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“PROCESSO DE OBTENGAO DE EXTRATOS DE CASEARIA SYLVESTRIS,
PROCESSOS DE OBTENGAO DE FRAGOES ATIVAS, EXTRATOS,
FRAGOES ATIVAS, USO DE EXTRATOS E FRAGOES ATIVAS,
COMPOSIGAO, UNIDADE DE DOSAGEM, METODO PARA P'REVENIR,
TRATAR, COMBATER OU SUSPENDER DISTURBIOS
GASTRINTESTINAIS, MEDICAMENTO E PRINCIPIO ATIVO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengédo refere-se a uma droga antiulcerogénica, mais

" particularmente, a uma droga que compreende uma fragéo ativa da planta

Casearia sylvestris como componente eficaz. De forma particular a invengao

trata de uma droga util no tratamento de distarbios do trato gastrintestinal,

principalmente-no tratamento de Glcera gastroduodenal, sendo que apresenta

acdo citoprotetora, age tanto em ulceras leves como moderadas e graves e,
sendo seletiva, ndo apresenta agéo abortiva.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Distarbios do trato gastrintestinal, sobretudo patologias ulcerosas
sdo tidos como uma das afecgbes caracteristicas da vida moderna. Ha menos
de uma década, estas patologias preponderavam na populagdo de sexo
masculino, economicamente ativa e residente em grandes centros (doenga dos
execu.‘tivos). Nos dias de hoje, tais disturbios ndo respeitam mais sexo,
condigbes socio-econémicas e muito menos idade, fato este facilmente
justificavel, tendo em vista que 90% das Ulceras gastroduodenais decorrem,
sobretudo, do estresse e de habitos alimentares.

Em consequéncia da intensa urbanizagdo que vem ocorrendo nas
Gltimas décadas, o nivel de estresse aumentou consideravelmente tendo-se
constatado que o crescimento dessa patologia foi proporcional ao crescimento
do consumo de medicagbes antiacidas e antiulcerosas. Segundo dados do

Pharmaceutical Marketing Brazil (IMS) no ano de 2000 o mercado farmacéutico
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mundial faturou um montante de 380 bilhGes de dolares, estimando-se um
crescimento anual da ordem de 10%. Dentre os medicamentos mais
consumidos que respondem por 31% do mercado global, o grupo dos
antiulcerosos, pelo décimo ano consecutivo, encabega a Iiéta dos mais
vendidos, sobressaindo-se o omeprazol que responde por 35% das vendas
nesta especialidade. Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) o mercado brasileiro de medicamentos, com um
faturamento anual da ordem de 13 bilhdes de ddélares é o quinto maior mercado
do mundo.

Os antiacidos sao utilizados pelos médicos no tratamento de
hipercloridria, definida como a presenga excessiva de acido cloridrico no suco
gastrico, bem como- por-leigos como forma de automedicagdo visando um
grande numero de sintomas. Os antiacidos gastricos constituem um grupo de
medicamentos cujo uso € extremamente abusivo sendo utilizados em qualquer
erupg¢ao ou distarbio gastrico. A incidéncia de efeito placebo em individuos com
pequenos disturbios 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 H; (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 presenga de histamina no estdmago induz um aumento na
sintese de acido cloridrico (HCI) a partir da degradagdo do acido carbdnico
(H2CO3), liberando um proton H* que reage com o anion cloreto (CI') dando
origem ao A&cido cloridrico, que quando em altas concentragGes, além de
provocar dor, em conseqiéncia de espasmo provocado na musculatura lisa

gastrica, leva a um incremento na formagdo da pepsina; esta enzima na
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auséncia de mecanismos citoprotetores € a responsavel pela destruigdo da
mucosa e aparecimento de ulcera gastrica.

Os antagonistas dos receptores H; da histamina, por exemplo, a
cimetidina e a ranetidina, sdo drogas que possuem estrutura énéloga a da
histamina e se ligam competitivamente ao receptor H, na mucosa gastrica
impedindo a ligagdo da histamina ou deslocando-a de seu sitio receptivo,
resultando na elevagédo do pH do meio.

Os receptores M (muscarinicos) sdo os receptores cuja ativagao
produz efeito semelhante aqueles produzidos por extratos do cogumelo
Amanita muscaria, dai a denominagao recebida. Uma vez ativados produzem
efeitos como o aumento da secregdo de glandulas salivares e sudoriparas,
contragdo-de-musculos lisos-do-trate -digestivo e-urinario;-entre-outros, ou seja,”
o aumento na secrecdo de acido cloridrico no estdmago. 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 denominagéo
dependendo de sua localizagdo no organismo e seus antagonistas especificos.
Especificamente os receptores M (neural), estdo presentes principalmente no
sistema nervoso central, ganglios e nas células enterocromafins gastrica, M3
(glandular), estdo nas glandulas exdcrinas, musculos lisos e endotélio vascular
e células parietais do estdmago.

Drogas que inibem a agdo da bomba de prétons, tambem
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
produgdo, acondicionamento em capsulas resistentes a acido, o que encarece
o produto final.

Dessa forma, a maioria das drogas utilizadas no tratamento de

disturbios gastrintestinais resulta na elevagédo do pH do suco gastrico.
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Como ja é do conhecimento do técnico no assunto, a digestdo
protéica comega no estdmago, onde a pepsina degrada as proteinas em
proteases, peptonas e polipeptideos. Entretanto, esta importante enzima
péptica requer um meio acido para seu funcionamento. A pepsiné € mais ativa
em pH entre 1,6 e 3,2, sendo completamente inativa em pH préximo a 5,0, ou
seja, a atividade enzimética 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 Physiologyf Lange Medical Publications, Los Altos, California, pp.384-
393, 1983.).

Segundo BASILE, A.C., et al., “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.AA., et al,
“Preventive anti-ulcer activity of the rhizome extract of Zingiber officinale”.
Fitoterapia 63:55-59, 1992; e BACCHI, E.M. & SERTIE, J.AA., “Anti-ulcer
action and toxicity of Styrax camporum and Caesalpina ferrea”, Planta Medica
60: 117-120, 1994, os bloqueadores dos receptores H; (cimetidina, ranetidina)
e M; (piranzepina) sdo drogas que apresentam a propriedade de elevar o pH
gastrico (elevagdo mais enfatica com os bloqueadores Ms), fator este que além
de alterar a digestdo protéica, pode alterar a esterilidade do meio facilitando a
instalagdo de infecgbes oportunistas, aliado ao fato de ndo apresentarem
atividade citoprotetora.

Ressalte-se que, em 1987, Hornick levantou a hipdtese de que a
Ulcera péptica seria o resultado de uma infecgdo provocada pelo Helicobacter
pylori (HORNICK, R.B., “Peptic ulcer desease: a bacterial infection?” N. Engl. J.
Med. 316: 1518-1523. 1987.). No entanto, at¢é o momento os técnicos no
assunto ndo chegaram a uma concluséo se esta bactéria seria a causadora de

Ulcera ou se ela teria seu crescimento facilitado pela alteragdo no pH do suco
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gastrico, alteragdo esta motivada pelo uso dos antiulcerosos de agédo local ou
sistémica, contribuindo, desta forma, na manutencdo da area lesada, sobretudo
em pacientes ulcerosos cronicos.

Outro fato a destacar é o uso prolongado de algumas dessas
drogas, sobretudo as bloqueadoras dos receptores H, que pode levar a
taquifilaxia, isto &, o paciente passa a ndo responder as doses usuais, exigindo
continua elevagado da dose para obtengao do efeito desejado.

