro
interno, preenchida com silica gel (particulas de aproximadamente 40-63
pm de diametro). Apos aplicacao da amostra, foi realizada a eluicdo da
fracao 1 com diclorometano, da fracdo 2 com diclorometano/metanol na
proporcao 9:1 e da fracao 3 metanol. O volume de cada eluente foi de 2,3 L
A extracao do procedimento V resultou em um total em peso de 30,0 g da
fracao 2 ou fracao ativa B.

CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Utilizando-se a metodologia apresentada foi possivel isolar as
substancias responsaveis pela atividade antiulcerogénica de Casearia
sylvestris, chamadas de casearinas. A seguir sao descritas as estruturas
quimicas representativas deste grupo de substancias, seus dados
espectrométricos € outras informacdes pertinentes. A Figura 1 exibe
cromatogramas das casearinas B, U e V, que ilustram a pureza no UV
obtida para as substancias isoladas, que foi de 95 a 99%. As Figuras 2 a 6
exibem espectros de RMN de !H e 13C, de massas, no IV € no UV,
respectivamente, utilizados na determinacéo estrutural de uma substancia

representativa dos principios ativos, a casearina U.
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CASEARINA B

C31H44010 (massa molecular calculada 576,2934), o p6 branco
(250,0 - mg). HRTOF-ESIMS m/z §599,2853 [M+Na]* (calculado para
C31H44O10Na*, 599,2826), 615,2580 [M+K]* (calculado para C31H44O10K*,
615,2566). UV Amax nm (MeOH, c 0,024) 234. IV vmax cm1 2975, 2940,
2886, 2826, 1751, 1457, 1374, 1227, 1172, 1076, 1023 (KBr). RMN de 'H
(500 MHz, piridina-d95): 8 2,01-2,05 m (H-1); 3,93 t J= 4,0 Hz (H-2); 6,36 dI
J

4,0 Hz (H-3); 5,62 d J= 10,5 Hz (H-6); 5,57 t J= 10,5 Hz (H-7); 2,72 dd

T

= 13,5 e 3,0 Hz (H-10); 1,93 dl J= 16,0 Hz (H-114); 2,65 dd J= 16,0 € 9,0
Hz (H-11y); 5,48 dl J= 9,0 Hz (H-12); 6,68 dd J= 17,0 e 11,0 Hz (H-14);
5,11 d J= 11,0 Hz (H-154); 5,22 d J= 17,0 Hz (H-15); 1,73 sl (H-16); 0,96 d
J= 6,5 Hz (H-17); 6,84 t J= 1,7 Hz (H-18); 7,12 s (H-19); 0,94 s (H-20); 3,34
s (OMg); 2,08 s; 2,05 s; 1,88 s (3 x OAc); 2,35 m; 1,65 m; 0,89 t J= 7,5 Hz
(OBu). RMN de 13C (125 MHz, piridina-d5): § 26,4 (C-1); 73,0 (C-2); 126,5
(C-3);.141,5 (C-4); 53,7 (C-5); 74,9 (C-6); 73,4 (C-7); 41,5 (C-8); 40,0 (C-9);
37,6 (C-10); 30,9 (C-11); 127,0 (C-12); 134,5 (C-13); 134,2 (C-14); 115,0
(C-15); 20,4 (C-16); 11,4 (C-17); 95,9 (C-18); 98,3 (C-19); 25,8 (C-20); 57,1
(OMe); 170,8; 170,5; 169,6; 21,6; 21,3 (x2) (3 x OAc); 173,1; 36,5; 19,0;
14,1 (OBu).

CASEARINA D:

C30H4409 (massa molecular calculada 548,2980), p6 branco
(83,5 mg). HRTOF-ESIMS m/z 571,2875 [M+Na]* (calculado para’
C30H4408Na*, 571,2878). [a]p= +41,6° (MeOH, c 1,0). UV Amax nm (MeOH)
235. RMN de 'H (500 MHz, piridina-d5): & 2,20 dd J= 13,5 e 5,0 Hz (H-1);
4,73 sl (H-2); 6,48 d J= 3,5 Hz (H-3); 4,27 d J= 11,0 Hz (H-6); 5,65 t J=
11,0 Hz (H-7); 2,99 dd J= 13,5 e 3,5 Hz (H-10); 2,01 m (H-114); 2,69 dd J=
16,0 e 8,0 Hz (H-11y); 5,52 dl J= 8,0 Hz (H-12); 6,68 dd J= 17,0 ¢ 11,0 Hz
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(H-14); 5,11 d J= 11,0 Hz (H-154); 5,22 d J= 17,0 Hz (H-15p); 1,73 s (H-16);
1,03 d J= 6,5 Hz (H-17); 7,43 t J= 1,5 Hz (H-18); 7,24 s (H-19); 0,97 s (H-
20); 1,85 s (OAc¢); 2,32 m; 2,39 m; 1,58 m; 1,70 m; 0,83 t J= 7,5 Hz; 0,91 ¢
J= 7,5 Hz (2 x OBu). RMN de 13C (125 MHz, piridina-d5): é 31,1 (C-1); 63,7
(C-2); 127,5 (C-3); 142,6 (C-4); 55,0 (C-5); 74,8 (C-6); 76,5 (C-7); 41,8 (C-
8); 40,1 (C-9); 36,6 (C-10); 31,0 (C-11); 127,8 (C-12); 134,3 (C-13); 134,0
(C-14); 114,7 (C-15); 20,5 (C-16); 11,8 (C-17); 97,3 (C-18); 99,3 (C-19);
26,1 (C-20); 169,7; 21,8 (OAc); 173,7; 173,5; 36,8; 36,7; 19,1; 18,9; 14,1;
13,9 (2 x OBu).
CASEARINA H

P6 branco (31,9 mg). HRTOF-ESIMS m/z 527,2612 [M+Na]*
(calculado para CzoH44OgNa*, 527,2615). [a]p= +62,8° (MeOH). UV Amax nm
(MeOH) 235. RMN de 1H (500 MHz, piridina-dS): & 2,22 m (H-1); 4,70 sl (H-
2); 6,38 d J= 4,0 Hz (H-3); 1,67 m (H-6.); 2,28 dd J= 14,0 ¢ 5,0 Hz (H-6y);
5,18.dd J= 11,5 e 5,0 Hz (H-7); 1,90 m (H-8); 2,78 dd J= 13,5 e 3,0 Hz (H-
10); 1,90 m (H-11a4); 2,60 dd J= 16,0 e 8,5 Hz (H-11v); 5,52 dl J= 8,5 Hz (H-
12); 6,75 dd J= 17,5 e 11,0 Hz (H-14); 5,14 d J= 11,0 Hz (H-154); 5,24 d J=
17,5 Hz (H-15y); 1,72 s (H-16); 0,96 d J= 6,5 Hz (H-17); 7,06 t J= 2,0 Hz
(H-18); 6,93 s (H-19); 0,98 s (H-20); 1,85 s (OAc); 2,41 m; 1,70 m; 0,94 t J=
7,5 Hz (OBu). RMN de 13C (125 MHz, piridina-d5): 8 30,2 (C-1); 63,7 (C-2);

127,3 (C-3); 142,4 (C-4); 50,5 (C-5); 35,1 (C-6); 72,4 (C-7); 41,5 (C-8); 40,3

(C-9); 34,5 (C-10); 31,1 (C-11); 127,4 (C-12); 134,2 (C-13); 134,4 (C-14);
114,7 (C-15); 20,5 (C-16); 11,2 (C-17); 95,5 (C-18); 99,9 (C-19); 26,2 (C-
20); 170,8; 169,8; 21,4; 21,3 (2 x OAc); 173,2; 36,8; 19,2; 14,1 (2 x OBu).
CASEARINA G
C20H420s8 (massa molecular calculada 518,2880), 6leo incolor

