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Relat6rio Descritivo de Patente de Invencéao

DERIVADOS PIPERIDINICOS DA (-)-CASSINA E (-)-SPECTALINA,
CoMPOSICOES FARMACEUTICAS CONTENDO 0OS MESMOS E PROCESSOS

PARA SUA PREPARACAO

Campo da Invencao

[001] A presente invencao se refere derivados piperidinicos, em especial a
aril-hidrazonas e/ou ésteres cinamicos e/ou benzéicos derivados da (-)-Cassina
e da (-)-Spectalina e seus homdlogos. Em especial, tais compostos
apresentaram atividade analgésica e antiinflamatoria em ensaios
farmacologicos, podendo ser Uteis no tratamento de doencas inflamatorias,
incluindo neuropatologias como a Doenca de Alzheimer. A presente invencao
também se refere a um processo para a preparacdo destes compostos e a

composic¢des farmacéuticas contendo 0s mesmos.

Antecedentes da Invencao

Processos oxidativos e a influéncia da inflamac¢éo no progresso da DA
[002] Os processos redox desempenham importante papel na geracao
aerObica de energia. Espécies oxidantes, sub-produtos das reacdes de
oxidacdo-reducdo mitocondrial, incluem peréxido de hidrogénio, radicais
hidroxila e superoxidos e, podem causar dano aos lipidios de membrana por
peroxidacdo, aumentando sua rigidez e prejudicando a comunicacao
mediadores-receptores (Am. J. Health Syst. Pharm. 1996, 53, 1545).

[003] A idéia de que a inflamacao no tecido cerebral possa contribuir para o
desenvolvimento da Doenca de Alzheimer (DA) esta fundamentada em estudos
envolvendo pacientes com artrite reumatodide tratados com antiinflamatérios
nao-esteroidais (AINEs) (Am. J. Health Syst. Pharm. 1996, 53, 1545; Trends
Pharm. Sci. 1994, 15, 447; Science 1993, 260, 1719). Além disso, a
interleucina-6 (IL-6) foi detectada em neurdnios e todas os trés tipos de células

gue compde o SNC sao capazes de sintetizar a ciclooxigenase-2 (COX-2) (Cur.
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Med. Chem. 2002, 9, 83). As citocinas e proteinas de fase aguda sédo
sinalizadores adicionais da ativacao inflamatéria na DA. A IL-1 e IL-6 foram
identificadas em plaquetas amildides, sendo que a IL-1 parece ocorrer durante
a fase inicial de formacao da placa amildide, e a IL-6 foi detectada em extratos
cerebrais de pacientes com DA. A IL-1 pode ativar os astrocitos que, por sua
vez, induzem uma série de proteinas de fase aguda, como a ou-
antiquimiotripsina (a1-ACT) que € encontrada em plaquetas amiléides. A -
ACT pode, entdo, ligar-se ao peptideo B-amiléide e modular a formacdo de
fibrilas da proteina (Cur. Med. Chem. 2002, 9, 83).

Agentes aril-hidrazénicos com atividade antiinflamatoria

[004] A busca por novos agentes antiinflamatorios e analgésicos tem levado
ao planejamento e a descoberta de inUmeras acil- e aril-hidrazonas ativas de
diversos padrbes moleculares. O grupo do Prof. Eliezer J. Barreiro tem se
destacado internacionalmente pela sintese de varios ligantes ativos capazes de
atuar sobre diversos mediadores da inflamacéo, cujos resultados identificaram
diversos substituintes acil- e aril-hidrazénicos como um importante grupo
farmacoférico (Quimica Nova 2002, 25, 129; Eur. J. Med. Chem. 1998, 33, 225;
J. Braz. Chem. Soc. 1997, 8, 471; Eur. J. Med. Chem. 1998, 33, 189; Bioorg.
Med. Chem. 2000, 8, 2243; J. Mol. Str. 2000, 505, 11; Il Farmaco 2002, 57,
999; Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 3149).

[005] Dos inumeros derivados sintetizados e que apresentaram atividade
antiinflamatéria, podem ser destacados a 4-bromo-fenilacilhidrazona 1 (Eur. J.
Med. Chem. 1998, 33, 225), as 2-piridilarilhidrazonas 2-4 (Eur. J. Med. Chem.
1998, 33, 189), os derivados fenilimidazolil-4-acilhidrazonas-N-substituidos 5-9
(I Farmaco 2002, 57, 999) e a fenotiazina-acilhidrazona 10 (Bioorg. Med.
Chem. 2004, 12, 3149) (Figura 1). A racionalizacdo dos resultados obtidos e
dos estudos de Relacdo Estrutura-Atividade (REA) de dezenas de substancias
indicou que o perfil biolégico das subunidades hidrazona (11) e acil-hidrazona
(12) deve estar relacionado com sua acidez relativa e sua capacidade de
estabilizacdo de radicais, mimetizando o fragmento bis-alilico (13) de certos

acidos graxos insaturados, como o acido araquidénico (14). Desta forma
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contribuem para a inibicdo do sitio ativo das enzimas catabolicas oxidativas
ciclooxigenase (COX) e 5-lipooxigenase (LOX), responsaveis pela biossintese
de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (Bioorg. Med. Chem. 2004, 12,
3149).

[006] A literatura patentaria € vasta quanto numero de agentes anti-
inflamatoérios heterociclicos ja& documentados. A seguir, sdo citados alguns
exemplos cujas séries contém compostos heterociclicos nitrosilados e aril-
hidrazonas.

[007] O documento US 6,593,347 relata uma série de heterociclicos com
atividade antiinflamatoria de estruturas gerais (A, B, C e D) bem diferentes da

estrutura dos compostos da presente invencao.

I
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[008] O documento US 5,703,073 relata séries de agentes anti-inflamatérios

de estruturas gerais (E, F, G e H)
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[009] H& apenas 3 documentos que relacionam a atividade anti-inflamatoéria de
séries que contém aril-hidrazonas: EP 1 671 962, US 4,325,962 e US
6,960,611.

[0010] O documento EP 1 671 962 relata séries de estruturas basicas (I e J)

gue sdo bem diferentes da estrutura basica dos compostos da presente

invencgao.
R1C
RbH RBH
RCH —_— / YIQ:’-Z\S
Al""#xau gaH \_yaH ) AQ |Q ,‘.,UQ
AH \N— A@ N XMW{;
| R@

[0011] Além disso, neste documento, as aril-hidrazonas possuem atividade
inibitéria especifica contra a quinase c-Jun N-terminal, fato que ndo ocorre com
0S compostos propostos na presente invencao.

[0012] O documento US 4,325,962 relata uma série de derivados com atividade
antiinflamatéria, analgésica e antipirética. Estes derivados possuem estrutura
basica composta por um anel de 5 atomos de acordo com a estrutura (L), a

gual é bem diferente da estrutura basica dos compostos da presente invencgao.

||?4
R2 CH —A
I
\ITI R3
R1 L)

[0013] O documento US 6,960,611 relata uma série de derivados com atividade
anti-inflamatéria especificamente inibidores da enzima ciclooxigenase 2.
Estrutura geral destes derivados (M) também é bem diferente da estrutura geral

dos derivados da presente invencao.
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(M)
[0014]N&o ha nenhum outro documento que relate derivados de aril-
hidrazonas com atividade anti-inflamatoria.
[0015]H& apenas 1 documento, o US 4,824,859, que relata a sintese de
derivados piridinil-carbamatos como atividade anti-inflamatéria. No entanto, a
estrutura geral dos derivados deste documento (N) é bastante diferente da

estrutura dos derivados propostos na presente invencao.

(N)

[0016] O documento US 2006/0040966 relata derivados de aril-aminas de
férmulas gerais (O) com atividade anti-inflamatéria. Entretanto, os derivados
deste documento ndo possuem estrutura quimica semelhante a dos derivados

propostos na presente invencao.

R’Z

N N/
E N
N/ -~

©)
[0017]0 documento WO 00/43384 relata agentes anti-inflamatérios
heterociclicos aromaticos derivados de férmula geral (P) que néo se

assemelham aos derivados propostos na presente invencgao.
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(P)
[0018] Qualquer concretizacdo das invengdes anteriormente relacionadas nao
se aproxima de qualquer estrutura dos compostos propostos na presente

invencgao.