Além disso, nos dltimos 15 anos tem havido um enorme avango
no estudo da fisiopatologia, da patologia e da farmacologia da mucosa gastrica,
e se expandiram enormemente os conhecimentos sobre os mecanismos

envolvidos na formagdo e secregdo do &cido e pepsina. A descoberta dos

receptores_H,.e seus -inibidores farmacolégicos-permitiram-o-uso-de modernas™—

terapias no tratamento da ulcera gastroduodenal. Entretanto, mesmo estas
potentes drogas sdo incapazes de prevenir a injuria aguda da mucosa gastrica
produzida por agentes necrosantes.

Por outro lado, uma outra area de pesquisa, denominada
“citoprotegdo”, tem sido estudada objetivando o desenvolvimento de novos
meios de se aumentar a defesa e a protegcdo da mucosa gastrica. Esta nova
area de pesquisa compreende, como um de seus principais temas, o estudo
dos efeitos causados pelas prostaglandinas no organismo.

Prostaglandina € 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 bioldgicas notaveis e muito
diversas, interferindo em mecanismos que levam a hipotensdo, dilatagdo dos
brénquios, estimulagdo do peristaltismo intestinal e das contragbes uterinas
(durante o parto), aborto e contracepgdo. As suas indicagbes terapéuticas néo

estdo ainda suficientemente esclarecidas, mas prostaglandinas tém se
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mostrado eficiente no aumento na defesa e prote¢do da mucosa gastrica contra
injarias agudas produzidas por uma variedade de agentes ulcerogénicos e
necrosantes por mecanismos diferentes da inibigdo da secregdo acida.
Anélogos sintéticos da prostaglandina ja séo utilizados no trataménto da ulcera
gastrica.

O conceito de citoprote¢do tem aumentado os conhecimentos
sobre os mecanismos envolvidos na prote¢do da mucosa gastrica, englobando
ndo s6 a secre¢cdo de muco e bicarbonato como também aspectos
relacionados & proliferacdo e renovagédo celular e o fluxo sanglineo
microvascular. Além das prostaglandinas, outros agentes como &cidos 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 liberagéo de prostaglandinas e/ou inibindo a sua desativagéo,
enquanto outros provavelmente agem por mecanismos ndo relacionados as
prostaglandinas.

A principal vantagem das drogas citoprotetoras, como por
exemplo o misoprostol, é o fato de interferirem muito pouco nos parédmetros de
secregdo gastrica, sobretudo no pH, agindo basicamente por mecanismos
fisiologicos. Estas drogas apresentam como principais desvantagens, no
entanto, a indesejavel agdo abortiva, que exige controle em sua
comercializégéo, o fato de nao agirem em ulceras de leve e moderada
intensidade, e seu custo ser bastante elevado.

Em vista dos fatos acima descritos, faz-se necessaria a busca de
novas drogas eficazes no tratamento de disturbios do trato gastrintestinal,
principalmente no tratamento de dUlceras, mais particularmente ainda no
tratamento de Ulcera gastroduodenal, que atuem em todos os niveis de

ulceragdo (leve, moderada e grave), e que apresentem menores efeitos
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colaterais.

Casearia sylvestris (popularmente conhecida como guagatonga) é
uma planta da familia 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
agao antiulcerogénica.

Estudos anteriores foram realizados ha mais de uma década por
um dos inventores através da utilizagéo de extratos obtidos da planta Casearia
sylvestris. Estes estudos evidenciaram propriedades vantajosas, em relagéo as
drogas classicas, dos ditos extratos quando aplicados ao tratamento de ulceras

induzidas por estresse. (Sertié, et. al. “Pharmacological assay of Casearia

of ethnopharmacology, 30:185-97, 1990; e Sertié, et. al. “Antiulcer activity of the
crude extract from the leaves of Casearia sylvestris”. Pharmaceutical Biology,
38 (2):112-9, 2000).

A presente invengdo refere-se a novas drogas com agéo
citoprotetora uteis no tratamento de distarbios do trato gastrintestinal,
particularmente Ulceras, e mais particularmente ulcera gastroduodenal, que
apresentam propriedades vantajosas quando comparadas as drogas ja
existentes para 0 mesmo fim.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

Um primeiro objeto da presente invengdo sdo extratos e fragbes
ativas potencializados, a partir de folhas da planta Casearia sylvestris, uteis no
tratamento de disturbios gastrintestinais, particularmente de agéao
antiulcerogénica, mais particularmente para o tratamento de ulceras
gastroduodenais.

Por agdo potencializada, conforme utilizagdo neste texto, entende-

se que o extrato ou fragdo é capaz de atingir o efeito desejado mesmo se
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aplicados em menores doses do que as utilizadas com extratos conhecidos da
técnica.

Um segundo objeto da presente invengdo sdo drogas de agéo
potencializada, (teis no tratamento de disturbios géstrintestinais,
particularmente drogas de agdo antiulcerogénicas, mais particularmente para o
tratamento de Ulceras gastroduodenais compreendendo a fragdo ativa ou
extrato, obtidos a partir de folhas da planta Casearia sylvestris.

Outro objeto da presente invengdo s&o composigbes
farmacéuticas que compreendem um veiculo farmaceuticamente aceitavel e
uma quantidade terapeuticamente eficaz do extrato e/ou fragdo ativa

potencializados de Casearia sylvestris.

Adicionalmente, € objeto da presente invengdo um método de - -

tratamento de distarbios gastrintestinais, particularmente ulceras, que
compreende a administragdo a um organismo necessitado desse tratamento de
uma quantidade terapeuticamente eficaz do citado extrato ou fragdo ativa
potencializados. Em realizagéo preferida, a posologia utilizada neste tratamento
é reduzida. |

Ainda outro objeto da presente invengdo é a utilizagdo de ditos
extratos ou fragdo ativa potencializados ou suas composicbes para a
fabricagdo de um medicamento para o tratamento de distirbios gastrintestinais,
particularmente Ulceras, mais particularmente ainda Ulceras gastroduodenais.

BREVE DESCRICAO DA FIGURA

As Figuras 1 e 2 ilustram os fluxogramas dos procedimentos
gerais de obtengdo das fragbes ativas de Casearia sylvestris, a partir de
extratos etandlicos.

A Figura 3 ilustra um grafico que compara a redugdo do indice de
lesdes quando utilizados os Extratos | e Ill. Efeito da administragédo oral dos

Extratos | e Ill nas doses de 57,5,mg/kg, frente ao controle (Agar 1%) em
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lesGes gastricas induzidas por estresse e imersdo em agua.

A Figura 4 ilustra um grafico que exibe o Cromatograma da
fragdo ativa A - Caracterizagdo da fragdo ativa A, por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, de Casearia sylvestris, constituida predominaﬁtemente por
casearinas (% Casearinas ndo identificadas).

A Figura 5 ilustra um grafico que exibe o Cromatograma da fragéo
ativa B - Caracterizagdo da fragdo ativa, por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, de Casearia sylvestris, constituida predominantemente por
casearinas (* Casearinas ndo identificadas).

A Figura 6 ilustra o Espectro no UV tipico de casearinas -

Espectro no UV tipico dos principais componentes das fracbes A e B

apresentam apenas-uma banda, com absorgdo maximaem 235 nm, (€ 13500),

atribuida ao dieno terminal em C42 e C44, caracteristico de casearinas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Primeiramente objetivou-se obter um extrato purificado, oriundo
de extrato potencializado da planta Casearia sylvestris, extrair a fragdo ativa da
planta que é responsavel pelos efeitos farmacolégicos desejaveis da mesma.