(30,9 mg). UV Amax nm (MeOH 75%, ¢ 0,02) 235. RMN de 'H (200 MHz,
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CDCla3): 8 3,85 sl (H-2); 5,98 d J= 4,1 Hz (H-3); 4,90 dt J= 12,0 e¢ 5,0 Hz (H-
7); 2,20 m (H-10); 2,50 dd J= 17,0 e 8,0 Hz (H-11); 5,30 m (H-12); 6,63 m
(H-14); 5,10 m (H-15,); 5,18 d J= 18,0 Hz (H-15y); 1,79 sl (H-16); 0,87 m
(H-17); 6,66 t J= 1,6 Hz (H-18); 6,40 s (H-19); 0,90 s (H-20); 3,43 s (OMe);
2,06 s; 1,98 s (2 x OAc); 0,92 m (OBu). RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): &
24,4 (C-1); 72,6 (C-2); 122,6 (C-3); 144,2 (C-4); 49,6 (C-5); 34,1 (C-6); 71,3
(C-7); 40,9 (C-8); 39,4 (C-9); 33,8 (C-10); 30,2 (C-11); 125,8 (C-12); 133,6
(C-13); 133,4 (C-14); 114,3 (C-15); 20,2 (C-16); 10,7 (C-17); 94,4 (C-18);
99,0 (C-19); 25,7 (C-20); 56,9 (OMe); 170,4; 169,3; 21,2 (x2) (2 x OAc);
172,7; 36,3; 18,5; 13,7 (OBu).
CASEARINA L

C29H4209 (massa molecular calculada 534,2829), o6leo incolor
(43,0 mg). UV Amax nm (MeOH, ¢ 0,02) 234. RMN de 'H (500 MHz, piridina-
d5): 8 5,21 m (H-2); 5,94 dl J= 4,0 Hz (H-3); 3,72 dd J= 12,0 € 4,0 Hz (H-6);
2,30 m (H-10);-1;65-dd J= 15,0 e 7,5 -Hz-{H-11); 5,39 m (H-12); 6,56-dd J=
17,0 e 11,0 Hz (H-14); 5,05 d J= 11,0 Hz (H-15,); 5,13 d J= 17,0 Hz (H-
15v); 1,75 s (H-16); 0,87 d J= 7,0 Hz (H-17); 6,45 s (H-18); 6,67 tJ= 1,5 Hz
(H-19); 0,72 s (H-20); 2,03 s; 1,94 s (2 x OAc); 0,94 t J= 7,5 Hz; 1,7 m; 2,31
m (OBu). RMN de 13C (125 MHz, piridina-d5): 8 26,3 (C-1); 73,0 (C-2);
123,8 (C-3); 144,1 (C-4); 54,7 (C-5); 74,5 (C-6); 76,1 (C-7); 41,5 (C-8); 39,8
(C-9); 36,7 (C-10); 30,7 (C-11); 127,3 (C-12); 134,0 (C-13); 133,9 (C-14);
114,5 (C-15); 20,5 (C-16); 11,5 (C-17); 97,0 (C-18); 98,8 (C-19); 25,7 (C-
20); 56,7 (OMe); 170,6; 169,5; 21,5; 21,2 (2 x OAc); 173,4; 36,5; 18,9; 13,8
(OBu).

CASEARINA O
Ca3HagO10 (massa molecular calculada 604,3247), 6leo incolor

(128,5 mg). HRTOF-ESIMS m/z 627,3161 [M+Na]* (calculado para
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Ca3HagO10Na*, 627,3139), 643,2918 [M+K]* (calculado para Csz3HasO10K",
643,2879). UV Amax nm (MeOH, c¢ 0,02) 233. RMN de 'H (500 MHz,
piridina-dS): 8 0,99 m (H-1); 3,96 m (H-2); 6,38 d J= 3,5 Hz (H-3); 5,65 d J=
10,5 Hz (H-6); 5,62 dd J= 21,5 e 10,5 Hz (H-7); 2,04 m (H-114); 2,68 dd J=
16,0 € 9,0 Hz (H-11y); 5,51 dl J= 9,0 Hz (H-12); 6,70 dd J= 17,0 € 11,0 Hz
(H-14); 5,13 d J= 11,0 Hz (H-154); 5,24 d J= 17,0 Hz (H-15y); 1,76 s (H-16);
6,92 s (H-18); 7,16 s (H-19); 0,96 s (H-20); 3,36 s (OMe); 2,11 s; 1,94 s (2 x
OAc); 0,91 t J= 7,0 Hz; 0,85 t J= 7,0 Hz; 1,66 m; 1,60 m; 2,38 m; 2,36 t J=
7,0 Hz (2 x OBu). RMN de 13C (125 MHz, piridina-d5): 8 26,4 (C-1); 72,9 (C-
2); 126,4 (C-3); 144,7 (C-4); 53,8 (C-5); 74,9 (C-6); 73,4 (C-7); 41,5 (C-8);
40,0 (C-9); 37,6 (C-10); 30,9 (C-11); 126,9 (C-12); 134,5 (C-13); 134,2 (C-
14); 115,0 (C-15); 20,4 (C-16); 11,4 (C-17); 95,7 (C-18); 98,4 (C-19); 25,8
(C-20); 57,0 (OMe); 170,5; 169,5; 21,7; 21,3 (2 x OAc); 173,3; 173,1; 36,6;
36,5; 19,0; 18,8; 14,1; 13,8 (2 x OBu).
CASEARINA U