Descricéo botanica de Senna spectabilis

[0019] Senna spectabilis é uma planta arbdrea, pertencente a familia
Fabaceae, conhecida popularmente como S&o-Jodo, cassia-do-nordeste,
canafistula-do-besouro e pau-de-ovelha, possuindo como sinonimias botanicas
Cassia spectabilis, ou Cassia excelsa Schrad. E uma planta decidua (perde
suas folhas numa estacdo especifica do ano), helidfita (necessita de
luminosidade solar para seu desenvolvimento), seletiva xerdfita (vive em
ambiente seco e apresenta adaptacdes estruturais e funcionais que minimizam
a perda de agua por evaporacao, proprio de regides aridas ou com longo
periodo de estiagem), pioneira, caracteristica do nordeste semi-arido
(caatinga), mas também € comum no cerrado do estado de Sao Paulo. Ocorre
preferencialmente em solos mais profundos, bem drenados e de razoavel
fertilidade. Produz anualmente grande quantidade de sementes viaveis. Pode
atingir de 6-9 metros de altura, com tronco de 30-40 cm de diametro. Suas
folhnas sdo compostas pinadas (folhas com mais de trés foliolos saindo de
varios pontos na raque central), tendo de 10-20 pares de foliolos de 2-4 cm de
comprimento. Suas flores sdo amarelas, dispostas em inflorescéncias
terminais, e seus frutos possuem formato de legume cilindrico. Sua madeira,
devido as limitacbes de tamanho, é aproveitada apenas para a confec¢éao de
objetos leves, caixotaria, lenha e carvdo (Lorenzi, H. Arvores brasileiras:
manual de identificacdo e cultivo de plantas arbéreas do Brasil, 4. ed., Nova
Odessa: Plantarum, 2002 vol. 1, p.184).
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[0020] Senna spectabilis, uma espécie de arvore endémica da Mata Atlantica
dos Estados de Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul, demonstrou atividade
citotoxica seletiva e foi selecionada para estudo fitoquimico, visando o
isolamento de alcalbides piperidinicos e outros metabdlitos bioativos. O estudo
quimico das folhas, flores e frutos de S. spectabilis resultou no isolamento de
inimeros alcalbides piperidinicos (compostos 15-25, Figura 2) (Tetrahedron
1995, 51, 5929; J. Nat. Prod. 1995, 58, 1683; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 157;
An. Acad. Bras. Ci. 1999, 71, 181; J. Nat. Prod. 2004, 67, 908; Viegas Jr., C.;
Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista, Brasil, 2003). A (-)-
espectalina (15), ja havia sido identificada nas folhas, mas foi muito mais
abundante nas flores, tendo sido obtida com rendimento de 4% a partir do
extrato EtOH. Ensaios in vivo evidenciaram atividade analgésica periférica e
moderada atividade antiinflamatoria de 15 (Planta Medica 2003, 69, 795;
Viegas Jr., C.; Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista, Brasil,
2003), além de importante efeito tOxico em doses elevadas.

[0021] Outro metabdlito isolado das flores e dos frutos desta planta, 3-O-acetil-
espectalina (17), também demonstrou atividade analgésica periférica e central,
sem os efeitos toxicos observados em 15. O reconhecimento de uma
“subunidade acetilcolina” internalizada no nucleo acetil-piperidinol de 17 (Figura
2) sustentou a hipétese de que esta substancia poderia atuar também como
inibidor de AChE. Utilizando a relacdo bioisostérica existente entre as funcdes
carbonato e éster, foi planejada a preparacdo dos cloridratos da 3-O-acetil-
espectalina (26) e do carbonato 3-O-Boc-espectalina (27), além de outros trés
derivados. A avaliacdo preliminar in vitro demonstrou que as substancias 26 e
27, foram capazes de inibir completamente a AChE, utilizando-se como padréo
a galantamina, um farmaco comercial. Estudos mais recentes demonstraram
gque 26 e 27 também sdo capazes de reverter amnésia induzida em
camundongos e ratos por escopolamina, sem os efeitos toxicos apresentados
pela tacrina (Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 4184; WO 2006/039767).
Atualmente, estes dois candidatos a farmacos anticolinesterasicos estdo em

fase pré-clinica de avaliacéo.

Peticéio 870200117828, de 23/09/2020, pag. 13/53



8/30

[0022] Num estudo mais recente utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com o extrato das flores, fragcbes de extrato e
metabdlitos de S. spectabilis descobriram a ocorréncia de co-metabdlitos
homdlogos, distintos no tamanho da cadeia carbbnica lateral de 10 e 12
unidades metilénicas. Estes resultados revelaram que na realidade a (-)-
espectalina (15) co-elui com seu homologo inferior, a (-)-Cassina (28), do qual
é dificilmente separavel, constituindo uma mistura 30 (15):70 (28) (J. Braz.
Chem. Soc. 2005, 6B, 1431-1438).

[0023] A (-)-Cassina (28), matéria-prima abundante nas flores de S. spectabilis
e precursor na semissintese de 26 e 27, apresentou atividade antiinflamatoria
moderada, inibindo 33% do edema induzido em pata de ratos.

[0024] Em trabalho anterior dos inventores da presente invencéo, ja havia sido
preparada uma série de derivados da (-)-espectalina (15) (compostos 29-39,
Figura 3) visando obter informacdes sobre relacdo estrutura-atividade (REA),
toxicidade e identificacdo de grupos funcionais passiveis de serem modificados
sem perda da atividade analgésica. Deste estudo concluiu-se que o acetato 29
foi o derivado mais promissor, apresentando atividade analgésica um pouco
inferior do que 15, mas sem apresentar os efeitos toxicos observados em
ensaios de toxicidade aguda e subaguda. Desta forma identificou-se o grupo
hidroxila na posicdo C-3 da cassina/espectalina como grupo toxicofdrico
(Viegas Jr., C.; Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista, Brasil,
2003; Viegas Jr. C.; Moreira, M. S. A.; Barreiro, E. J.; Bolzani, V. S.; Resumos
da 252 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2002; Viegas Jr. C.;
Bolzani, V. S.; Barreiro, E. J.; Miranda, A. L. P.; Resumos da 262 Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2003).

[0025] Estes resultados, aliados ao fato de tratarem-se de IAChEs com um
novo padrdo molecular, qualificaram os compostos 26 e 27 como novos
prototipos para estudos pré-clinicos. Entretanto, além da presenca de uma
subunidade acetilcolina internalizada no ndcleo piperidinico, que possivelmente

seja o grupo farmacoférico responsavel pelo reconhecimento pela AChE, pouco

Petica0 870200117828, de 23/09/2020, pég. 14/53



9/30

se sabe sobre as possiveis influéncias de outras fungbes presentes na
estrutura.

[0026] As posi¢cBes —OH do nucleo piperidinol e C=0 da cadeia lateral podem
ser alvos interessantes para a preparacao de séries congéneres de ésteres/
carbamatos e hidrazonas, respectivamente. O planejamento de uma série de
ésteres derivados da cassina (28)/espectalina (15) visa explorar modificacfes
bioisostéricas na posicdo C-3 do anel piperidinico em busca da modulacédo da
atividade analgésica e antiinfimatéria. Além disso, estas novas séries poderédo
incluir, também, novos derivados carbamatos piperidinicos novos agentes
anticolinesterasicos e piperidinil-arilidrazonas (Figura 4), constituindo novos
padrdes estruturais de compostos com atividade anticolinesterasica e
antiinflamatéria. Por esta nova concepcéo estrutural e de atividade, estas
novas séries de compostos poderdo representar uma importante inovacao no
desenho molecular de agentes antiinflamtorios e anticolinesterasicos.

[0027] O documento WO 2006/039767 relata o uso da espécie Senna
spectabilis como fonte de derivados piperidinicos. Entretanto, os derivados
obtidos neste documento ndo sao derivados da cassina ou da (-)-Cassina. Nao
h& outro documento referente ao uso de Senna spectabilis.

[0028] O documento US 2004/0197429 relata o uso direto de substancias
extraidas de extratos vegetais de espécies da ordem Fabales, Asterales,
Apocinales, Arales, dentre outras, com atividade anti-inflamatéria e analgésica
simultaneamente. Entretanto, os inventores desta invencdo nao propuseram
nenhuma modificacdo quimica no composto de partida extraido da planta. Nao
h& nenhum documento relacionado a modificacdo quimica de um composto de
partida extraido de uma espécie da Familia Fabaceae com atividade
analgésica e antiinflamatoria simultanea.

[0029] A diversidade de atividade bioldgica observada para os alcaldides
piperidinicos de S. spectabilis e de seus derivados semissintéticos despertou o
interesse pelo estudo de REA analgésica e antiinflamatoria para derivados da
(-)-Cassina (28), visando a obtencao de agentes analgésicos e antiinflamatérios

mais potentes, menos téxicos e com um padrédo estrutural inovador.
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Objeto da Invencéao

[0030] E um dos objetos da presente invengdo proporcionar novos agentes
terapéuticos com atividade analgésica e/ou antiinflamatoria.

[0031] E outro dos objetos da presente invengdo proporcionar processos de
preparacdo de uma série derivados da (-)-Cassina (28) e da (-)-Spectalina (15).
Em uma concretizagdo preferencial, os referidos derivados s&o piperidinil-
carbamatos e ésteres aromaticos preparados a partir de reacdes sobre o grupo
hidroxila do nucleo piperidinico e piperidinil-aril-hidrazonas preparadas a partir
de reacles envolvendo a funcdo C=0 da cadeia lateral da (-)-Cassina (28) e da
(-)-Spectalina (15) e seus homologos, obtidos do extrato etandlico de flores de
Senna spectabilis.