PROCESSO DE OBTENGAO DE EXTRATO POTENCIALIZADO DE CASEARIA SYLVESTRIS

A metodologia aplicada para extragdo industrial da fragdo ativa de

Casearia sylvestris, tendo por objetivo estabelecer um meétodo viavel de

operagdo foi realizada de acord.o como um processo que compreende ao
menos as etapas de:
- A. Extragdo com solvente;
- B. Separagédo de fases; e
- C. Eliminagao do solvente;
Em realizagbes particulares, alguns detalhes sdo observados, e
algumas outras etapas podem ser inseridas, por exemplo como apresentado a

seqguir.
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1) Preparacdo de Matéria-prima: as folhas de Casearia sylvestris séo
coletadas e depois preparadas de acordo com meios conhecidos do técnico do
assunto, por exemplo, secas em estufas com circulagéo de ar a temperatura de
aproximadamente 30 a aproximadamente 40°C. |
2) Pesagem e moagem do material vegetal: folhas de Casearia sylvestris,
sdo pesadas e moidas de acordo com técnicas conhecidas, por exemplo, em
moinho elétrico do tipo desintegrador ou moinho elétrico de facas.
3) Extragao: as folhas secas e moidas de Casearia sylvestris, sdo extraidas
com solventes que possuam diferentes polaridades, por exemplo, hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e preferencialmente
etanol, durante  aproximadamente 10 minutos, particularmente
aproximadamente-20-minutos.-De acordo com-uma-das-realizagbes preferidas
da presente invengao, dita extragdo é realizada por aproximadamente 2 horas.
A extragdo pode ocorrer, por exemplo, por decocgdo, percolagédo, maceragéo
ou sonicagdo, ambos a frio, a quente e/ou com agitagéo, preferencialmente por
sonicagdo em banho de ultra-som ou por agitagdo mecanica.

De acordo com realizagbes preferidas, um Extrato | da presente
invengdo € obtido pela realizacdo da extragdo por aproximadamente 20
minutos de sonicagdo, e um Extrato Il da presente invencdo € obtido pela
realizagdo da extragdo por aproximadamente 2 horas sob agitagdo mecénica.
4) Separagéo de fases: apds a extragdo o material passa por uma etapa de
separagdo, como por exemplo, filtragdo. Este tratamento é preferencialmente
repetido, mais particularmente por duas vezes.
5) Eliminagdo do solvente: é realizada por destilagdo em presséo reduzida
(cerca de 170 mbar), por exemplo em um evaporador rotatério, a uma
temperatura de aproximadamente 40°C resultando assim em um extrato
potencializado da presente invengdo, sendo preferencialmente um extrato

etandlico seco, resultando nos extratos potencializados | e Il, de acordo com o
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método de extragao utilizado.

PROCEDIMENTO 1

PROCESSO DE OBTENCAOQO DO EXTRATO POTENCIALIZADO MAIS PURIFICADO DE

CASEARIA SYLVESTRIS

A partir do Extrato potencializado, particularmente Extrato |, pode-
se obter um extrato mais purificado, por meio de um processo que compreende
ao menos as etapas de:

- D. Particdo do extrato; e

- E. Isolamento da fase mais purificada;
6) Partigdo: o Extrato potencializado, preferencialmente etandlico seco, é
particionado, preferencialmente entre diclorometano (DCM) e metanol (MeOH),
por qualquer método de _éépafagéo familiar ao homem da técnica, como por
exemplo, decantagdo ou extragdo liquido-liquido. A fase inferior,
preferenciaimente  diclorometanica, €& separada. Este tratamento é
preferencialmente repetido, mais particularmente por duas vezes.
7) Isolamento da fase mais purificada: a fragdo inferior obtida € separada e
o solvente eliminado, preferencialmente por meio de destilagdo, resultando
assim em um extrato potencializado mais purificado que é preferencialmente
seco (Extrato [.1).

PROCESSO DE OBTENCAO DA FRAGAO ATIVA

Apds a obtengdo do extrato mais purificado, Extrato I.1, s&o
realizadas pelo menos as etapas a seguir para a obtengdo da fragdo ativa
potencializada da planta Casearia sylvestris:

- F. Extragao; e
- G. Separagdo de fases para isolamento da frag&o ativa.

Em realizagdes particulares, alguns detalhes sdo observados, e

algumas outras etapas podem ser inseridas, por exemplo, como apresentado a

seguir:
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8) Extracdo: estando o extrato mais purificado em estado sélido ocorre em
seguida a extracdo em fase solida (EFS) que é realizada preferencialmente em
coluna de vidro prgenchida com adsorvente, como por exemplo silica. Séo
obtidas trés fragcdes. Apds aplicagdo da amostra, a eluigdo d.a fragdo 1 €
realizada com diclorometano, da fragcdo 2 com (diclorometano/metanol,
preferencialmente na proporgdo 9:1), e da fragdo 3 com metanol.

9) Separacgao de fases para isolamento da fragdo ativa: ocorre de maneira
preferida por meio de cromatografia, mais particularmente ainda cromatografia
em coluna (CC) da fragdo 2 obtida. A eluicéo da fragdo 2 ¢ feita no modo

gradiente, em etapas, utilizando hexano/acetato de etila em diferentes

proporgdes, acetato de etila e metanol. Em rea[i_;zgg_zi_g _preferida_da -presente

inven¢ao sdo utilizadas na eluicdo partes iguais de hexano/acetato de etila nas

proporgées 80:20, 60:40 e 40:60, mais acetato de etila e metanol. Recolhem-se
100 subfracdes, sendo que a fragdo ativa potencializada (fragdo ativa A) é
fornecida pelas primeiras 50 subfragdes, mais particularmente subfragbes 32 a
42.

CARACTERIZAGAO DA FRACAO ATIVA A

A caracterizagdo da fragdo ativa de Casearia sylvestris,
constituida predominantemente por casearinas, foi feita a partir do perfil
cromatografico obtido em CLAE (Figura 4), segundo as seguintes condigées:

Preparacdo da amostra:

Uma aliquota da fragéo 2 foi diluida em MeOH 95% (1mg/mL). 1
mL dessa solugido foi submetida a EFS-C18 (1,5 X 0,9 cm d.i.), eluida com
mais 1 mL de MeOH 95%. Os 2 mL obtidos foram filtrados e analisados.

Condicoes cromatograficas:

Coluna: Supelcosil LC-18, 5 pym, 250 x 4,6 mm, com pré-coluna; Eluigao:
MeOH/Agua 75:25; Fluxo: 0,5 mL/min; Detecgdo: UV a 235 nm.  Volume
injetado: 10 pL.



10

15

20

25.

13

Identificacdo dos componentes da fracao ativa:

Os espectro no UV dos principais componentes da amostra
apresentam apenas uma banda, com absor¢do maxima em 235 nm, (¢ 13500),
atribuida ao dieno terminal em C4, e Cq4, caracteristico de caseérinas (Figura
6).

PROCEDIMENTO 2

PROCESSO DE OBTENCAO DO EXTRATO POTENCIALIZADO MAIS PURIFICADO DE

CASEARIA SYLVESTRIS

A part‘ir do extrato potencializado, Extrato Il, pode-se obter um
extrato mais purificado, por meio de um processo que compreende ao menos
as etapas de: o L

. D Patigiodoextrato:e

- E. Isolamento da fase mais purificada
6) Particdo: o Extrato potencializado, preferencialmente etandlico seco é
particionado, preferencialmente entre hexano (Hex) e etanol/agua 60:40 (EtOH
60%) por qualquer método de separagdo familiar ao homem da técnica, como
por exemplo por extragdo liquido-liquido ou decantagdo. A fase superior,
preferencialmente hexanica, é separada. Este tratamento é preferencialmente
repetido, mais particularmente por duas vezes.
7) Isolamento da fase mais purificada: a fragdo superior obtida é separada
e o solvente eliminado, preferencialmente por meio de destilagéo, resultando
assim em um extrato potencializado mais purificado, que é preferencialmente

seco (Extrato 11.1).

