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Relatério Descritivo de Patente de Invencdo

COMPOSTOS COM AGCAO CITOMODULADORA, FORMULAGOES CONTENDO

0OS MESMOS E PROCESSO PARA SUA PREPARACAO

5 Campo da Invencao

A presente invengao se refere aos compostos com agéo antitumoral com
estruturas semelhantes a casearinas, especialmente casearinas X e
formulagdes contendo os mesmos. Em particular, as casearinas X de fragbes
ativas obtidas de Casearia sylvestris demonstraram agdo moduladora sobre
10 desordens proliferativas celulares, podendo ser especialmenté utilizadas na
prevencdo e/ou no tratamento de qualquer tipo de lesdo relacionada as
desordens proliferativas celulares. A presente invengdo também se refere a
métodos para obtencéo de tais compostos. A presente invengéo é de especial
interesse para as areas médica e veterinaria.
15

Antecedentes da Invenciao

Acao antitumoral de plantas

Praticas relacionadas ao uso popular de plantas medicinais sdo o que

muitas comunidades tém como alternativa viavel para o tratamento de doencas
20 ou manutencdo da salde, sendo essas praticas mantidas dentro de uma

comunidade principalmente por tradicao oral. Portanto, pesquisas cientificas

sobre plantas e o uso das mesmas e seus derivados no tratamento de doencas

sa0 relativamente recentes. De todas as drogas antitumorais disponiveis entre

1940 e 2002, 40% sao produtos naturais ou derivados desses produtos e outros
25 8% sao substancias sintéticas inspiradas em moléculas naturais.

Apresentamos ao longo do texto alguns exemplos da acao de plantas
encontradas em todo o mundo, especialmente aquelas com agao
antitumorigénica, descobertas através de pesquisas cientificas baseadas ou
nao no conhecimento popular.

30 Nos Estados Unidos, um composto conhecido como ciclopamina,

encontrado em ervas daninhas de montanhas do oeste desse pais, combate
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um tipo agressivo de cancer cerebral infantil através do bloqueio de uma via de
sinalizagdo importante para a sobrevivéncia do meduloblastoma, para o qual
nao ha tratamento efetivo até o presente momento.

Na Tailandia, cerca de 112 espécies de plantas foram estudadas a fim
de encontrar atividade anti-tumoral in vitro, sendo que essa agao foi encontrada
em 60% desses extratos (segundo o teste de inibigao do virus Epstein-Barr).

Outro composto diterpénico, chamado gnidimacrina, isolado de Stellera
chamaejasme (Thymelaeaceae), uma planta amplamente encontrada no Tibet,
demonstraram atividade antitumoral significativa contra leucemia, carcinoma de
pulmao, melanoma e cancer de célon.

No Brasil, o conhecimento popular e pesquisas técnicas demonstram
que diversos tipos de plantas estiao associadas ao tratamento de lesGes que
podem evoluir para o cancer. Um exemplo disso pode ser visto por estudos
com o guarana (Paullinia cupana), tipico da Amazodnia e o ginseng brasileiro
(Pfaffia paniculata), natural da bacia do rio Parana que demonstraram
capacidade de prevencdo e tratamento de lesdes hepatocarcinogénicas
(neoplasicas e pré-neoplasicas) em camundongos.

Caseatria sylvestris

A Casearia sylvestris, popularmente conhecida como guagatonga ou

erva de bugre, é uma planta muito comum nas Américas, desde Cuba e Porto
Rico, passando pelo Brasil, Bolivia e Peru, até Argentina e Uruguai. Essas
plantas tém tamanho médio de 4-6 metros de altura e encontram-se distribuidas
por quase todo o Brasil, sendo encontradas desde o estado do Amazonas até
Sao Paulo. No Cerrado, é mais freqiientemente encontrada na forma de
arbusto. Tem conhecidas agdes terapéuticas como cicatrizante, antiviral e
antimicrobiana e antiulcerogénica.

A presente invengdo se refere aos compostos diterpénicos em si,
especialmente a casearina X obtida de fragées ativas de Casearia sylvestris, e
formulagdes contendo 0 mesmo. Em particular, a casearina X demonstrou agao
moduladora sobre desordens proliferativas celulares, podendo ser utilizada na

prevencao e/ou no tratamento de qualquer tipo de cancer e/ou tumores.
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No ambito patentario, poucos documentos versam sobre as plantas do
género Casearias e/ou sobre casearinas, suas estruturas e suas fungées.

O documento P10602094-1 descreve uma composi¢cao medicamentosa,
fitoterapica e/ou homeopatica, a base de fragoes ativas de Casearia sylvestris e
seu uso, especialmente para a cicatriza¢éo rapida de lesdes de herpes labial.

A presente invencao difere desse documento por tratar de uma molécula
especifica (casearina X) encontrada em fragoes de extratos de Casearia
sylvestris. Além disso, seu uso ndo se destina a herpes labial mas, sim, ao
tratamento de desordens proliferativas celulares.

O documento Pl0306167-1 descreve o processo de obtengdo de
extratos de Casearia sylvestris, das fragdes ativas desses extratos e seu uso no
combate & disturbios gastrointestinais.