[0032] Os derivados da presente invencao possuem formula geral (1):

R1,
I'O R2
\\‘\\‘ Il\l ""’/M
H 0

onde:
n € um numero inteiro escolhido de 2 a 10;

R1 ¢é escolhido do grupo que compreende OH, R3R4sNOCO,

m (Rym O(Rs)m
%O @ro <O O
@) @) _ O

(R)
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m é um numero inteiro escolhido de 1 a 5;

HN R,

R2 é escolhido do grupo que compreende O, N/ ;

Rs e R4 sdo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
grupos H, alquila C1-C7; benzila, fenila, arilalquila C1-C7;

Rs é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
alquila, orto-cicloalquila, orto-alcoxila, orto-clicloalcoxila, orto-tioxila, orto-
ariloxila, orto-sulfonas, orto-sulfetos, orto-sulfoxidos, orto-sulfonatos, orto-
sulfonamidas, orto-amino, orto-amido, orto-haletos, orto- carboalcoxila, orto-
carbotioalcoxila, orto-trihaloalcano, orto-ciano, orto-nitro, meta-alquila, meta-
cicloalquila, meta-alcoxila, meta-clicloalcoxila, meta-tioxila, meta-ariloxila, meta-
sulfonas, meta-sulfetos, meta-sulfoxidos, meta-sulfonatos, meta-sulfonamidas,
meta-amino, meta-amido, meta- haletos, meta-carboalcoxila, meta-
carbotioalcoxila, meta-trihaloalcano, meta-ciano, meta-nitro, para-alquila, para-
cicloalquila, para-alcoxila, para-clicloalcoxila, para-tioxila, para-ariloxila, para-
sulfonas, para- sulfetos, para-sulfoxidos, para-sulfonatos, para-sulfonamidas,
para-amino, para-amido, para-haletos, para-carboalcoxila, para-
carbotioalcoxila, para-trihaloalcano, para-ciano ou para-nitro;

Rs e R7 séo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
H, OH, NO2, NH,, N(C1-C5)(C1-C5), F, CI, Br, I, C1-C5, COOH, OC1-C5,
SO3H,CN, COO(C1-C5), SO3(C1-C5), S(C1-C5);

e/ou seus sais, solvatos, hidratos, isémeros farmaceuticamente
aceitaveis.

[0033]E um adicional objeto da presente invencdo uma composicao
farmacéutica compreendendo:

a) um composto de férmula geral (1)
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R1,
N R2

Wt “
W N ‘7.

=]

(1
onde:
n € um numero inteiro escolhido de 2 a 10;

R1 é escolhido do grupo que compreende OH, R3RsNOCO,

(Rg)m
(RyM (Rm N
= O O <O @)
@) O i @)
(Rg)m
O
<O = @)
@)
m € um ndmero inteiro escolhido de 1 a 5;
Re
HN R,

R2 é escolhido do grupo que compreende O, N/ ;

Rs e R4 séo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
grupos H, alquila C1-C7; benzila, fenila, arilalquila C1-C7,

Rs é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
alquila, orto-cicloalquila, orto-alcoxila, orto-clicloalcoxila, orto-tioxila, orto-
ariloxila, orto-sulfonas, orto-sulfetos, orto-sulfoxidos, orto-sulfonatos, orto-
sulfonamidas, orto-amino, orto-amido, orto-haletos, orto- carboalcoxila, orto-
carbotioalcoxila, orto-trihaloalcano, orto-ciano, orto-nitro, meta-alquila, meta-

cicloalquila, meta-alcoxila, meta-clicloalcoxila, meta-tioxila, meta-ariloxila, meta-
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sulfonas, meta-sulfetos, meta-sulfoxidos, meta-sulfonatos, meta-sulfonamidas,
meta-amino, meta-amido, meta- haletos, meta-carboalcoxila, meta-
carbotioalcoxila, meta-trihaloalcano, meta-ciano, meta-nitro, para-alquila, para-
cicloalquila, para-alcoxila, para-clicloalcoxila, para-tioxila, para-ariloxila, para-
sulfonas, para- sulfetos, para-sulféxidos, para-sulfonatos, para-sulfonamidas,
para-amino, para-amido, para-haletos, para-carboalcoxila, para-
carbotioalcoxila, para-trihaloalcano, para-ciano ou para-nitro;

Rs € R7 sdo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
H, OH, NO2, NH,, N(C1-C5)(C1-C5), F, Cl, Br, I, C1-C5, COOH, OC1-C5,
SO3H,CN, COO(C1-C5), SO3(C1- C5), S(C1-C5);

e/ou seus sais, solvatos, hidratos, isébmeros farmaceuticamente
aceitaveis; e

b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[0034] E um adicional objeto da presente invenc¢&o proporcionar o0 processo de
producdo de derivados piperidinicos da (-)-Cassina e da (-)-Spectalina que
compreende as etapas de:
a) dissolver a (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina;
b) adicionar uma aril-hidrazina de formula:
R8

H
N R9
/
H,N
onde R8 e R9 sdo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H, OH, NO2, NH», N(C1-C5)(C1-C5), F, ClI, Br, I, C1-C5, COOH,
OC1-C5, SOzH,CN, COO(C1-C5), SO3(C1- C5), S(C1-Cb);
c¢) adicionar um acido forte concentrado;

d) aguecer até o refluxo.

[0035] Em especial, a (-)-Cassina e/ou a (-)-Spectalina € dissolvida em
solventes organicos como o CHCls, CH2Cl2, EtOH, MeOH ou DMSO.

Peticéio 870200117828, de 23/09/2020, pag. 19/53



14/30

[0036] O acido forte utilizado na reacéo, € o HCI.
[0037] Em uma execucao opcional desta reagcdo, o sistema reacional néo
apresenta solvente e a reagdo ocorre em um suporte, em presenga de
catalisador e em forno de microondas.
[0038] Em especial, o suporte é escolhido do grupo das argilas que s&o
compostos que compreendem os minerais filossilicdticos hidratados,
aluminosos de baixa cristalinidade e diminutas dimensdes (particulas menores
do que 1/256 mm ou 4 um de didmetro) como a caolinita, montmorilonita (dos
tipos K5, K10, K20, K30, KSF, KSF/O), montmorilonita de ferro, beidelita,
saponita, hectorita, stevensita, nontronita, smectita, silica gel ou a mistura dos
mesmos. Em especial a presente invencao utiliza a argila montmorillonita K-10.
[0039] Em outra execucdo opcional desta reacdo, a série de derivados
piperidinicos da (-)-Cassina e da (-)-Spectalina pode ser obtida pela reacéo da
(-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina em meio basico com:
a) isocianatos de formula geral R10-N=C=0O onde Rio € escolhido do
grupo que compreende H, alquila C1-C7, benzila, fenila, arilalquila
C1-C7; elou
b) cloretos de carbamoila de formula geral R11-NR12-COCI onde R11 e
R12 séo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
H, alquila C1-C7, benzila, fenila, arilalquila C1-C7; e/ou

c) Intermediarios reativos.

[0040] Em especial, a formacado do intermedidrio reativo ocorre através da:

a.l) reacdo de um acido de formula:
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(R13)m (ng)m
— OH OH
O O
(R13)m (R;3)m
{ 4
o OH o — OH
@) O

onde m é um numero inteiro escolhido de 1 a 5;

R13 é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
alquila, orto-cicloalquila, orto-alcoxila, orto-clicloalcoxila, orto-tioxila, orto-
ariloxila, orto-sulfonas, orto-sulfetos, orto-sulfoxidos, orto-sulfonatos, orto-
sulfonamidas, orto-amino, orto-amido, orto-haletos, orto- carboalcoxila, orto-
carbotioalcoxila, orto-trihaloalcano, orto-ciano, orto-nitro, meta-alquila, meta-
cicloalquila, meta-alcoxila, meta-clicloalcoxila, meta-tioxila, meta-ariloxila, meta-
sulfonas, meta-sulfetos, meta-sulfoxidos, meta-sulfonatos, meta-sulfonamidas,
meta-amino, meta-amido, meta- haletos, meta-carboalcoxila, meta-
carbotioalcoxila, meta-trihaloalcano, meta-ciano, meta-nitro, para-alquila, para-
cicloalquila, para-alcoxila, para-clicloalcoxila, para-tioxila, para-ariloxila, para-
sulfonas, para- sulfetos, para-sulfoxidos, para-sulfonatos, para-sulfonamidas,
para-amino, para-amido, para-haletos, para-carboalcoxila, para-
carbotioalcoxila, para-trihaloalcano, para-ciano ou para-nitro;

com MsCIl em atmosfera de N2 e na presenca de trietilamina; ou

a.2) reacdo de um acido de formula:
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(R13)m (ng)m
— OH OH
O O
(R13)m (R;3)m
{ 4
o OH o — OH
@) O

onde m é um numero inteiro escolhido de 1 a 5;