C30H440s8 (massa molecular calculada 532,3036), p6 branco
(650,0 mg). HRTOF-ESIMS m/z 555,2931 [M+Na]* (calculado para
C30H4408Na*, 555,2928), 571,2659 [M+K]* (calculado para C3oH44OsK",
571,2668). [a]p= +54,3° (MeOH, c 1,0). UV Amaxnm (MeOH, ¢ 0,019) 235. IV
vmax cm-1 3490, 2967, 2936, 2887, 1752, 1461, 1374, 1225, 1173 (KBr).
RMN de !H (500 MHz, piridina-dS5): & 2,06 m (H-1a); 2,12 m (H-1y); 5,71 ¢t
J= 4,5 Hz (H-2); 6,32 dl J= 4,5 Hz (H-3); 4,16 dd J= 11,0 e 5,0 Hz (H-6);
1,86-1,94 m (H-7); 2,74 dd J= 13,5 e 3,5 Hz (H-10); 1,91 m (H-11a); 2,47
dd J= 16,0 e 9,0 Hz (H-11y); 5,62 dl J= 9,0 Hz (H-12); 6,79 dd J= 17,0 ¢
11,0 Hz (H-14); 5,11 d J= 11,0 Hz (H-154); 5,24 d J= 17,0 Hz (H-15p); 1,82
sl (H-16); 0,86 d J= 7,5 Hz (H-17); 7,43 t J= 1,5 Hz (H-18); 7,14 s (H-19);
0,85 s (H-20); 2,03 s (OAc); 2,30 m; 2,18 m; 1,59 m (x2); 0,87 t J= 7,4 Hz;
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0,82 t J= 7,5 Hz (2 x OBu). RMN de 13C (125 MHz, piridina-d5): 8 27,6 (C-
1); 67,4 (C-2); 121,6 (C-3); 147,8 (C-4); 54,8 (C-5); 72,9 (C-6); 38,1 (C-7);
37,0 (C-8); 38,6 (C-9); 37,7 (C-10); 30,0 (C-11); 128,4 (C-12); 134,0 (C-13);
134,4 (C-14); 114,6 (C-15); 20,7.(C-16); 16,1 (C-17); 97,3 (C-18); 99,2 (C-
19); 25,5 (C-20); 170,0; 22,0 (OAc); 173,4; 173,3; 36,7 (x2); 19,2; 18,9;
14,0; 13,8 (2 x OBu).

CASEARGREVINA F

C28H400g (massa molecular calculada 504, 2723), p6é branco
(850,0 mg). HRTOF-ESIMS m/z 527,2619 [M+Na]* (calculado para
Ca2sHa0OsNa*, 527,2615), 543,2362 [M+K]* (calculado para C2sH4oOgK*,
543,23595). [a|p= +55,1° (MeOH, c 1,0). UV Amaxnm (MeOH, ¢ 0,018) 235. IV
vmax cm! 3460, 2967, 2930, 2878, 1738, 1376, 1230, 1175 (KBr). RMN de
1H (500 MHz, piridina-d5): & 2,05 m (H-1a); 2,11 m (H-1v); 5,73 t J= 4,0 Hz
(H-2); 6,31 dl J= 4,0 Hz (H-3); 4,15 dd J= 11,0 e 5,0 Hz (H-6); 1,88-1,94 m
(H-7); 2,72 dd J= 13,5 e 3,5 Hz (H-10); 1,86-1,90 m (H-11a.); 2,46 dd J=
16,0 € 9,0 Hz (H-11v); 5,63 dl J= 9,0 Hz (H-12); 6,78 dd J= 17,0 € 11,0 Hz
(H-14); 5,11 d J= 11,0 Hz (H-154); 5,23 d J= 17,0 Hz (H-15y); 1,81 sl (H-
16); 0,85 d J= 6,0 Hz (H-17); 7,41 t J= 1,5 Hz (H-18); 7,14 s (H-19); 0,85 s
(H-20); 2,00 s (x2) (2 x OAc); 2,18 m; 1,60 m; 0,86 t J= 7,0 Hz (OBu). RMN
de 13C (125 MHz, piridina-d5): 8 27,4 (C-1); 67,0 (C-2); 121,3 (C-3); 147,4
(C-4); 54,5 (C-5); 72,5 (C-6); 37,8 (C-7); 37,4 (C-8); 38,3 (C-9); 36,7 (C-10);
29,7 (C-11); 128,1 (C-12); 133,7 (C-13); 134,1 (C-14); 114,3 (C-15); 20,4
(C-16); 15,8 (C-17); 97,1 (C-18); 98,8 (C-19); 25,2 (C-20); 170,5; 169,8;
21,7; 21,1 (2 x OAc); 173,0; 36,4; 18,9; 13,7 (OBu).