PROCESSO DE OBTENCAO DA FRACAO ATIVA

Ap6s a obtengdo do extrato mais purificado, Extrato 1.1, é
utilizada pelo menos a etapa a seguir para a obtengdo da fragdo ativa
potencializada da planta Casearia sylvestris:

- F. Extragdo e separagédo de fases para isolamento da fragdo ativa
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Em realizagbes particulares, alguns detalhes sdo observados, e
algumas outras etapas podem ser inseridas, por exemplo, como apresentado a
seguir.
8) Extracdo: estando o extrato mais purificado em estado sélido ocorre em
seguida a extragéo em fase solida (EFS) que é realizada preferencialmente em
coluna de vidro preenchida com adsorvente, como, por exemplo, silica/carvéo
ativo. Apos aplicagcdo da amostra, a eluicdo € realizada com hexano,
hexano/acetato de etila nas proporgdes 75:25, 65:35, 50:50, 40:60, 20:80, mais
acetato de etila e metanol. Recolhem-se 26 subfragées, sendo que a fragéo

ativa potencializada (fragdo ativa-B) é fornecida pela subfragéo iniciais,

particularmente a subfragdo 9. i

- CARACTERIZACAO DA FRACAO ATIVA B

A caracterizagdo da fragdo ativa de Casearia sylvestris,
constituida predominantemente por casearinas, foi feita a partir do perfil
cromatografico obtido em CLAE (Figura 5), segundo as seguintes condigdes:

Preparacdo da amostra:

Uma aliquota da fragdo 2 foi diluida em MeOH 98% (1mg/mL). 1
mL dessa solugdo foi submetida a EFS-C18 (1,5 X 0,9 cm d.i.), eluida com
mais 5 mL de MeOH 98%. Os 6 mL obtidos foram filtrados e analisados.

Condicoes cromatograficas:

Coluna: Supelcosil LC-18, 5 ym, 250 x 4,6 mm, com pré-coluna; Eluigéo:
MeOH/Agua 70:30; Fluxo: 1,0 mL/min; Detecgdo: UV a 235 nm; Volume
injetado: 10 pL.

Identificacdo dos componentes da fracdo ativa:

Os espectro no UV dos principais componentes da amostra
apresentam apenas uma banda, com absor¢gdo maxima em 235 nm, (€
=13500), atribuida ao dieno terminal (Cy2 e Cisligado a molécula),

caracteristico de casearinas (Figura 6).
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Os extratos ou fragdo ativa potencializados, obtidos de acordo
com o descrito na presente invengdo apresentam atividade superior aquela do
estado da técnica no tratamento de disturbios gastrintestinais como, por
exemplo, disturbios da orofaringe, aftas, herpes e mau halito, disttirbios cujo
tratamento € favorecido pela agdo cicatrizante, em particular atividade
antiulcerogénica, surpreendentemente pela reduzida quantidade de material
ativo necessario para se obter o efeito desejado, ndo alcangados por extratos
conhecidos da técnica. Apdés uma década de estudos, os inventores lograram
desenvolver um material ativo aprimorado, cuja agédo resulta em uma

recuperacao total do organismo em tratamento mais rapido, efeito atribuido ao

fato desse extrato ou fragéo ativa do produto natural apresentarem acdo efetiva-- - -~

no trataménto de processos ulcerati.vos de todos os niveis (leve, moderado e
grave), nado interferirem no pH do suco gastrico, apresentarem agéo
citoprotetora, serem seletivos e de baixo custo.

Por seletividade, da forma como aplicada no presente pedido,
entende-se o fato de ndo apresentar agdo abortiva, ao contrario do observado
com as drogas citoprotetoras até hoje conhecidas.

DOSAGEM E FORMULAGCAO

Composicdes compreendendo pelo menos uma fragédo ativa ou
extrato, obtidos de acordo com o processo descrito, também constituem objeto
da presente invengéo.

As fragOes ativas ou extratos potencializados e composigées da
presente invengdo podem ser administrados em formas de dosagem oral, tais
como capsulas, pastilhas, pilulas, pés, granulos, elixires, suspensdes, xaropes
e emulsées (cada uma das quais incluindo formulagbes de liberagdo
programada ou retardada). Podem também ser administrados de forma
intravenosa (mistura ou infusdo), subcutédnea ou intramuscular. Podem ser

administrados isoladamente, mas também associados a um veiculo
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farmacéutico selecionado com base na via de administragcdo e na pratica
farmacéutica padréo.

Composigdes compreendendo ao menos uma fragdo ou extrato
de acordo com a presente invengdo podem conter ainda outi'os principios
ativos dependendo do efeito desejado.

Para administragdo 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,
metil celulose, estearato de magnesio, fosfato dicalcico, sulfato de calcio,

manitol, sorbitol e similares; para administragdo 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 ou necessario, aglutinantes,
lubrificantes, agentes desintegrantes e agentes corantes apropriados também
podem ser incorporados a mistura. Os aglutinantes apropriados incluem amido,
gelatina, aglcares naturais tais como glicose ou p-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 sédio, acetato de sédio, cloreto de
sodio e similares. Os desintegrantes incluem, sem limitagdo, amido, metil
celulose, agar, bentonita, goma xantana e similares.

Os extratos e fragdes ativas de acordo com a presente invengao
podem também ser administrados na forma de sistemas de fornecimento de
lipossomos ou acoplados a polimeros solliveis como veiculos de liberagédo de
drogas.

Formas de dosagem liquidas para administragdo oral podem

conter corantes e aromatizantes para aumentar a aceitagdo do paciente. De
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forma geral, agua, um o6leo apropriado, solugdo salina, dextrose aquosa
(glicose), solugbes de agucar relacionadas e glicéis, tais como propileno glicol
ou polietileno glicois, tampéo fosfato, sdo veiculos apropriados em formas de
dosagem liquidas. |

Um outro objeto da presente invengdo € um método de prevenir,
combater ou suspender disturbios do trato gastrintestinal, particularmente o
progresso ulcerativo, compreendendo a administragdo de uma dose
substancialmente eficaz de uma fragdo ativa ou extrato potencializados, ou
composigdo, aqui ‘descritos. De acordo com uma realizagdo da presente
invengdo uma dose substancialmente eficaz corresponde a cerca de 10 a cerca
de 300 mg de extrato por quilo do paciente, preferencialmente.entre cerca de
10'a 100 mglkg, e mais pértiéﬁlarrﬁente de aproximadamente 30 a 50 mg/kg;
uma dose substancialmente eficaz corresponde ainda a cerca de 0,1 a cerca
de 50 mg da fragdo ativa por quilo do paciente, preferencialmente entre cerca
de 1 a 30mg/kg, e mais particularmente de aproximadamente 3 a 10 mg/kg.

Os extratos ou composi¢des de acordo com a presente invengdo
podem ser administrados em uma unica dose diaria, ou a dosagem total diaria
pode ser administrada em doses divididas em duas, trés, quatro vezes ou mais
por dia. Para determinados tratamentos é apropriado, no entanto, aplicagdo em
dias alternados, de forma ciclica ou néo.

Formas de dosagem de composi¢des apropriadas para
administragdo contém cerca de 0,01 a 500 mg, mais particularmente de cerca
de 1 a 100 mg de ingrediente ativo por unidade. Nessas composigoes
farmacéuticas, o extrato ou fragdo ativa estardo normalmente presentes em
quantidade 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 composi¢do, a qual pode ainda compreender no minimo um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.
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EXEMPLOS
Concretizagbes da presente invengdo s&o ilustradas nos
exemplos que se seguem. Porém, deve ser entendido que estes exemplos,
ainda que indiquem realizagbes particulares da presente invengéo, sdo dados
somente a titulo de ilustragdo, de nenhuma forma limitando o escopo da
invengé&o como definido nas reivindicagdes.
ExempLo 1

OBTENGAO DE EXTRATO DICLOROMETANICO SECO POTENCIALIZADO

Folhas da planta Casearia sylvestris foram coletadas e depois

secas em estufas de circulagdo de ar até atingir aproximadamente 40°C. As

folhas secas foram em seguida moidas em moinho de facas (Marconi MA 680)-

e depois pesadas. ‘Obteve-se um total em peso de 1 kg de folhas secas

moidas.