R13 é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
alquila, orto-cicloalquila, orto-alcoxila, orto-clicloalcoxila, orto-tioxila, orto-
ariloxila, orto-sulfonas, orto-sulfetos, orto-sulfoxidos, orto-sulfonatos, orto-
sulfonamidas, orto-amino, orto-amido, orto-haletos, orto- carboalcoxila, orto-
carbotioalcoxila, orto-trihaloalcano, orto-ciano, orto-nitro, meta-alquila, meta-
cicloalquila, meta-alcoxila, meta-clicloalcoxila, meta-tioxila, meta-ariloxila, meta-
sulfonas, meta-sulfetos, meta-sulfoxidos, meta-sulfonatos, meta-sulfonamidas,
meta-amino, meta-amido, meta- haletos, meta-carboalcoxila, meta-
carbotioalcoxila, meta-trihaloalcano, meta-ciano, meta-nitro, para-alquila, para-
cicloalquila, para-alcoxila, para-clicloalcoxila, para-tioxila, para-ariloxila, para-
sulfonas, para- sulfetos, para-sulfoxidos, para-sulfonatos, para-sulfonamidas,
para-amino, para-amido, para-haletos, para-carboalcoxila, para-
carbotioalcoxila, para-trihaloalcano, para-ciano ou para-nitro; com DCC na
presenca de 4-DMAP;

[0041] E também um adicional objeto da presente invencdo, proporcionar o
método de obtencdo da (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina caracterizado por
compreender as etapas de:

a) coletar um material vegetal rico em (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina;
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b) opcionalmente secar e/ou moer tal material;

c) suspender o material do item b) em etanol;

d) opcionalmente filtrar e/ou concentrar a suspenséao da etapa c);

e) dissolver o extrato etandélico em uma mistura MeOH:H-0;

f) extrair a solucdo da etapa e) com AcOEt ou CHCls3;

g) extrair a solucéo da etapa f) com HCI;

h) opcionalmente fracionar a solucdo da etapa g) em coluna de
adsorcao.
[0042] O material vegetal pode ser coletado de qualquer parte da planta tais
como da raiz, caule, folhas, flores, frutos e sementes. Em especial, o material
vegetal utilizado na presente invencéo foram flores de Senna spectabilis.
[0043] A coluna de adsorcéo a ser utilizada no fracionamento da (-)-Cassina
elou (-)-Spectalina é escolhida do grupo que compreende colunas de adsorcéo
tais como colunas de silica e de alumina. Em especial, a coluna utilizada na
presente invencao € a coluna de alumina.
[0044] Estes e outros objetos da presente invencdo serdo melhor
compreendidos e valorizados a partir da descricdo detalhada da invencéo e das

reivindicacOes anexas.

Breve Descricdo das Figuras

[0045] A figura 1 mostra diversos compostos ativos com substituintes acil- e
aril-hidrazoénicos pertencentes ao estado da técnica.

[0046] A Figura 2 mostra os alcaléides piperidinicos isolados de Senna
spectabilis e derivados semissintéticos.

[0047] A Figura 3 mostra o planejamento de derivados da (-)-Cassina (28)
como analgésicos e antiinflamatorios.

[0048] A Figura 4 mostra o esquema de sintético para uma série de aril-
hidrazonas e piperidinil-carbamatos.

[0049] A Figura 5 mostra o efeito da dipirona (10 mg/kg, i.p.) e ésteres

benzébicos e cinamicos da cassina (100 umol/kg, i.p.) em ensaio de contorcdo

Peticéio 870200117828, de 23/09/2020, pég. 23/53



18/30

abdominal induzido por acido acético. (*P<0,05 foi considerado significativo ao
nivel de 95% de confianca no este de t Student).

[0050] A Figura 6 mostra o efeito da indometacina (36 mg/kg, i.p) e derivados
sintéitcos aril-hidrazonicos (30 umol/kg, v.0) em ensaio de hiperalgesia induzido
por formalina. (*P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 95% de
confianca no este de t Student).

[0051] A Figura 7 mostra o efeito da indometacina (36 mg/kg, i.p.) e ésteres
benzébicos e cindmicos da cassina (100 pumol/kg, i.p.) em ensaio de hiperalgesia
induzido por formalina. (*P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 95%

de confianca no este de t Student).

Descricao Detalhada da Invencao

[0052] Os exemplos aqui mostrados tem o intuito somente de exemplificar,
contudo sem limitar, o escopo da invencgao.

[0053] Para efeitos desta invengao, por “composi¢des farmacéuticas” entende-
se toda e qualquer composicdo que contenha um principio ativo, com fins
profilaticos, paliativos e/ou curativos, atuando de forma a manter e/ou restaurar
a homeostase, podendo ser administrada de forma topica, parenteral, enteral
e/ou intratecal. Por “principio ativo” entende-se todos ou quaisquer compostos
de formula geral (), ou seus sais, solvatos, hidratos e/ou isémeros

farmaceuticamente aceitaveis.

Exemplo 1. Obtencao da matéria prima

[0054] O alcaldéide natural (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina foi o substrato de
partida para o trabalho sintético e foi obtido a partir das flores de Senna
spectabilis.

[0055] O material vegetal foi coletado na regido de Araraquara-Ribeirdo Preto
no ano de 2000, e, apds secagem e moagem foi suspenso em EtOH por 3 dias,
seguido de filtracdo e concentracdo, fornecendo o extrato etandlico. O extrato
alcodlico concentrado foi redissolvido em MeOH:H,O (8:2), extraido com

hexano para remocdo de substancias graxosas e com AcOEt ou
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CHCI3z. O extrato AcOEt ou CHCIs foi submetido a extracdo acido-base com
HCI e a fracdo alcaloidica resultante foi fracionada em coluna de alumina,
fornecendo a (-)-Cassina (28) e a (-)-espectalina (15) (J. Nat. Prod. 2004, 67,
908; Viegas Jr., C.; Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista, Brasil,
2003; J. Braz. Chem. Soc. 2005, 6B, 1431-1438).

Exemplo 2. Preparagéo das aril-hidrazonas e piridinil carbamatos

[0056] A série de derivados aril-hidrazénicos da cassina (40, Figura 4) podera
ser obtida por reacdo do material de partida 28 com aril-hidrazinas
convenientemente escolhidas, em CHCIz ou outro solvente adequado, como
por exemplo CH2Cl,, EtOH, MeOH ou DMSO, com adi¢cdo de HCI concentrado
e refluxo por cerca de 24-48h. Outra alternativa para a preparacdo de
hidrazonas é a utilizacdo de argila K-10 como catalisador e suporte para a
reacao isenta de solvente em forno de microondas. Exemplos nao limitantes de
catalisadores e suportes uteis na presente invencao incluem, ndo se limitando,
minerais filossilicaticos hidratados, aluminosos de baixa cristalinidade e
diminutas dimensdes (particulas menores do que 1/256 mm ou 4 um de
diametro) como a caolinita, montmorilonita (dos tipos K5, K10, K20, K30, KSF,
KSF/O), montmorilonita de ferro, beidelita, saponita, hectorita, stevensita,
nontronita, smectita, silica gel ou a mistura dos mesmos. A série congénere de
piridinil-carbamatos (41) podera ser obtida a partir de 28, por reacdo com
isocianatos ou cloretos de carbamoila convenientemente escolhidos em meio

basico (Figura 4).

Procedimento Geral para Preparacao das aril-hidrazonas da (-)-Cassina

[0057] Em baldo de duas bocas, munido de condensador de refluxo, dissolveu-
se 100 mg (0,3367 mmol) de (-)-Cassina em 10 mL de CHCIs;, seguido da
adicdo da aril-hidrazina correspondente(leq. molar) e HCI concentrado (5
gotas). O sistema reacional foi aquecido ao refluxo e mantido sob agitacdo por
cerca de 24-48 h, monitorando-se por CCD. Apo6s conversdo completa do

material de partida, o solvente foi removido por destilacdo a presséo reduzida
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fornecendo as aril-hidrazonas na froma de seus cloridratos em bom grau de

pureza, em rendimentos da ordem de 90%.

Exemplo 3. Preparacédo dos ésteres aromaticos e ésteres cinamoilicos

Instrumentacao e Reagentes

[0058] As analises por Ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas
em Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear Bruker modelos AC-200F
(4,7 Tesla), operando em frequéncia de 200 MHz para nucleos de hidrogénio e
50 MHz para o carbono e Espectrometro de RMN Varian INOVA 500 (11,7
Tesla), operando em frequéncia de 500 MHz para os nucleos de hidrogénio e
125 MHz para o carbono. As medidas de ponto de fuséo foram feitas em
aparelho digital da marca Micro Quimica, modelo MQAPF-301.

Solventes

[0059] Os solventes utilizados nos experimentos foram solventes comerciais
tratados previamente conforme procedimentos de rotina (“Purification of
Laboratory Chemicals”, Pergamon Press, Oxford, 3™ ed., 1988).

[0060] Nos experimentos de RMN foram utilizados cloroformio—d 99,8%
ACROS Organics e metanol-ds Cambridge Isotope Laboratories, Inc., e

tetrametilsilano (TMS) como padréo interno.

Suportes cromatograficos

[0061] Nos experimentos de cromatografia em camada delgada foram
utilizadas placas comerciais Merck de silica gel 60, com indicador de
fluorescéncia (UVass) € 0,20 mm de espessura e placas comerciais Macherey-
Nagel de alumina neutra com indicador de fluorescéncia (UV2s4) € com 0,20

mm de espessura.