A seguir a estrutura quimica fundamental das casearinas,

onde todos os substituintes sdo oxigenados:
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Os grupos substituintes R! a R> das casearinas B, D, H, G, L,
O, U e caseargrevina F, relativos a estrutura quimica fundamental das

casearinas, sendo *OMe: metoxila; **OBu: butanoato e ***OAc: acetato.

TABELA 1

Casearinas | R1 | R2 R3 R% RS
B OMe* OAc*** OAc OAc OBu
D OH OBu OAc | OH OBu
H OH OAc OAc H OBu
G OMe OAc OAc H OBu
L OMe OBu OAc OAc OH
o OMe . OBu OAc OAc OBu
U OBu** OBu OAc OH H
v OBu OAc OAc OH H

PROCEDIMENTO 6

OBTENCAO DE SUBSTANCIAS PURAS A PARTIR DA FRACAO ATIVA DE CASEARIA

SYLVESTRIS
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Parte da fragao 2 ou fracao ativa A do procedimento 4 (13,5 g)
foi submetida a cromatografia em coluna de fase normal, em coluna de
vidro (20 cm de altura x 7,5 cm de diametro interno), preenchida com 470
g de silica gel (particulas de aproximadamente 35-70 pm de diametro).
Apés aplicacao da amostra, foi realizada a eluicdo no modo gradiente, em
etapas, utilizando hexano/acetato de etila/isopropanol nas proporcoes
85:14:01 (sub-fracoes coletadas:1-3), 78:20,5:1,5 (sub-fragoes coletadas:
4-12), 76:22,4:1,6 (sub-fracdes coletadas: 13-20), 73:25,2:1,8 (sub-fragoes
coletadas: 21-28),.68:29,9:2,1 (sub-fracoes coletadas: 29-37), 60:37,2:2,7
(sub-fracdes coletadas: 38-45) e acetato de etila/metanol na proporcao de
1:1 (sub-fracao coletada: 46). O volume de cada eluente foi de
aproximadamente 1,8 L.

As sub-fracoes 8 e 9 (1,3 g) obtidas através do procedimento
acima foram submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia
preparativa, utilizando-se coluna de ago inox com dimensoes de 25 cm de
comprimento por 21,2 mm de didmetro interno preenchida com particulas
de silica de fase ligada tipo octadecilsilano com diametro de cerca de 10
pm. A eluicdo foi realizada no modo isocratico com metanol/agua na
proporcao 73:27, num fluxo de 15 mL/min, durante 60 minutos, com
leitura em comprimento de onda igual a 245 nm. A casearina U (650,0 mg)
foi obtida com pureza no UV igual a 97% através deste procedimento —
cromatograma na figura 1.

As sub-fragcbes 15 a 19 (2,7 g) foram submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa utilizando-se coluna de
aco inox com dimensdes de 25 cm de comprimento por 50,0 mm de
didametro interno preenchida com particulas de silica de fase ligada tipo

octadecilsilano com didmetro de cerca de 12 pm. A eluicao foi realizada no
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modo isocratico com metanol/agua na proporcao 75:25, num fluxo de 80
mL/min (modo reciclante), durante 60 minutos, com leituras em
comprimentos de onda iguais a 235 e 245 nm, simultaneamente. As
casearinas B (250,0 mg) e V (850,0 mg) foram ambas obtidas com pureza
no UV igual a 96% através deste procedimento — cromatogramas na figura
1.