A presente invengao difere desse documento por nao citar o processo de
obtencdo de casearinas e/ou fragdes ativas de Casearia Sylvestris € por ser
destinada ao tratamento de desordens proliferativas celulares.

O documento EP 0916663 descreve um processo de preparagdo das
esculetinas e seu uso em medicamentos. As esculetinas A (18B, 19B-
diacetiloxi-18a, 19a-epoxi-3, 13(16), 14-clerodatrieno-2-um) e esculatinas B
(188, 19B-diacetiloxi-18a, 19a-epoxi-3, 12, 14-clerodatrieno-2B-isovaleriloxi-68,
7a-diol) descritas no documento sao moléculas obtidas da Casearia esculenta,
tendo agao antiinflamatdria e/ou anticancerigena.

A presente invencao difere desse documento pela casearina X ser obtida
da Casearia sylvestris, ou seja, € uma molécula com estrutura diferente das
esculetinas A e B, compreendendo, por exemplo, um butanoato ligado ao C18
ao invés de um acetato.

Portanto, nenhum dos documentos descritos antecipa ou sugere o uso
de casearina X e/ou formulagdes para modulagdo de desordens proliferativas

celulares contendo o0s mesmos.

Sumario da Invencao



4/19

E um objeto da presente invengdo um composto de acordo com a

férmula geral (I) abaixo:

Onde:

5 R1, Rz, Rs, Rs € Rs séo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H (hidrogénio), OH (hidroxila), OCHs, OCOCH; OCOCHs,
OCOC;3H7, OCOC,4Hg e mistura dos mesmos;

e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isémeros;
Em uma realizagdo preferencial, tais compostos possuem acgado
10 moduladora sobre desordens proliferativas celulares.
E um objeto adicional da presente invengdo uma composicao
farmacéutica compreendendo:
a) um composto de acordo com a férmula geral (1) abaixo:
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Onde:

R1, Rz, R3, Rs e Rs séo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H (hidrogénio), OH (hidroxila), OCHs, OCOCH; OCOC,Hs,
OCOC;H7, OCOC4Hg e mistura dos mesmos;

e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isbmeros; e

b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel,

Em uma realizagdo preferencial, tal composi¢do € destinada ao
tratamento de lesdes relacionadas as desordens proliferativas celulares.

E um objeto adicional da presente invengao o processo de obtencao de
compostos de acordo com a férmula geral () compreendendo as etapas de:

a) selecionar sub-fragdes da fragao ativa para purificagao;

b) selecionar as sub-fragdes de 8 a 11 purificadas;

c) submeter as sub-fragdes selecionadas de a) a cromatografia liquida

de alta eficiéncia para obtengao da casearina X.

Descricao das Figuras
A Figura 1 ilustra um fluxograma dos procedimentos gerais de obtencao

do extrato, fragdo padronizada e substancias puras a partir das folhas de
Casearia sylvestris.

A Figura 2 mostra um grafico que exibe o cromatograma da casearina X
isoladas das folhas de C. sylvestris — indicando o alto grau de pureza do(s)
principio(s) ativo(s), determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

A Figura 3 mostra o espectro de absorgdo no ultra-violeta de uma
substancia isolada do extrato etanélico das folhas de C. sylvestris, a casearina
X, utilizado na sua caracterizagdo ou determinagao estrutural.

A Figura 4 mostra a massa tumoral Umida de camundongos (Mus
musculus) Swiss transplantados com Sarcoma 180 e sacrificados ap6s 8 dias
de tratamento. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo
utilizado para a diluicao da substancia (DMSO 4%). O quimioterapico 5-FU na
dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo. Casearina X (Cas X) foi
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administrada nas doses de 10 ou 25 mg/kg/dia. A letra a denota p< 0,001
comparado ao controle por ANOVA seguido por pelo teste Student Newman-
Keuls, a letra b denota tratamento intraperitoneal e a letra ¢ denota tratamento
oral por gavagem.

Descricdo Detalhada da Invencao

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar,

contudo sem limitar, o escopo da invengao.

Composto de formula geral (1)

A presente invencgao descreve compostos de acordo com a férmula geral

() abaixo:

Onde:

R:, Ry, Rs, Ry € Rs sdo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H (hidrogénio), OH (hidroxila), OCHs, OCOCH;, OCOC;Hs,
OCOC3H7, OCOC4Hg e mistura dos mesmos;

e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isdmeros.

Em especial, um composto preferido da presente invengéo esta presente
quando Ry e R, sdo OBu, R; € OAc, R4 ¢ OH e Rs & H. Para referéncia, tal

composto sera chamado de Casearina X ao longo do texto.
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Composicdes Farmacéuticas

A presente invengdo também descreve uma composigao farmacéutica
compreendendo:
a) um composto de acordo com a formula geral (I) abaixo:

).