Reveladores
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[0062] Para a visualizacdo das placas cromatogréaficas foram utilizadas camara
de vidro saturada por vapor de lodo sdlido (l2), luz ultravioleta em A= 254 e 365
nm e solucdo de vainilina/EtOH/H.SOs (“Practice of Thin Layer
Chromatography”, Wiley Interscience, N.Y., 1978).

[0063] Recentemente, Romeiro e colaboradores (trabalho apresentado durante
a 282 RASBQ, Q0-059, Pocos de Caldas — MG, 2005) descreveram a sintese
de indmeras amidas utilizando intermediarios metil-sulfénicos obtidos a partir
da reacdo de acidos carboxilicos com cloreto de mesila em meio bésico. Esta
metodologia foi entdo adaptada e explorada como alternativa para a obtencao
de ésteres cinamoilicos e benzoicos da cassina. Outra abordagem de
preparacdo dos ésteres desejados foi a utilizagdo de diciclo-hexil-carbodiimida
(DCC), catalizada por 4-dimetilamino piridina (4-DMAP) (Tet. Lett. 1978, 46,
4475; Angew. Chem. Int. Ed. 1978, 17, 522). Ambas as metodologias foram
utilizadas, com o objetivo de otimizar os rendimentos reacionais, pois observou-
se que, dependendo do tipo de substituinte no anel aromatico, a reatividade
variava bastante na geracdo do intermediario sintético correspondente,

inviabilizando alguns dos ésteres-alvo.

3.1. Preparacao do 3-O-[3,4-metilenodioxi-cinamoil]-cassina (JSTCCO06)
[0064] Dissolveu-se 0,168 mmol de acido 3,4-metilenodioxicinamico (32 mg)
em CH2Cl> (3,00 mL) em atmosfera de N2, seguido da adi¢cdo de 0,336 mmol
de trietilamina (0,047 mL) a 0°C. Ao sistema, adicionou-se 0,1848mmol de
MsCI (0,014 mL) e deixou-se sob agitacédo e t.a. até o consumo total do acido
de partida, visualizado por CCD. Adicionou-se, entdo, a cassina (28, 50,0 mg,
0,168 mmol) previamente dissolvida em CH2Cl2, mantendo a temperatura baixa
por aproximadamente 30 minutos. Ao final, elevou-se a temperatura a t.a.,
deixando reagir até o consumo total do material da partida (~ 48 h).

[0065] O acompanhamento da reacdo foi efetuado por analise por CCD
utilizando alumina (Al2O3) como fase estacionaria, eluida com CH2Cl,/MeOH
9,8:0,2. A reacdo foi finalizada com adicdo de 3 mL de sol. aq. de Na>CO3z 10%

e a fase organica foi separada em funil de separacdo. Os extratos organicos
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foram lavados com sol. saturada de NaCl, secos com MgSO,, filtrados e
evaporados no rota-evaporador. O produto bruto foi purificado em coluna de
alumina neutra, eluida com CHCI./MeOH (9,8:0,2), obtendo-se trés fracbes:
JSTCCO06-F1 (20,4 mg, 27%), JSTCCO06-F2 (9,7mg) e JISTCCO06-F3 (8,5 mg).

3.2. Preparacao do 3-O-[p-hidroxi-cinamoil]-cassina (JSTCCO07)

[0066] Dissolveu-se 0,168 mmol de acido p-hidroxicindmico (27,6 mg) em
CH2CI2 (3,00 mL) em atmosfera de N2, seguido da adi¢do de 0,336 mmol de
trietilamina (0,047 mL) a 0oC. Ao sistema, adicionou-se 0,184 mmol de MsCI
(0,014 mL) e deixou-se sob agitacdo e t.a. até o consumo total do acido de
partida,visualizado por CCD, ap0s 2 horas de reagdo adicionou-se mais
0,01mL de MsCI. Adicionou-se, entdo, a cassina (28, 50,0 mg, 0,168 mmol)
previamente dissolvida em CH2CI2, mantendo a temperatura baixa por
aproximadamente 30 minutos. Ao final, elevou-se a temperatura a t.a.,
deixando reagir até o consumo total do material da partida (~ 48 h).

[0067] O acompanhamento da reacdo foi efetuado por analise por CCD
utiizando alumina (Al203) como fase estacionaria, eluida com
CH2Cl2/Hex/MeOH 8:1,5:0,5. A reacéo foi finalizada com adi¢do de 3 mL de
sol. ag. de Na.COs 10% e a fase organica foi separada em funil de separacao.
Os extratos organicos foram lavados com sol. saturada de NaCl, secos com
MgSO., filtrados e evaporados no rota-evaporador. O produto bruto foi
purificado em coluna de alumina neutra, eluida com CHCIl,/Hex/MeOH
(8:1,5:0,5), obtendo-se trés fracbes: JSTCCO7-F1 (19,0 mg, 26%), JSTCCOQ7-
F2 (0,4 mg) e JSTCCO7-F3 (1,3 mg).

3.3. Preparacao do 3-O-[benzoil]-cassina (JSTCCO08)

[0068] Uma solucdo de 0,214 mmol de acido benzdico (26,1 mg), 0,235 mmol
de DCC (48,5 mg), 0,235 mmol de cassina (28, 70,0 mg) e 0,021 mmol de 4-
DMAP (2,6 mg) em CHxCI> (5,0 mL), foi mantida sob agitacéo e t.a. até a
esterificacdo completa, visualizada por CCD utilizando alumina (Al.O3) como

fase estacionaria, eluida com CH.Cl,/MeOH 9,8:2. A reacdo foi finalizada
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filtrando-se o N,N-diciclohexiluréia formado, lavando-se com agua destilada
(0,05 mL), seco com MgSOs, filtrado e o solvente evaporado em rota-
evaporador. Rendimento 74%.

3.4. Preparacao do 3-O-[4-nitrobenzoil]-cassina (JSTCC24)

[0069] Uma solucédo de 0,214 mmol de &cido 4-nitrobenzdico (35,8 mg), 0,235
mmol de DCC (48,5 mg) , 0,235 mmol de cassina (28, 70,0 mg) e 0,021 mmol
de 4- DMAP (2,56 mg) em CH2Cl> (5,0 mL), é mantida sob agitacdo e t.a. até a
esterificacdo completa, visualizada por CCD utilizando alumina (Al2O3) como
fase estacionaria, eluida com CH2Cl/MeOH 9,8:2. A reacgdo foi finalizada
filtrando-se o N,N-diciclohexiluréia formado, lavando-se com agua destilada
(0,05 mL), seco com MgSOs, filtrado e o solvente evaporado em rota-
evaporador. Rendimento de 73%.

3.5. Preparacao do 3-O-[2-hidroxibenzoil]-cassina (JSTCC11)

[0070] Dissolveu-se 0,168 mmol de acido 2-hidroxibenzoéico (26,9 mg) em
CH2Cl2 (3,0 mL) em atmosfera de N», seguido da adicdo de 0,336 mmol. de
trietilamina (0,05 mL) a 0°C. Ao sistema, adicionou-se 0,1848 mmol de MsCI
(0,014 mL) e deixou-se sob agitacdo e t.a. até o consumo total do acido de
partida, visualizado por CCD, ap0s 2 horas de reacdo acrescentou-se mais
0,01mL de MsCI. Adicionou-se, entdo, a cassina (28, 50,0 mg, 0,168 mmol)
previamente dissolvida em CH2Cl,, mantendo a temperatura baixa por
aproximadamente 30 minutos. Ao final, elevou-se a temperatura a t.a.,
deixando reagir até o consumo total do material da partida (~48 h). O
acompanhamento da reacdo foi efetuado por andlise por CCD utilizando
alumina (Al,O3) como fase estacionaria, eluida com CH.Cl,/MeOH 9,8:0,2. A
reacao foi finalizada com adicdo de 3 mL de sol. ag. de Na>,CO3 10% e a fase
organica foi separada em funil de separacdo. Os extratos organicos foram
lavados com sol. saturada de NaCl, secos com MgSO, filtrados e evaporados

no rota-evaporador. O produto bruto foi purificado em coluna de alumina
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neutra, eluida com CHCI>/MeOH (9,8:0,2), obtendo-se trés fracdes: JSTCC11-
F1 (5,3 mg, 20%), JSTCC11-F2 (8,2mg) e JSTCC11-F3 (1,4 mg).

3.6. Preparacéao do 3-O- [3,4-diidroxicinamoil]-cassina (JSTCC 21)

[0071] Uma solucdo de 0,214 mmol de acido 3,4-dihidroxicindmico (38,6 mg),
0,235 mmol de DCC (48,5 mg) , 0,235 mmol de cassina (28, 70,0 mg) e 0,021
mmol de 4- DMAP (2,6 mg) em CH:ClI2 (3,0 mL) é mantida sob agitagdo e t.a.
até a esterificacdo completa, visualizada por CCD utilizando alumina (Al203)
como fase estacionaria, eluida com CH2>Cl,/MeOH 9,8:2. A reacéo foi finalizada
fillrando-se o N,N-diciclohexiluréia formada, lavando-se com agua destilada
(2,0 mL), seco com MgSO,, filtrado e o solvente evaporado em rota-

evaporador.