PROCEDIMENTO 7

OBTENCAO DE SUBSTANCIAS ISOLADAS A PARTIR DA FRACAO ATIVA DE CASEARIA

SYLVESTRIS

Parte da fracao ativa B do procedimento 5 (13,5 g) foi
submetida a separacao por cromatografia em coluna de fase normal, em
coluna de vidro fechada (30 cm de altura x 4 cm de didmetro interno),
preenchida com silica gel (particulas de aproximadamente 40-63 pm de
diametro). Ap6s a aplicacao da amostra, a eluicao foi realizada sob pressao
no modo gradiente, em etapas, utilizando hexano/acetato de etila nas
proporc¢oes de 80:20, 60:40, 40:60, acetato de etila e metanol. O volume de
cada eluente foi de aproximadamente 0,9 L. foram recolhidas 90 sub-
fracoes de 50 mL cada.

As sub-fracdées 32 a 42 reunidas (2,6 g) foram submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa, utilizando-se coluna de
aco inox com dimensdes de 25 cm de comprimento por 21,2 mm de
diametro interno preenchida com particulas de silica de fase ligada tipo
octadecilsilano com diametro de cerca de 12 pm. A eluigao foi realizada no
modo isocratico com metanol/agua na propor¢ao 75:25, num fluxo de 10
mL/min, durante 50 minutos, com leitura em comprimento de onda igual
a 235 nm. As casearinas B (86,2 mg), U (131,5 mg) e G (30,9 mg) foram

obtidas com pureza no UV acima de 95% através deste procedimento.
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RESULTADOS

TESTE COMPARATIVO 1

Foram realizados testes comparativos entre os diferentes graus
de pureza do composto ativo Casearina U na dose de 5,75 mg/kg (Tabela
1).

O presente teste comparativo comprovou que o composto em
diferentes graus de pureza apresentou atividade citoprotetora reduzindo
em 100% a area de lesao gastrica.

A Tabela 2 abaixo exibe o efeito da administracao oral do
composto ativo Casearina U em diferentes graus de pureza na inducgao de

ulcera por etanol.

TABELA 2
Amostras - Dose/kg Area de lesio(mm?)
Controle (Agar 1% + Tween-80 8%) 4,0 mL 216
Casearina U (pureza igual a 80%) 5,75 mg ZERO
Casearina U (pureza igual a 97%) 5,75 mg ZERO
Casearina U (pureza igual a 98%) 5,75 mg ZERO

TESTE COMPARATIVO 2

Realizou-se um teste comparativo entre o composto ativo
Casearina U (98% de pureza) no modelo experimental de indugao de ulcera
por etanol e o mesmo composto em modelo experimental de inducao de
ulcera por etanol potencializado com L-NAME (Tabela 3).

O presente teste comparativo comprovou que o0 composto
apresenta atividade citoprotetora reduzindo em 100% a area de lesao

gastrica nos dois modelos de inducao.
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A Tabela 3 abaixo exibe o efeito da administracdo oral do
éomposto ativo Casearina U (98% de pureza) na inducao de ulcera por

etanol potencializado com L-NAME.

TABELA 3
EtOH EtOH + L-NAME
Amostras Dose/kg Area de Area de

lesao(mm?) lesao(mm?)

Controle (Agar 1% + Tween-

: 4,0 mL 205 235
80 8%)

Casearina U (pureza igual a

2,56 mg ZERO ZERO
98%)
S TESTE COMPARATIVO 3

Realizaram-se estudos comparativos entre os compostos ativos
(95% de pureza) casearina O, casearina B e caseasrgrevina F da presente
invencao, objetivando-se avaliar a atividade citoprotetora destes (Tabela 4).
A Tabela 4 abaixo exibe o efeito da administracao oral de

10 diferentes Casearinas (95% de pureza) na inducao de ulcera por etanol.

TABELA 4
Amostras Dose/kg Area de lesdo(mm?)
Controle (Agar 1% + Tween-80 8%) 4,0 mL 216
Casearina O (pureza igual a 95%) 5,75 mg ZERO
Casearina B (pureza igual a 95%) 5,75 mg ZERO
Caseargrevina F (pureza igual a 95%) 5,75 mg ZERO

TESTE COMPARATIVO 4
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Foram realizados testes comparativos do composto ativo
casearina U (97% de pureza) nas doses de 5,75, 3,83, 2,56, 2,23 ¢ 1,94
mg/kg (Tabela 5).