O total de folhas secas e moidas foi extraido com etanol 96° GL
(1:3 p/v) por sonicagdo a temperatura ambiente (cerca de 37°C) por 20
minutos.

Apdés a extragdo, o material resultante foi entdo filtrado em
algoddo. Este procedimento foi repetido trés vezes e os filtrados foram
reunidos, resultando em 9L de extrato etandlico liquido.

O extrato etandlico liquido foi entdo destilado em um evaporador
rotatorio. A presséo interna do evaporador foi ajustada para cerca de 170 mbar
de forma a possibilitar a ocorréncia da destilagdo do solvente a uma
temperatura de aproximadamente 40°C. Este processo resultou num total em
peso de 65 g de um extrato etandlico seco.

O extrato etandlico seco foi particionado entre 650 ml de
diclorometano (DCM) e 1000 ml de metanol (MeOH) 70% (MeOH/Agua 70:30).
A fase inferior (diclorometanica), ap6s decantagdo, foi separada. Este

procedimento foi repetido por trés vezes e as fases diclorometénicas foram

LX ]
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reunidas, fornecendo um volume de cerca de 1800 mL.

A fase diclorometanica liquida foi entdo destilada em um
evaporador rotatério. A pressdo interna do evaporador foi ajustada para cerca
de 700 mbar de forma a possibilitar a ocorréncia da destilagdo do solvente a
uma temperatura de aproximadamente 40°C. Este processo resultou num total
em peso de 32,5 g de um extrato diclorometanico seco potencializado.

EXEmPLO 2

OBTENCAO DE EXTRATO HEXANICO SECO POTENCIALIZADO

Folhas da planta Casearia sylvestris foram coletadas e depois
secas em estufas de circulagdo de ar até atingir aproximadamente 40°C. As
folhas secas foram em seguida moidas através do aparelho DEFACAS
(Marconi MA 680) e depois pesadas. Obteve-se um total em peso de 1 kg; de
folhas secas moidas.

O total de folhas secas e moidas foi extraido com etanol 96° GL
(1:3 p/v) durante 2 horas sob agitagdo mecanica a temperatura ambiente (cerca
de 37°C)

Apds a extragdo, o material resultante foi entdo filtrado em
algodédo. Este procedimento foi repetido trés vezes e os filtrados foram
reunidos, resultando em 9L de extrato etandlico liquido.

O extrato etandlico liquido foi entdo destilado em um evaporador
rotatério. A pressdo interna do evaporador foi ajustada para cerca de 170 mbar
de forma a possibiltar a ocorréncia da destilagdo do solvente a uma
temperatura de aproximadamente 40°C. Este processo resultou num total em
peso de 114 g de um extrato etandlico seco.

O extrato etandlico seco foi particionado entre 735 ml de hexanico
(HEX) e 2250 mi de EtOH 60% (EtOH/Agua 60:40 v/v). A fase inferior
(hexanica), apos decantagéo, foi separada. Este procedimento foi repetido por

trés vezes e as fases hexanicas foram reunidas.

.
. e oo (X ] . (X L4
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A fase hexanica liquida foi entdo destilada em um evaporador
rotatério. A presséao interna do evaporador foi ajustada para cerca de 700 mbar
de forma a possibilitar a ocorréncia da destilagdo do solvente a uma
temperatura de aproximadamente 40°C. Este processo resultou 'num total em
peso de 73,5 g de um extrato hexanico seco potencializado.

EXEMPLO 3

OBTENGAO DE EXTRATO HEXANICO SECO POTENCIALIZADO

Os extratos foram obtidos a partir das folhas secas e moidas,
utilizando-se trés extragbes consecutivas (3 X 3,0 L de etanol 96 °GL para
cada 1000 g de folhas secas e moidas) sob agitagdo mecanica durante 2
horas. A cada etapa, a solugéo etandlica foi fiItrada em algod&o, obtendo-se 9
litros do exirato etandlico a cada 1000gde folhas secas. Os extratos foram
concentrados em rotaevaporador.

O extrato obtidos foi submetidos a extragdo liquido-liquido
(hexano: etanol 60% na proporgdo 1:3). A relagdo utilizada foi de 50 g de
extrato para 500 mL de hexano. A fase superior foi recolhida e a fase
hidroalcolica novamente extraida por duas vezes. ‘

Apéds o processo de extracdo liquido-liquido, obtiveram-se 1,5 L
da fase hexanica e 1,5 L da fase hidroalcélica a cada 50 g de extrato. O
solvente de ambas as fases foi eliminado em rotaevaporador. Cada quilo de
folha seca fornecer cerca de 70 g de extrato hexanico seco.

EXEmPLO 4

OBTENGCAO DA FRACAO ATIVA POTENCIALIZADA (PROCEDIMENTO 1)

Promoveu-se a extragdo em fase sodlida (EFS) de 32,5 g do
extrato diclorometanico seco potencializado, obtido no Exemplo 1. A extragdo
foi realizada em coluna de vidro contendo na parte inferior uma placa de vidro
sinterizada e uma adaptagao para conecg¢édo a linha de vacuo. Utilizou-se como

adsorvente silica gel 60 — particulas de aproximadamente 40-63 pm. As
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dimensdes do leito cromatografico eram 10 cm altura X 9,5 cm de diametro

interno. Pela dita extragdo obteve-se trés fragcdes (1, 2 e 3). Apos aplicagédo da
amostra, foi realizada a eluigdo da fragdo 1 com aproximadamente 2250 ml de
DCM (diclorometano), da fragdo 2 com aproximadamente '1000 ml de
DCM/metanol (MeOH) 9:1 e da fragdo 3 com aproximadamente 2000 ml de
metanol.

A extracgao citada acima resultou em um total em peso de 16,42 g
da fragdo 2. Logo em seguida foi realizada a cromatografia em coluna de vidro

Michel-Miller® (30 cm altura X 4 cm de diametro interno), empacotada com

Silica gel 60 — particulas de 40-63 um. A eluigdo da fragdo 2 foi realizada no

80:20, 900 ml de Hexano/acetato de etila 60:40, 900 ml de Hexano/acetato de

etila 40:60, 900 ml de acetato de etila € 900 ml de metanol. Foram recolhidas

100 subfragbes de 50 ml cada. As subfragbes 32 a 42 reunidas forneceram a

fragdo ativa potencializada (fragéo ativa A). |
EXEMPLO 5

OBTENGCAO DA FRAGAO ATIVA POTENCIALIZADA (PROCEDIMENTO 2)

Promoveu-se a extracdo em fase solida (EFS) de 73,5 g do
extrato hexanico seco potencializado, obtido no Exemplo 2. A extragédo foi
realizada em coluna de vidro}contendo na parte inferior um filtro de algodéo e
uma adaptagdo para conexao a linha de vacuo. Utilizou-se como adsorvente
silica gel 60 — particulas de aproximadamente 40-63 pm em mesmas
propor¢cdes de massa, com carvdo ativo em po. As dimensbes do leito
cromatografico eram 12 cm altura X 14 cm de diametro interno. Pela dita
extragdo obteve-se 26 fragbes. Apds aplicagdo da amostra, foi realizada a
eluicdo das 26 fragdes (1000 mi cada) com os solventes: hexano, acetato de
etila e metanol em misturas com crescente polaridade (2000 mL - HEX; 3000

mL - HEX/AcOEt(75:25); 3000mL - HEX/AcOEt(65:35); 3000 mL
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HEX/AcOEt(50:50); 3000 mL - HEX/AcOEt(40:60); 3000 mL -
HEX/AcOEt(20:80); 3000 mL - AcOEt; 6000 mL - MeOH). A fragao ativa (F9) foi
eluida com HEX/AcOEt 50:50 v/v.
A extracao citada acima resultou em um total em peéo de 6,5gda
fragédo 9 (fragéo ativa B).
EXEMPLO 6