3.7. Preparacao do 3-O-[cinamoil]-cassina (JSTCC20):

[0072] Dissolveu-se 1 eq. de acido p-hidroxicinamico em CH2Cl,, em atmosfera
inerte, adicionando-se em seguida 2 eq. de trietlamina a 0°C. Ao sistema
adiciona-se 1. eq. de MsCl e deixa-se sob agitacdo a temperatura ambiente até
o consumo total do acido de partida (~3 h). Entdo apds formacao do anidrido
sulfénico adiciona-se a cassina (28) previamente dissolvida em CHCly,
mantendo a temperatura baixa por aproximadamente 30 minutos. Finalmente,
elevou-se a t.a. deixando reagir até o consumo total do material da partida (~
48 h). O acompanhamento da reacdo foi efetuado por analise por CCD
utilizando alumina (Al203) como fase estacionaria e com mistura dos solventes
CH2Cl2/Hex/MeOH, em gradiente de concentracdo de 8:1,5:0,5 como fase
movel. A reacéao foi finalizada com a adicdo de 3,0 mL de Na,COs, a 10%, e a
fase organica separada por funil de separacgéo, lavou-se com solucao saturada

de NaCl, secou-se com MgSQy, filtrou-se e concentrou-se sob vacuo.

3.8. Preparacao do 3-O-[4-aminobenzoil]-cassina (JSTCC25)
[0073] Para obtencdo do &acido p-aminobenzéico, adaptou-se metodologia

descrita na literatura!®, segundo a qual uma solucéo de 0,598 mmol de acido p-
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nitrobenzéico (100,00 mg), 3,342 mmol de Fe® (187,1 mg), 0,351 mmol de
NH4CI (18,8 mg) em EtOH/H-O (2:1, 5 mL) é mantida em refluxo a 100°C, e
atmosfera inerte por aproximadamente 1 hora. O produto € filtrado e a reagéo
finalizada com H>O destilada, o produto foi extraido com CH2Cl>, seco com
MgSOs, filtrado e o solvente evaporado em rota-evaporador. O produto foi
caracterizado por ponto de fusdo 187,7-196,4 °C (lit. 187-189 °C). O acido p-
aminobenzéico obtido foi utilizado para esterificacdo com a cassina (28) por
reacdo com DCC, conforme descri¢ao abaixo:

[0074]Uma solucdo de 0,214 mmol de acido 4-aminobenzéico (29,31 mg),
0,235 mmol de DCC (48,5 mg), 0,235 mmol de cassina (28, 70,0 mg) e 0,021
mmol de 4- DMAP (2,6 mg) em CH:ClI: (3,0 mL) é mantida sob agitagdo e t.a.
até a esterificacdo completa, visualizada por CCD utilizando alumina (Al>O3)
como fase estacionaria, eluida com CH2CIl>/MeOH 9,8:2. A reacao foi finalizada
filltrando-se o N,N-diciclohexiluréia formada, lavando-se com agua destilada
(2,0 mL), seco com MgSO,, filtrado e o solvente evaporado em rota-

evaporador.

Exemplo 4. Avaliacdo Farmacoldgica

Animais

[0075] Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (25-30g) machos ou
fémeas, adultos, com 6 a 8 semanas de idade. Todos os animais utilizados
neste trabalho foram manipulados de acordo com normas estabelecidas pela
Comissdo de Etica Internacional para manuseio de animais em modelos de

inflamac&o e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFAL.

Substancias utilizadas

[0076] Foram utilizados derivados sintéticos da espectalina, ésteres benzdicos
e cinamicos da cassina, bem como aril-hidrazonas derivadas da cassina e
farmacos padrées como a dipirona (10 mg/kg) e indometacina na concentracao

de 36 mg/kg. A administracdo das substancias foi realizada 40 minutos antes

Peticéio 870200117828, de 23/09/2020, pég. 31/53



26/30

do inicio da experiéncia. As Tabelas 1 e 2 a seguir mostram em detalhes as

estruturas dos compostos utilizados nos testes.

[0077] Tabela 1: Estrutura dos ésteres benzdicos e cinamicos da cassina

ESTRUTURA BASE
RO.,
o O
PN
H 3 C\\\\ '}l ///, 1y C H 3
H
MM= 297,00
Substancia R MM rendimento
o
JSTCCO6 <O:©A\)k 471,0 27% (MsCl)
0
o)
JSTCCO7 /OA\)‘\ 443,0 26% (MsCl)
HO
o)
JSTCCO8 0
(18, 22) (j)k 401,0 74% (DCC)
OH O
JSTCC11 ©/\k 417,0 20% (MsCl)
0
JSTCC20 N o
(16,19) w 427,0 34% (DCC)
o)
HO N
JSTCC21 459,0 56% (DCC)
HO
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JSTCC24 (09)

446,0

73% (DCC)

JSTCC25

416,0

HoN

80% (DCC)

[0078] Tabela 2: Estrutura das aril-hidrazonas derivadas da cassina

Entrada | Cddigo Estrutura Dados
HOw, NNH NO, C24H39N505
1 VPD4 C °
C 3 Hie® Q”"/\HZ\A)I\CH:, MW= 513,5
h . HCI
HO,
, | cveoss | () W{ ) CaaHaoN;OCI
MMICO8 | e N7 4 CHy Hel MW= 458
H :
HO
, |cveosa | () W{ ) CasHasNs0
MMICO4 | #He™ w7 a CHy Hel MW= 437,5
H .
HO.,, NNHOBr
4 CVPDG65 /\H/V\)l\ C24H40N3OBI’
MMICO3 | #c™ "™ a CH Hel MW= 502,4
H :
CH3
5 CVPD68 | Ho, NNH C26HasNsO
MMICO1 \O// W MW= 451,5
HsC* N " 4 CH,
H . HCI
HaC,
5 CVPDB9 | " O WNHOCHB CasHasN3O
MMICO2 | oy ""/\HZV\)\CHS MW= 451,5
B . HCI
HO/ O NNHOSO3H CoeHaiN2SO
7 MMICO5 |, o A~~~ 2l Ve
HsC '}1 4 CHs HCI MW= 503,5
H :
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CVPD50 HO"/O NNH@
8 CVPD51 | | o\ A, /\H/\A)l\CH C24H41N30
: 4 3 MW= 423,5
MMICO7 ! e

HO,,,
o CVPD13 O M < > oo CasHaiNsOs
Ha™ N v f CHy
H

0 MW= 467,5
. HCI

Teste de Contorgdes Abdominais Induzidos por Acido Acético

[0079] O perfil da antinocicepcao periférica foi avaliado através do ensaio de
contor¢bes abdominais induzidos por &cido acético em camundongos
(COLLIER, 1968). As substancias-teste foram administradas por via i.p e
tinham como veiculo a goma arabica 5%, para via oral e tween:agua (1:99,
V/V). Quarenta minutos apos, foi feita a administracdo de acido acético 0,1N
(0,1ml/10g de peso) na cavidade peritoneal dos animais. Dez minutos apos a
injecdo, as contor¢cdes foram contadas durante 20 minutos. Foram feitos
controles do veiculo e do acido acético (controle positivo). Os resultados dos
testes para os derivados aril-hidrazbnicos estdo resumidos na Tabela 3,
enquanto que os resultados dos testes para os derivados benzilicos e

cinamoilicos estédo descritos na Tabela 4, que corresponde a Figura 5.

[0080] Tabela 3. Poténcia e eficacia dos derivados aril-hidrazénicos (i.p) e

dipirona (i.p) no ensaio de contor¢des abdominais induzido por acido acético.

Substancias Dlso EFEITO MAXIMO
DIPIRONA 0,64 pumol/kg** 97 %
Indometacina 0,78 pmol/kg** 90 %
MMICO1 1,9umol/kg** 100 %
MMICO2 0,12 pmol/kg** 91 %
MMICO3 8,22 umol/kg** 100 %
MMICO4 4,95 pmol/kg** 87 %
MMICO5 0,14 pmol/kg** 69 %
MMICO7 13,24 pmol/kg** 94,5 %
MMICO8 2,11 pmol/kg** 100 %
CVPDA43 6,15 umol/kg** 100 %
CVPD130 13,81 pmol/kg** 94 %
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Ndmero de animais (7-8); **p<0.01 (teste t-Student).

[0081] Tabela 4 — Perfil anti-hiperalgésico da série de ésteres benzdicos e

cinamicos derivados da (-)-Cassina no ensaio de contor¢do abdominal induzida

por AcOH
A Dose . P°Namero de contorgbes Inibic&o
Substancia okg) " abdominais (%)
Controle 9 37822
positivo
°Dipirona 10 4 14,0+£2,2 62,1%
JSTCCO06 100 5 26114 93,0%
JSTCCO7 100 4 15+0,9 96,0%
JSTCCO08 100 4 15+£1,0 96,0%
JSTCC20 100 3 0,0+0,0 100,0%
JSTCC21 100 3 7,3t5,9 80,2%
JSTCC24 100 5 7,4+1.4 80,0%
JSTCC25 100 5 0,4+0,2 98,9%

aNUmero de animais; Presultados expressos em média + epm; *p<0.05 (ANOVA One Way
seguido do teste de Dunnet test), °dose em mg/kg.