O presente teste comparativo comprovou que o composto na
dose de 1,94 mg/kg apresenta atividade citoprotetora reduzindo em 100%
a area de leséo gastrica.

A Tabela S abaixo exibe o efeito da administracdao oral do

composto ativo casearina U em diferentes doses na indugao de ulcera por

etanol.
TABELA §
Amostras Dose/kg Area de lesdo(mm?)
Controle (Agar 1% + Tween-80 8%) 4,0 mL 212
Casearina U (pureza igual a 97%) 5,75 mg ZERO
Casearina U (pureza igual a 97%) 3,83 mg ZERO
Casearina U (pureza igual a 97%) 2,56 mg ZERO
Casearina U (pureza igual a 97%) 2,23 mg ZERO
Casearina U (pureza igual a 97%) 1,94 mg ZERO

TESTE COMPARATIVO 5

Foram realizados testes comparativos entre diferentes doses do
composto ativo casearina U (pureza 97%) (Tabela 6) administrados pela via
oral em ratos saudaveis.

O presente teste comparativo comprovou que o composto em
diferentes doses nao apresenta toxicidade oral aguda.

A Tabela 6 abaixo exibe o efeito da administracao oral do
composto ativo casearina U em ratos saudaveis.

TABELA 6
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Amostras Dose/kg Toxicidade

Controle (Agar 1% + Tween-80 8%) 4,0 mL = ---—---
Casearina U (pureza igual a 97%) 30,0 mg = ------
Casearina U (pureza igual a 97%) 65,0 mg  ------
Casearina U (pureza igual a 97%) 172,0 mg = ------

Por fim, conclui-se que as drogas antiulcerogénicas
desenvolvidas pela presente invencao apresentam acgado citoprotetora e
apresentam baixo custo. Além disso, as drogas antiulcerogénicas da
presente invencdo nao apresentam toxicidade oral aguda em doses de até
85 vezes a menor dose administrada que ainda reduz as lesées em 100%.

Por seletividade, da forma como aplicada no presente pedido,
entende-se o fato de nao apresentar acao abortiva, ao contrario do

observado com as drogas citoprotetoras até hoje conhecidas.
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REIVINDICACOES

1. EXTRATOS, caracterizado pelo fato de compreender sua
obtencao a partir de Casearia sylvestris.

2. EXTRATOS, de acordo com a reivindicagcao 1,
caracterizado pelo fato dos extratos compreenderem extratos metandlico,
etanolico e/ou glicolico, hidro-alcodlico, cloroformico, diclometanico,
acetato de etila, hexanico, etéreo, e/ou suas combinacgoes,
preferencialmente, etandlico

3. EXTRATOS, de acordo com as reivindicacoes 1 e 2,
caracterizado pelo fato dos extratos compreenderem particularmente
extratos secos.

4. EXTRATOS, de acordo com as reivindicacoes 1 a 3,
caracterizado pelo fato dos extratos compreenderem quantidades de
ingredientes ativos de cerca de 5 a 40% de principios ativos totais,
preferencialmente, pelo menos 10% de principios ativos totais.

S. FRACOES ATIVAS, de acordo com as reivindicagdes 1 a
4, caracterizado pelo fato das fragcoes compreenderem fragcao organica da
partigao liquido-liquido e/ou por extracao em fase soélida.

0. FRACOES ATIVAS, de acordo com as reivindicagoes 1 a
5, caracterizado pelo fato da particao liquido-liquido compreender
solventes organicos, tais como, hexano, diclorometano, cloroférmio, éter
e/ou acetato de etila e agua e/ou mistura alcool/agua.

7. FRACOES ATIVAS, de acordo com as reivindicagoes 1 a
6, caracterizado pelo fato da extracdo em fase sélida compreender como
adsorvente silica, carvao ativo e/ou suas combinacoes.

8. FRACOES ATIVAS, de acordo com as reivindicagdes 1 a

7, caracterizado pelo fato das fracdes ativas compreenderem quantidades
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de ingredientes ativos de cerca de 10 a 80% de principios ativos totais,
preferencialmente, pelo menos 40% de principios ativos totais.