OBTENCAO DA FRAGAO ATIVA POTENCIALIZADA (PROCEDIMENTO 2)

Fracionamento do extrato hexanico, obtido como descrito no
Exemplo 3, foi realizado por extragdo em fase sdlida (EFS), onde foi utilizada

coluna de vidro de 14 cm de altura por 12 cm de d.i.,, preenchida com uma

mistura de carvéo ativo/silica gel 60, 40-63 pm, na propor¢go 1:1, aplicando-se-

105,4 g de extrato hexanico de CS 101, e em seguida eluida com gradiente em
etapas: 3,0 L hex , 3,0 L hex/AcOEt (75:25), 3,0 L hex/AcOEt (65:35), 3,0 L
hex/AcOEt (50;50), 3,0 L hex/AcOEt (40:60), 3,0 L hex/AcOet (20:80), 3,0 L
AcOEt, 5,0 L MeOH. Foram coletadas 26 fragdes de = 1,0 L.

A fragédo 9 forneceu a fragédo ativa potencializada (fragdo ativa B).

TESTE COMPARATIVO 1

Foram realizados testes comparativos entre os extratos
potencial_izados obtidos de acordo com a presente invengdo (Extrato | - folha
secaletanol/ultrassom e Extrato Il - folha seca/etanol/agitagdo mecénica), os
dois extratos da planta Casearia sylvestris ja conhecidos da técnica (Extrato Il
(folhas secas / hidroalcodlico - percolagdo) e Extrato IV (folhas frescas /
hidroalcodlico - maceragdo) e drogas comumente utilizadas no tratamento de
ulceras (cimetidina, atropina e misoprostol).

O presente teste comparativo comprovou que os extratos
apresentam propriedades vantajosas quando comparados as drogas ja
existentes:

Tais vantagens incluem:
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(@) Elevada margem de seguranca (DLsp 32 vezes maior que a DEsgy),
segundo método de Thompson e Weil, (Biometrics, 8: 51-4, 1952) sendo que
DLso representa a dose que mata 50% dos animais testados e DEs representa

a dose que apresenta 50% de eficacia nos animais testados.

(b) Os Extratos I, Ill e IV ndo modificam o pH do suco gastrico, segundo
método de Sertié et al, (Pharmaceutical Biology, (38)2:112-9, 2000)
diferentemente do observado com drogas bloqueadoras dos receptores H, por
exemplo a cimetidina, e com drogas bloqueadoras dos receptores Mj, por
exemplo a piranzepina;
(c) Os Extratos I, Ill e IV agem em modelos de indugdo por estresse,
1990), em dlceras I'eves, moderada_s“e graves, semelhantemente as drogas
bloqueadoras de H2, enquanto que as drogas citoprotetoras, por exemplo o
misoprostol, somente agem em ulceras de maior gravidade; e
(d) Em ulceras cronicas, induzidas por acido acético, segundo método de
Albelda et al, (Rev. Esp. Enferm. Apar. Dig., 41: 771, 1973) os Extratos Ill e IV
a semelhanga das drogas citoprotetoras ja existentes, apresentam velocidade
de cicatrizagdo maior que a observada com drogas bloqueadoras de H,.

O método consiste em acasalar ratas virgens, tratadas via oral
com os extratos até o dia do parto, com ratos virgens. Em seguida, avalia-se o
nimero de ratas que engravidam; nimero de filhotes por rata; presenca de ma
formagao; tamanho, peso e comprimento da prole. Cabe destacar que estudos
toxicoldgicos iniciais para os Extratos I, Il, Il e IV ndo evidenciaram agéo
abortiva nem induziram ma formagdo 6ssea na prole de fémeas tratadas
durante a fase de gestagéo.

Os Extratos 1l e 1V, apresentam atividade citoprotetora reduzindo
em aproximadamente 87% a area de lesdo gastrica. J& os Extratos | e I,

obtidos de acordo com a presente invengéo, reduziram em até 100% o numero
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de lesGes quando administrado pela via oral nas mesmas doses, o que
representa resultado surpreendente.

Tendo em vista estes resultados extremamente relevantes
alcangados com o Extrato I, o mesmo foi fracionado por partigdo iiquido-liquido
obtendo-se o extrato CH,Cl, (Extrato 1.1), evidenciando ser este Ultimo o
principal responsavel pela a¢éo citoprotetora. O fracionamento cromatografico
do extrato CH,CI; conduziu a fragdo ativa A que reduziu, a semelhanga do
Extrato | e do extrato CH.Cl,, em 100% o niumero de lesbes em dulceras
induzidas por etanql, revelando ser esta fragcdo a responsavel pela atividade

citoprotetora, sendo observada, ainda, uma manutencédo da redugéo da area de

lesdo em seu nivel maximo mesmo com a reducgdo de cerca 40% a 50% da--

dose administrada.

O Extrato Il foi fracionado por particao liquido-liquido, obtendo-se
o extrato hexanico (Extrato Il.1), evidenciando ser este ultimo o principal
responsavel pela agao citoprotetora. O fracionamento cromatografico do extrato
hexanico conduziu a fragdo ativa B que reduziu, a semelhanca do Extrato Il e
do extrato hexanico, em 100% o numero de lesdes em ulceras induzidas por
etanol, revelando ser esta fragdo a responsavel pela atividade citoprotetora.

TESTE COMPARATIVO 2

Realizou-se um teste comparativo entre os Extratos | (presente
invengdo) e Il (conhecido da técnica). Este teste € ilustrado pela Figura 3.

Tal como pode ser observado neste modelo experimental,
segundo modelo preconizado por Basile et al, (Journal of Ethnopharmacology,
30: 185-97, 1990), o Extrato |, administrado por via oral na dose de 57,5 mg/kg,
reduziu o indice de lesdo gastrica em aproximadamente 57% quando
comparado ao grupo controle, enquanto esta redugcdo no Extrato Il
administrado pela mesma via, na mesma dose, foi de aproximadamente 29%,

evidenciando a maior atividade do extrato obtido pelo processo de sonicagdo
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da presente invengéo.

Adicionalmente foram avaliados os parametros de secregdo
géstrica entre o Extrato | e o grupo controle. O Extrato |, quando administrado
por via oral de 57,5 mg/kg ndo modificou nem o volume de secreg'éo, nem o pH
do suco gastrico quando comparado ao grupo controle.

A Tabela 1 abaixo exibe o efeito da administragéo oral do Extrato |

nos parametros de secregdo gastrica.

TABELA 1
Amostras Dose/kg Secregao gastrica
Volume (mL) pH
Controle (Agar 1%) 4,0 mL 1.9210.60 2,64+£0,24 - -
"Extrato | 57,5 mg 2,10+0,26 2,88+0,32

Cada valor representa a média +E.P.M. de 5 ratos

TESTES COMPARATIVOS 3-5

Realizaram-se estudos comparativos entre as fragdes ativas da
presente invencdo, misoprostol, cimetidina e os Extratos I, Il, Il e IV,
objetivando-se avaliar a atividade citoprotetora destes.