Teste de Formalina

[0082] O ensaio consiste na injecdo subcutanea de 20ul de uma solucdo de
formaldeido 2,5% (V/V) — formaldeido diluido em salina — na face dorsal da
pata traseira do animal apdés 1 hora da administracdo oral da substancia teste
(ou veiculo na obtencédo de controle). O ensaio é caracterizado por duas fases
distintas: uma fase de dor aguda (12 fase) e outra de hiperalgesia (23fase),
sendo a 12 fase — ou 0s 5 primeiros minutos apos injecdo subplantar e a 22 fase
— tempo entre 15 e 30 minutos apos a injecdo subplantar. O tempo que o
camundongo permanece lambendo a pata durante estas duas fases foi
registrado. (Figura 2) (HUNSKAAR, BERGER & HOLE, 1986). Os resultados
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dos testes para os derivados aril-hidrazonicos estdo resumidos na Figura 6,
enquanto que os resultados dos testes para os derivados benzilicos e
cinamoilicos estdo descritos na Tabela 5 e Figura 7.

[0083] Tabela 5 — Perfil anti-hiperalgésico da série de ésteres benzdicos e

cindmicos derivados da (-)-Cassina no teste de formalina

Dose b1* fase b1* fase b2a fase b2a fase
Substancia (umol/kg) n? (neurogénica) Inibicédo (inflamatéria) Inibic&o
H 9 Tempo (S) (%) Tempo (s) (%)
Controle 5 87+ 4.9 205,0+40,2
positivo
°Indometacina 36 5 37,8+ 2,9 56,6% 32,1+4,3 84,3%
JSTCCO08 100 4 41,8 +7,7 52,0% 35,0+24,3 83,0%
JSTCC20 100 5 47,4 +4.8 45,5% 34,4+7.3 83,2%
JSTCC21 100 4 70,0+10,8 21,0% 147,5 +£18,0 28,1%
JSTCC24 100 4 46,5+5,5 46,3% 81,0+11,0 60,5%
JSTCC25 100 4 54,0+9,8 38,0% 158,3+29,6 28,0%

aNGmero de animais; Presultados expressos em média + epm; *p<0.05 (ANOVA One Way sgudi do teste

de Dunnet test), °dose em mg/kg.

[0084] Os versados na arte valorizardo imediatamente o0s importantes
beneficios decorrentes do uso da presente invencéo. Variacbes na forma de
concretizar o conceito inventivo aqui exemplificado devem ser compreendidas

como dentro do espirito da invencéo e das reivindicagfes anexas.

Peticéio 870200117828, de 23/09/2020, pag. 36/53



1/11

Reivindicacdes

DERIVADOS PIPERIDINICOS DA (-)-CASSINA E (-)-SPECTALINA,
CoMPOSICOES FARMACEUTICAS CONTENDO 0OS MESMOS E PROCESSOS

PARA SUA PREPARACAO

1. Derivados piperidinicos caracterizados por possuirem a formula geral (1):

1/,
I'O R2
H 0
onde:

n € um numero inteiro escolhido de 2 a 10;

R1 ¢é escolhido do grupo que compreende OH, R3R4sNOCO,

S "B B

(Rg)m

(Rg)m
O
< o
@)
m é um ndmero inteiro escolhido de 1 a 5;
Re

HN R
] 7

R2 é escolhido do grupo que compreende O, N ;
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Rs e R4 sdo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
grupos H, alquila C1-C7; benzila, fenila, arilalquila C1-C7;

Rs é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
amino, orto-nitro, meta-amino, meta-nitro, para-amino, ou para-nitro;

Rs € R7 sdo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
H, OH, NO2, NH,, N(C1-C5)(C1-C5), F, Cl, Br, I, C1-C5, COOH, OC1-C5,
SO3H,CN, COO(C1-C5), SO3(C1-C5), S(C1-C5);

e/ou seus sais, isdbmeros farmaceuticamente aceitaveis.

2. Derivado, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato de
gue quando R2 € O, n é 7, R1 é escolhido do grupo que compreende

Rom e
7 o <O 7 o
O ’ O ’
Rom

O

, €
m é igual a 1;
Rs é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, para-nitro, para-

amino.

3. Derivado, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de

que quandoR2éO,né 7,R.1€
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(R

, €
m é igual a 2;

Rs € escolhido do grupo que compreende hidroxila.

4. Derivado, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de
Re

HN R,
/
que quando R1 = OH, n=7, R, = N , R = H, Ry é escolhido

do grupo que compreende CI, CHs, Br, SO3zH, H e COOH e mistura dos mesmos.

5. Derivado, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de
Re

HN R
] 7

que quando R1 =OH, n=7,R,= N e Rs = CHs ou NO2, R7=R.

6. Derivado, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de
Re

HN R
] 7

que quando R; = OH, n=7, Rz = N e Re = C2Hs, R7 = H.
7. Processo de producao de derivados piperidinicos da (-)-Cassina e/ou (-

)-Spectalina, de acordo com a reivindicac¢ao 1, caracterizado por compreender

as etapas de:
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a) reagir a (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina com pelo menos um composto
selecionado do grupo que compreende:
- aril hidrazinas de formula:
R8
H
/N R9
H,N
onde R8 e R9 sé&o, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H, OH, NO2, NH2, N(C1-C5)(C1-C5), F, ClI, Br, I, C1-C5, COOH,
OC1-C5, SOzH,CN, COO(C1-C5), SO3(C1- C5), S(C1-Cb);
- isocianatos de formula geral Ri0-N=C=0 onde Rio €
escolhido do grupo que compreende H, alquila C1-C7, benzila, fenila, e
arilalquila C1-C7,
- cloretos de carbamoila de férmula geral R11-NR12-COCI onde Ri1
e R12 séo, independentemente, escolhido do grupo que compreende H,
alquila C1-C7, benzila, fenila, arilalquila C1-C7;

- intermediarios reativos;

8. Processo, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pela reacao
da (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina com aril-hidrazinas compreender as etapas de:
a) dissolver a cassina e/ou (-)-Spectalina;
b) adicionar uma aril-hidrazina de formula:
R8
H
/N R9
H,N
onde R8 e R9 sdo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H, OH, NO2, NH», N(C1-C5)(C1-C5), F, ClI, Br, I, C1-C5, COOH,
OC1-C5, SOzH,CN, COO(C1-C5), SO3(C1- C5), S(C1-Cb);
c¢) adicionar um acido forte concentrado;

d) aquecer até o refluxo.
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9. Processo, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pela (-)-
Cassina e/ou (-)-Spectalina ser dissolvida em CHCl3z, CH>Cl>, EtOH, MeOH e/ou
DMSO.

10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pelo acido
forte ser HCI.

11. Processo, de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pela reacao
da (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina com aril-hidrazinas compreender as etapas de:

a) adicionar uma aril-hidrazina de férmula:

R8
H
/N R9
H,N

onde R8 e R9 sédo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H, OH, NO2, NH2, N(C1-C5)(C1-C5), F, ClI, Br, I, C1-C5, COOH,
OC1-C5, SOzH,CN, COO(C1-C5), SO3(C1- C5), S(C1-Cb);

e (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina em um suporte;

b) adicionar um catalisador;

c) elevar a temperatura por meio de microondas.

12. Processo, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo
suporte da etapa a) ser pelo menos uma argila escolhida do grupo que
compreende caolinita, montmorilonita dos tipos K-5, K10, K20, K30, KSF, KSF/O,
montmorilonita de ferro, beidelita, saponita, hectorita, stevensita, nontronita,

smectita, silica gel e/ou mistura dos mesmos.

13. Processo, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo

suporte da etapa a) ser a argila montmorilonita K10.
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14. Processo, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo
catalisador da etapa b) ser escolhido do grupo que compreende as argilas

montmorilonita.

15. Processo, de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado pelo

catalisador utilizado na etapa b) ser a argila montmorilonita K10.

16. Processo, de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pela reacao
da (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina com isocianatos de férmula geral R1o-N=C=0
onde R1o é escolhido do grupo que compreende H, alquila C1-C7, benzila, fenila,
e arilalquila C1-C7; acontecer na presenca de uma base e de CH2CI.