0, COMPOSTOS ISOLADOS, de acordo com as
reivindicacbes 1 a 8, caracterizado pelo fato dos compostos isolados

compreenderem a formula estrutural (I) geral:

© N IIBRELNES

onde:
R1 é OMe (metoxila) ou OH (hidroxila);
R2 é OAc (acetato), OBu (butanoato) ou OEt (etanoato);
R3 é OAc (acetato);
R4 & OH (hidroxila), OAc (acetato) ou H (hidrogénio); €
R5 é OBu (butanoato) ou ODc.

10. COMPOSTOS ISOLADOS, de acordo com a reivindica¢ao
9, caracterizado pelo fato dos compostos isolados compreenderem
particularmente as casearinas B, U e caseargrevina F e seus similares.

11. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicacdes 1 a 10, caracterizada pelo fato de compreender ingredientes
ativos das fracdes ativas e/ou compostos isolados obtidos de Casearia

sylvestris e veiculos farmaceuticamente aceitaveis.
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12. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicacdo 11, caracterizada pelo fato de compreender formas de
dosagem oral, tais como capsulas, pastilhas, pilulas, pés, granulos,
elixires, suspensoes, xaropes e emulsoes.

13. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicacdo 12, caracterizada pelo fato das formas das dosagens
compreenderem ainda liberagées programadas e/ou retardadas.

14. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com a
reivindicacao 11, caracterizada pelo fato de compreender opcionalmente na
forma intravenosa, como mistura e/ou infusao, subcutidnea ou
intramuscular.

15. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicacoes 11 a 14, caracterizada pelo fato das formulacoes ainda
compreenderem sistemas de liberacdo, tais como, lipossomos e/ou
acoplados a polimeros soluveis.

16. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicacoes 11 a 15, caracterizada pelo fato das formulacoes
compreenderem combinag¢ées com outros ingredientes ativos, em
particular, antiinflamatorios.

17. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicagées 11 a 16, caracterizada pelo fato das formulacoes
compreenderem quantidades eficazes dos ingredientes ativos de cerca 0,1
a 100 mg/kg, preferencialmente entre cerca de 10 a 50 mg/kg, mais
particularmente de 1 a cerca de 10 mg por quilo do paciente.

18. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicacoes 11 a 17, caracterizada pelo fato das formulagdes ainda

compreenderem quantidades eficazes dos ingredientes ativos de cerca de
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0,01 a 500 mg, mais particularmente de cerca de 1 a 100 mg de
ingrediente ativo por unidade.

19. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicacdes 11 a 18, caracterizada pelo fato das formulagbes ainda
compreenderem quantidades eficazes dos ingredientes ativos de cerca de
0,01 a 99% em peso, particularmente de cerca de 1 a 70% e mais
particularmente de cerca de 10 a 40% em peso, com base no peso total da
composicao.

20. FORMULACAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicacoes 11 a 19, caracterizada pelo fato das formulagoes ainda
compreenderem formulagoes em dose Unica e/ou divididas.

21. USO DOS EXTRATOS, FRACOES ATIVAS E/OU
COMPOSTOS ISOLADOS, de acordo com as reivindicagoes 1 a 20,
caracterizado pelo fato compreender a preparacao de medicamentos com
atividade antiulcerogénica e/ou indicados para tratamento de disturbios
gastrintestinais, particularmente ulceras, mais particularmente ainda
ulceras gastroduodenais.

22. USO, de acordo coma reivindicagdo 21, caracterizado
pelo fato dos disturbios gastrintestinais compreenderem ainda disturbios

da orofaringe, aftas, herpes e/ou mau halito.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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RESUMO
“EXTRATOS, FRACOES ATIVAS E/OU COMPOSTOS ISOLADOS DE
CASEARIA SYLVESTRIS, FORMULACOES FARMACEUTICAS E SEUS
Usos”

A presente invencédo refere-se a extratos, fragées ativas e/ou
compostos isolados de Casearia sylvestris. Adicionalmente, o presente
pedido prové formulac¢des farmacéuticas contendo os ditos ingredientes
ativos e suas vaplica(;()es como medicamentos indicados no tratamento de
distarbios do trato gastrintestinal, preferencialmente, ulcera

gastroduodenal.
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