TESTE COMPARATIVO 3

A Tabela 2 abaixo exibe o resultado de administragéo via oral em
ulcera induzida por etanol, segundo modelo preconizado por Robert, A. (Adv.
Prostaglandin Thromboxane Res., 8:1533-41, 1980) onde se observou que os
extratos preparados pelo processo da presente invencdo (Extrato | e Il)
reduziram em 100% a area de lesdo, mostrando-se mais eficiente que o
misoprostol, classica droga citoprotetora

TABELA 2

Tratamento Dose/kg Area de lesdo(mm?) Redugéo(%)

Controle (Agar 1%) 4,0 mL 3.840,60 + 196,24
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Tratamento Dose/kg Area de lesao(mm?) Redugao(%)
Extrato | 57,5 mg Zero 100%
Extrato Il 57,5 mg Zero 100%
Extrato Il 57,5 mg 657,07 + 40,64 83
Extrato IV 57,5 mg 657,09 £ 50,94 82
Misoprostol 0,5 mg 219,47 + 12,36*° 94,3
Cimetidina 32,0 mg 3.790,00 + 89,63 1,3
Cada valor representa a média + E.P.M de 8 animais
aSignificativamente diferente do controle (Tukey, p<0,05)
bSignificativamente diferente dos ExtraE(_)_s_ 1, Il e Il e da_cimetidina-(Tukey; -
o p<0,05)
5 TESTE COMPARATIVO 4

A Tabela 3 abaixo exibe o estudo comparativo entre os Extratos |,
diclorometanico, e fragdo ativa A; os Extratos Il, hexanico e fragédo ativa B. A
administragdo também se deu por via oral em lesbes gastricas induzidas por
etanol, segundo modelo preconizado por Robert, A. (Adv. Prostaglandin

10  Thromboxane Res., 8:1533-41, 1980).

TABELA 3
Tratamento Numero de lesbes
Controle Tratamento
(agar 4,0 mL/kg)
Extrato | (57,5 mg/kg) 12,7¢1,1* Zero
Extrato diclorometanico (I.1) 20,3+1.78** Zero
(17,97mg/kg)

Fracao ativa A (3,5 mg/kg) 9,4+1,5** Zero
Extrato Il (57,5 mg/kg) 18,8+1,7* Zero
Extrato hexanico (11.1) 15,6+1.8** Zero

(34,5 mg/kg)
Fragao ativa B 18,6+2,9** Zero

(2,267 mg/kg)
*média +tE.P.M. de 8 ratos
**média +E.P.M. de 10 ratos.
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TESTE COMPARATIVO 5

A Tabela 4 exibe a avaliagdo da atividade citoprotetora da fragdo
ativa A da presente invengdo administrada em diferentes doses por via oral,
segundo modelo preconizado por Robert, A. (Adv. Prostaglandin Thromboxane
Res., 8:1533-41, 1980) evidenciando a intensa atividade citoprotetora da fragdo
ativa da Casearia sylvestris, ressaltando-se que tal atividade mostra-se dose
dependente, o que comprova ser sua agdo sistémica e ndo local,
caracterizando atividade citoprotetora.

O principal aspecto do presente teste encontra-se no fato que séo
necessarias apenas pequenas doses da fragdo ativa, para atingir a redugdo em

100% da area de lesdo sem causar efeitos colaterais aparentes.

 TABELA4
Tratamento Dose/kg Redugao da area de leséo (%)
Controle (Agar 1%) 4.0mL _
1,6 mg 60,4
Fragdo ativa A 2,1 mg 83,1
2,7 mg 97,4
3,5mg 100

Cada valor representa média tE.P.M. de 8 ratos.

TESTE COMPARATIVO 6

Realizou-se uma avaliagdo da resposta da musculatura uterina de
ratas “in vitro”, segundo modelo experimental preconizado por Acevedo e
Contreras, (Comp Biochem Physiol C. 1987;87(2):425-8), onde a fragdo ativa A
administrada em volume de 100 plL, na dose de 420 pg/100 uL de DMSO inibiu
a contragdo uterina induzida por carbacol 3x10° M e parcialmente na
concentraggo 10”° M.

A fragao ativa A, administrada num volume de 100 pL, na dose de

420 ug/100 puL de DMSO inibiu a contragdo uterina provocada por
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prostaglandina PGF,, 10° M. Em doses trés vezes maiores, a fragdo ativa A
provocou um aumento adicional da inibicdo em relagdo ao observado com a
dose menor.

COMENTARIOS

As drogas antiulcerogénicas desenvolvidas pela presente
invengédo agem em todos os niveis de ulceragéo (leve, moderada e grave), ndo
interferem no pH do suco gastrico (mantendo-o dentro dos niveis fisiologicos
normais), apresentam acgéo citoprotetora, ndo contraem a musculatura uterina
(sendo pois, destituida de atividade abortiva), e apresentam baixo custo.

Além disso, as drogas antiulcerogénicas da presente invengéo

resultam na manutencdo da reducdo da area de lesdo em seu_nivel maximo,

mesmo com uma diminui¢&o entre 40 e 50% da dose administrada.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE OBTENGAO DE EXTRATO de Casearia

sylvestris, caracterizado por compreender ao menos as etapas de:
- A. Extragdo com solvente; '
- B. Separagéao de fases;
- C. Eliminag&o do solvente.
2. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de ser utilizar como matéria-prima as folhas da planta.
3. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado pelo fato das folhas da planta serem secas.

4, PROCESSO, de acordo com a}wreivind_icagég 2 ou.3.,----

caracterizado pelo fato das folhas d/arplantaiserem moidas.

5. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da extragdo utilizar solventes que possuem diferentes
polaridade.

6. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterizado pelo fato dos solventes serem selecionados do grupo que
compreende hexano, diclorometano, cloroformio, acetato de etila, metanol e
etanol.

7. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterizado pelo fato do solvente utilizado ser o etanol.

8. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da etapa A ser realizada por meio de método escolhido
entre decocgdo, percolagdo, maceragdo, sonicacdo ou agitagdo mecanica,
ambos a frio, a quente e/ou com agitagéo.

9. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da etapa A ser realizada por sonicagéo.

10. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 9,
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caracterizado pelo fato da etapa A durar aproximadamente 10 minutos,
particularmente aproximadamente 20 minutos.

11. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da etapa A ser realizada por agitagéo mecénica.

10. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizado pelo fato da etapa A durar aproximadamente 2 horas

12.  PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da etapa B ser realizada por filtragdo.

13. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato da etapa B ser realizada mais de uma vez,

particularmente 3 vezes.

-14.  PROCESSO, "de acordo com a reivindicagio 1,
caracterizado pelo fato da etapa C ser realizada por destilagdo.

15. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato do extrato resultante da etapa C ser um extrato
etandlico seco.

16. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente ao menos as etapas
de:

- D. Particdo do extrato; e
- E. Isolamento da fase mais purificada;

17. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato da etapa D compreender a utilizagdo de diclorometano
e metanol ou hexano e etanol/agua.

18. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato da etapa D ser realizada por decantagédo ou extragdo
liquido-liquido.

19. PROCESSO,de acordo com a reivindicagdo 16,
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caracterizado pelo fato da etapa D ser realizada mais de uma vez,
particularmente 3 vezes.
20. PROCESSO, de acordo com a reivindipagéo 16,
caracterizado pelo fato da etapa E ser realizada por destilagdo. |
21. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato do produto resultante da etapa E ser seco.
22. PROCESSO DE OBTENCAO DE FRAGCAO ATIVA de
Casearia sylvestris, caracterizado por compreender ao menos as etapas:
- F.Extragao; e
- G. Separagéo de fases para isolamento da fragdo ativa

realizadas a partir do extrato obtido de acordo com uma das reivindicagbes 1 a

21. -

23. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato da etapa F ser uma extracdo em fase solida (EFS)
realizada preferencialmente em coluna de vidfo preenchida com adsorvente.

24. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato da etapa F compreender a eluigéo de trés fragbes.

25. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 24,
caracterizado pelo fato da primeira fragdo ser eluida preferencialmente com
diclorometano; a segunda preferenciaimente com diclorometano/metanol; e a
terceira preferencialmente com metanol.

26. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 25,
caracterizado pelo fato de se utilizar diclorometano/metanol na proporgéo 9:1.

27. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato de que quando a eluicdo se da por diclorometano/
metanol, a etapa G ser realizada a partir da segunda fragéo obtida na etapa F.

28. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 22,

caracterizado pelo fato de que quando a eluigdo se da por diclorometano/
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metanol, a da etapa G ser realizada por cromatografia, particularmente
cromatografia em coluna.

29. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 28,
caracterizado pelo fato da etapa G compreender a utilizagao de héxano/acetato
de etila em diferentes proporgdes, acetato de etila e metanol.

30. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 29,
caracterizado pelo fato de serem utilizadas cinco partes iguais de
hexano/acetato de etila 80:20, 60:40, 40:60, acetato de etila e metanol.

31. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 30,
caracterizado pelo fato de serem recolhidas 100 subfragbes, sendo que a

fracdo ativa potencializada é fornecida pelas primeiras 50 subfra¢des, mais

particularmente subfragbes 32 a 42.

32. PROCESSO DE OBTENGAO DE FRAGCAO ATIVA de
Caseatria sylvestris, caracterizado por compreender ao menos a etapa:

- F. Extragdo e separagéo de fases para isolamento da fragdo ativa
realizada a partir do extrato obtido de acordo com uma das reivindicagbes 1 a
21.

33. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 32,
caracterizado pelo fato da etapa F ser uma extragdo em fase solida (EFS)
realizada preferencialmente em coluna de vidro preenchida com adsorvente.

34. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 32,
caracterizado pelo fato da eluigdo ser realizada com hexano, hexano/acetato
de etila 75:25, 65:35, 50:50, 40:60 e 20:80, acetato de etila e metanol.

35. PROCESSO, de acordo com a reivindicégéo 34,
caracterizado pelo fato de serem recolhidas 26 subfragdes, sendo que a fragdo
ativa potencializada é fornecida pela subfragdo iniciais, particularmente a
subfracédo 9.

36. EXTRATOS, caracterizados pelo fato de serem obtidos por
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37.  processo conforme uma das reivindicages 1 a 21.

37. USO DE EXTRATOS, de acordo com a reivindicagao 36,
caracterizado pelo fato de ser para obtengdo de fragdo ativa.

38. FRACAO ATIVA, caracterizada pelo fato de ser obtida por
processo conforme uma das reivindicagdes 22 a 31.

39. FRAGAO ATIVA, caracterizada pelo fato de ser obtida por
processo conforme uma das reivindicagées 32 a 34.

40. USO DOS EXTRATOS da reivindicagao 36, caracterizado
pelo fato de ser na manufatura de um medicamento para tratar distarbios

gastrintestinais.

41. USO, de acordo com a reivindicagao 40, caracterizado pelo

42. USO DOS EXTRATOS da reivindicagdo 36, caracterizado
pelo fato de ser no tratamento de Ulceras.

43.  USO DA FRAGAO ATIVA de uma das reivindicagées 38 e
39, caracterizado pelo fato de ser na manufatura de um medicamento para
tratar distarbios gastrintestinais.

44, USO, de acordo com a reivindicagédo 43, caracterizado pelo
fato do disturbio gastrintestinal ser um processo ulcerativo.

45.  USO DA FRAGCAO ATIVA de uma das reivindicagbes 38 e
39, caracterizado pelo fato de ser no tratamento de UGlceras.

46. COMPOSIGAO, caracterizada pelo fato de compreender
uma quantidade eficaz de pelo menos um extrato ou fragdo ativa de acordo
com um das reivindicagbes 36, 38 e 39.

47. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 46,
caracterizada pelo fato de compreender 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, em relagdo ao peso total da composigdo, de pelo menos um
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extrato de acordo com a reivindicagdo 36 ou fragdo ativa de acordo com as
reivindicagdes 38 e 39, e ao menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

48. UNIDADE DE DOSAGEM, caracterizada pelo fato de
compreender composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 46.

49. UNIDADE DE DOSAGEM, de acordo com a reivindicagdo
48, caracterizada pelo fato de compreender cerca de 0,01 a 500 mg de
ingrediente ativo, particularmente de 1 a 100 mg. .

50. METODO PARA PREVENIR, TRATAR, COMBATER OU
SUSPENDER DISTURBIOS GASTRINTESTINAIS, caracterizado pelo fato de

compreender a administragdo ao paciente necessitado de dito tratamento de

quantidade farmaceuticamente eficaz de pelo menos um extrato, fragdo ativa

ou composicao de acordo com U'rﬁé'dé's'r'éiﬁrﬁiéééées 36, 38, 39 ou 46.

51. METODO, de acordo com a reivindicagdo 50, caracterizado
pelo fato do distirbio gastrintestinal ser distirbio da orofaringe, afta, herpes,
mau halito, disturbios cujo tratamento é favorecido pela agéo cicatrizante, ou
processo ulcerativo.

52. METODO, de acordo com a reivindicagéo 51, caracterizado
pelo fato do processo ulcerativo ser de qualquer nivel, leve, moderado ou
grave.

53. METODO, de acordo com a reivindicagao 50, caracterizado
pelo fato de compreender a administragdo de cerca de 10 a 300 mg de extrato
de acordo com a reivindicagdo 36 por kg do paciente, particularmente de 10 a
100 mg/kg e mais particularmente de 30 a 50 mg/kg.

54. METODO, de acordo com a reivindicagao 50, caracterizado
pelo fato de compreender a administragdo de cerca de 0,1 a 50 mg da fragéo
ativa de acordo com uma das reivindicagbes 38 e 39 por kg do paciente,
particularmente de 1 a 30mg/kg e mais particularmente de 3 a 10 mg/kg.

55. MEDICAMENTO, caracterizado por compreender pelo
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56. menos um extrato de acordo com a reivindicagéo 36, e/ou
fracao ativa de acordo com as reivindicagbes 38 e 39, e/ou
composigdo de acordo com a reivindicagéo 47.

56. FRACAO ATIVA, de acordo com a reivindicaé}éo 38 ou 39,
caracterizada por apresentar banda de absorgdo maxima em 235 nm (¢ 13500)
no espectro UV. A

57. FRACAO ATIVA extraida ~de Casearia  sylvestris,
caracterizada por apresentar banda de absor¢gdo maxima em 235 nm (¢ 13500)
no espectro UV.

58. .PRINCiPIO ATIVO DE AGCAO ANTIULCEROGENICA,
caracterizado por estar presente na fragdo ativa extraida de Casearia
sylvestris, de acorde- com uma-das- reivindicacses 38, 39, 56 ou 57, sendo
identificado pela banda de absor¢gdo maxima em 235 nm (¢ 13500) no espectro

uv.
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Figura 3
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Figura 4
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Resumo
“PROCESSO DE OBTENGAO DE EXTRATOS DE CASEARIA
SYLVESTRIS, PROCESSOS DE OBTENGAO DE FRAGOES ATIVAS,
EXTRATOS, FRAGOES ATIVAS, USO DE EXTRATOS E FRAGOES ATIVAS,
5 COMPOSIGAO, UNIDADE DE DOSAGEM, METODO PARA PREVENIR,
TRATAR, COMBATER OU SUSPENDER DISTURBIOS
GASTRINTESTINAIS, MEDICAMENTO E PRINCIPIO ATIVO”
A presente invengao refere-se a uma droga antiulcerogénica, mais
particularmente, a uma droga que compreende uma fragéo ativa da planta
10 Casearia sylvestris como componente eficaz. De forma particular a invengéo
trata de uma droga util no tratamento de distirbios do trato gastrintestinal,
principalmente no tratamento de Ulcera gastroduodenal, sendo que apresenta
agado citoprotetora, age tanto em Ulceras leves como moderadas e graves e,

sendo seletiva, ndo apresenta agédo abortiva.
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