17. Processo, de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pela reacao
da (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina com cloretos de carbamoila de formula geral
R11-NR12-COCI onde Ri1 e R12 sé&o, independentemente, escolhido do grupo
gue compreende H, alquila C1-C7, benzila, fenila, arilalquila C1-C7; acontecer

na presenca de uma base e CH3CN.
18. Processo, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pela

producédo dos intermediarios reativos compreender a etapa de:

a.l) reacdo de um acido de formula:
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(R13)m (ng)m
— OH OH
O O
(R13)m (R;3)m
{ 4
o OH o — OH
@) O

onde m € um namero inteiro escolhido de 1 a 5;

R13 é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
amino, orto-nitro, meta-amino, meta-nitro, para-amino, ou para-nitro;

com MsCIl em atmosfera de N2 e na presenca de trietilamina; ou

a.2) reacdo de um acido de formula:

(R13)m (ng)m
— OH OH
O O
(R13)m (R;3)m
{ 4
o OH o — OH
@) O

onde m é um numero inteiro escolhido de 1 a 5;
R13 € escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
amino, orto-nitro, meta-amino, meta-nitro, para-amino, ou para-nitro; com DCC

na presenca de 4-DMAP;
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19. Processo, de acordo com as reivindicagdes 7 e 18, caracterizado pela
reacdo da (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina com os intermediarios reativos
compreender as etapas de:

a) adicionar a (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina e o intermediario reativo em
CHxCly; e

b) manter a mistura reacional sob agitacao.

20. Processo, de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado pela (-)-
Cassina e/ou (-)-Spectalina ser obtida de um processo que compreende as
seguintes etapas:

a) coletar um material vegetal rico em (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina;

b) opcionalmente secar e/ou moer o material de a);

c) suspender o material em etanol,

d) opcionalmente filtrar e/ou concentrar a suspenséao da etapa c);

e) dissolver o extrato etandlico em uma mistura MeOH:H0;

f) extrair a solucdo da etapa e) com AcOEt ou CHCl3;

g) extrair a solucédo da etapa f) com HCI;

h) opcionalmente fracionar a solucéo da etapa g) em coluna de adsorcao.

21. Processo, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo
material vegetal rico em (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina a ser utilizado é coletado
de qualquer parte da planta, tais como das flores, folhas, frutos, caule e

sementes de espécies ricas em (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina.
22. Processo, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo
material vegetal rico em (-)-Cassina e/ou (-)-Spectalina ser flores de Senna

spectabilis.

23. Processo, de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado pela

coluna de adsorcdo do item h) ser escolhida do grupo que compreende as
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colunas de adsorcéo tais como as colunas de silica, de alumina ou a mistura dos

mesmaos.

24. Processo, de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado pela

coluna de adsorc¢éo do item h) ser coluna de alumina.

25. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada por compreender:

a) um composto de formula geral (1):

R1.,
I'O R2
\‘\\\‘ N ""’/M

|
H

onde:

n € um numero inteiro escolhido de 2 a 10;

R1 ¢é escolhido do grupo que compreende OH, R3R4sNOCO,

(R
(Ro)m (Rgm O
2 O O <O )

O o . O
(R
O
S Ao

O

m é um ndmero inteiro escolhido de 1 a 5;
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HN R,

R2 é escolhido do grupo que compreende O, N/ ;

Rs e R4 séo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
grupos H, alquila C1-C7; benzila, fenila, arilalquila C1-C7;

Rs é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, orto-
amino, orto-nitro, meta-amino, meta-nitro, para-amino, ou para-nitro;

Rs € R7 sdo, independentemente, escolhidos do grupo que compreende
H, OH, NO2, NH N(C1-C5)(C1-C5), F, Cl, Br, I, C1-C5, COOH, OC1-C5,
SO3H,CN, COO(C1-C5), SO3(C1-C5), S(C1-C5);

e/ou seus sais, isbmeros farmaceuticamente aceitaveis; e

b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

26. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagédo 25,
caracterizado pelo fato de que quando Rz € O, n é 7, R1 é escolhido do grupo

gue compreende

Rom e
7 o <O 7 o
O ’ O ’
Rom

O

, €
m é igual a 1;
Rs é escolhido do grupo que compreende hidrogénio, hidroxila, para-nitro, para-

amino.
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27. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 25,
caracterizado pelo fato de que quando R, € O, né 7, R1 é

(Rg)m

, €
m é igual a 2;

Rs € escolhido do grupo que compreende hidroxila.

28. Composicado farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 25,
Re

HN R,
/

caracterizado pelo fato de que quando R; = OH, n=7, Rz = N

, Re = H, R7 é escolhido do grupo que compreende CI, CH3, Br, SO3H, H e COOH

e mistura dos mesmos.

29. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacdo 25,
Rs

HN R
/
caracterizado pelo fato de que quando R; = OH, n=7, Rz = N

e Rs = CH3 ou NO2, R7=Rs.

30. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicacdo 25,
Re

HN R,
/
caracterizado pelo fato de que quando R; = OH, n=7, Rz = N

e Rg = CyHs5, R7 = H.
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oy
5 Br 2: R= /(0}
H,C
M"’"“‘ @ o Lol
| N R 8
NN H H NZ N7 \\’f"( NO,
| 4 R=
b o
% 1
H3C\ /CH3 W H3C\ /CH3
N N
)\ /K 3
P /N_ " s ,N_
cl N cl N H
\
6 H 6 H
5:R= CH; W= H(CH;), 9 '%_‘
6: R= OCH; W= H(CH;)
7:R=Cl, W= N(CHg)y o 9 Lr W
8: R=Cl, W= Br N.. %%)L I Q
H " 12" H H
H 0 N"N/ 1" 13
| —_— —_—
N — COOH
_ — H,
S 14
10
FIGURA 1
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R1 ‘0, R1 et
iy O R 3 e R
3
M ’
Rz“m\ N ¢, % H3 Rz"\“‘ N 4

H H
15- Ry OH, Rz:CHzR3: =0, n=10 22-R4: OH, R;:CH3R3: OH,R4:CH; n=10
16- Ry: OH, R;:CH;R;: OH, n=8 23-R4: OH, R;:CH;R3: HH, R4 COOH n=8
17-R4: OAc, Ry:CH; R3: =0, n=10 24-R4: OH, R;:CH; R3: =0O,R4:CH; n=8

18Rq: OH, Rz:CH>0H, Rz: =0, n=10 25- Ry: OH, R;:CH,OH,R;: =0, Rg: CH; n=10
28 R;: OH, Ry: CH; Ry =0,n=8

Ry R4 o
Rs R;

n n
R, hll 4 sz\“a“ 'T ey W\CHS
H H
19-Ry: OH, Ry:CH;R;: OH, Rz COOH, n=8  26-Ry: OAC, RyiCH3R3: =0, n=10, .HCI
20.Ry: OAc, Ry:CH3R3 OH,R; COOH,n=8  27-Ry: O-thutoxicarbonil, Ry:CH; R: =0, n=10, .HCI
21-R,: OH, Ry:CH3 Ryt OH, Ry CHy n=10

H,COCO
similaridade
ﬁﬁtﬁﬂ estrutural CH;

-~ T

Nm=CH;
acetilcalina |
nicleo piperidinico dos CH3
cloridratos 26 e 26
FIGURA 2
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CH3

c~*‘“
H ‘
0
0

* % N/L
H, C““ ey I-ll 37

1 (’l/

3
Rz
f/lq H
29-R4=0Ac,R=H,R;=0
30-R= OTBDMS R2= R

=O 2 M
3 ' u
31-R,= OBoc, R,=H,Rs#= O H,C” g CH.

32-R4~=0OH, R2= Boc, R=0
33-R4+= 0OH,R>=H, Rz==N-OH
34-R+~=0OH,R=HHCI,R;=0

35-R~= 0OBoc, R,=Bz, R+=0
36-R&= OBoc, Ro=Ms, R=0 M
H,C*

FIGURA 3
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condigdo 1:

7 NHNH,
0 Rl iy @W
o 2 M HCl cone. cat.,, CHCh
Hg refluxo, 24-48h ( 90%)
st Y s

HyC N e
H

n=8- cassina (23] =
n=10- espectalina (15) condigao 2:

K10, aril-hidrazina W= H, p-OH, p-NO,, p-Cl, p-Br, p-CHg,
2-N[CHgh, p-COOH, p- S0zH, p-OCHz

RN=C=0, base, RHNOCO
CHy Cly
ou i R="fenil, cicloexil, CHg, CHgCHy,

HsC* Hy | CHaCHalaCHy, CHE(CH LCH,
CH{CHg)CyHg, 4-(CHz R CHE gHg

RNHCOCI,
CHzCN H M

FIGURA 4
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(A)
Fase neurogénica
1 Controle Positivo
@ 100 3 MMICO1
=2 - t MMICO2
2 751 | T T === MMICO3
£ ] X = MMICO4
: 50 + IO MMICOS
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e MMICOS
S 231 mn CVPD43
s s CVPD130
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(B)
Fase Inflamatoria
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@ 3001 l CIMMICO1
g’ 250 - EEE MMICO2
'z g==E MMICO3
£ 200 = MMICO4
= 150 % - IO MMIC 05
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2 100 . : ZZ MMICO8
£ 5ol * 1 g EHECVPDA3
- I % [ E=8 CVPD130
0 i I Indometacina

FIGURA 6
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(A)
Fase neurogénica
- —JControle Positivo
@ 100+ F3JSTCCOo8
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2
0
(B)
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2
0

FIGURA 7
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