Onde:

R4, Rz, R3, R4 € Rs séo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H (hidrogénio), OH (hidroxila), OCHs;, OCOCHj; OCOC:Hs,
OCOC;3H7, OCOC4Hg e mistura dos mesmos;

e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isémeros; e

b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel,

Para efeitos desta invengado, por “composi¢des farmacéuticas” entende-
se toda e qualquer composi¢do 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 tépica, parenteral, enteral
elou intratecal. Por “principio ativo” entendem-se todos ou quaisquer
compostos de férmula geral (I), ou seus sais, solvatos, hidratos e/ou isbmeros
farmaceuticamente aceitaveis.

A expressao “farmaceuticamente aceitavel’ é empregada aqui para se
referir a compostos, materiais, composigdes, e/ou forma de dosagem que sao,
dentro do ambito da medicina, apropriados para uso em contato com os tecidos
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de humanos e animais sem toxicidade excessiva, irritagao, resposta alérgica,
ou outro problema ou complicagéo, proporcional com uma relagao razoavel de
beneficio/risco.

Como utilizado aqui, “sais farmaceuticamente aceitaveis’, referem-se a
derivados dos compostos descritos nos quais os compostos de origem €
modificado fazendo-se acidos ou bases de sal dos mesmos. Exemplos de sais
farmaceuticamente aceitaveis incluem mais nao se limitam, a sais minerais ou
organicos de residuos basicos como as aminas, sais organicos ou alcalinos de
residuos acidos como os &cidos carboxilicos, e seus semelhantes.

Os sais farmaceuticamente aceitaveis incluem os convencionais sais
nédo-toxicos ou sais quaternarios de amonio do composto original formado, por
exemplo, de um acido organico ou inorganico nao-toxico. Por exemplo, como
os sais convencionais nao-toxicos incluem aqueles derivados de acidos
inorganicos como hidrocloridrico, hidrobrémico, sulfarico, sulfamico, fosfrico,
nitrico e seus semelhantes; e os sais preparados de acidos organicos como
acético, propiénico, succinico, glicolico, estearico, lactico, malico, tartarico,
citrico, ascérbico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutdmico, benzoéico,
salicilico, sulfanilico, 2-acetoxi-benzoico, fumarico, tolueno sulfénico, metano
sulfénico, etano di-sulfénico, oxalico, isetidnico, e seus semelhantes.

Os compostos da presente invengao podem ser administrados em forma
de dosagem oral, como tabletes, capsulas (cada qual inclui a liberagao
sustentada ou formulacdes com tempo de liberagao) pilulas, pés, granulados,
elixirs, tinturas, suspensodes, xaropes, e emulsées. Eles podem também ser
administrados em intravenosos (infuséo), intraperitoneal, subcutanea, ou em
formas intramusculares, todas utilizando dosagens conhecidas para aqueles
com habilidade ordinaria que praticam a arte farmacéutica. Eles podem ser
administrados sozinhos, mas geralmente serdo administrados com um veiculo
farmacéutico selecionado na base de rota de administragao escolhida e da
pratica farmacéutica padréao.

O regime de dosagens para os compostos da presente invengao irao,

naturalmente, variar dependendo de fatores ja conhecidos, como as
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caracteristicas farmacodinamicas de um agente particular e modalidade e rota
de administracéo, as espécies, idade, sexo, satde, condigdo medica, e peso do
receptor, a natureza e extensao dos sintomas; o tipo de tratamento simuitaneo;
a freqiéncia do tratamento; a rota de administragao, a fungdo hepatica e renal

do paciente, e o efeito desejado.

Processo de Obtencéo
Os compostos da presente invengao podem ser preparados de diversos

métodos conhecidos na arte. Ele compreende, em linhas gerais, as etapas
descritas na Figura 1.

Primeiramente, obtem-se um extrato potencializado e padronizado das
folhas da planta Casearia sylvestris, de uma fragao ativa e padronizada e, em
seguida, dos principios ativos puros ou derivados obtidos por hidrogenagao
catalitica e hidrélise acida, responsaveis pelos efeitos farmacolégicos
desejaveis da mesma.

A metodologia aplicada para a producdo industrial do extrato de
Casearia sylvestris, tendo por objetivo estabelecer um método viavel de
operacao foi realizada compreendendo as etapas de:

a) Extracao com solvente; e

b) Eliminagao do solvente.

Em realizagdes particulares, alguns detalhes sdo observados e algumas
outras etapas podem ser inseridas, por exemplo, como apresentado a seguir.

A partir do Extrato, particularmente Extratos Secos padronizados de
Casearia sylvestris, pode-se obter uma fragao ativa mais purificada, por meio
de um processo que compreende ao menos a etapa de:

c) Extracao e separagdo de fases, preferencialmente extragao em fase
sélida, particulamente com misturas de carvéo ativo e silica, para obtencao da
fragao ativa.

A partir da fragdo ativa, podem-se obter substancias isoladas, por meio

de um processo que compreende ao menos as etapas de:
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d) Separacgao de fases para obtencao de sub-fragdes mais purificadas a
partir da fragao ativa, particularmente por cromatografia em coluna;

e) Separacédo de fases para obtengao de substancias isoladas a partir
das sub-fracbes da fracdo ativa, particularmente utilizandos técnicas de
purificagdo de alta eficiéncia, mais particularmente cromatografia liquida de alta

eficiéncia preparativa (CLAE).

Desordens Proliferativas Celulares

Para efeitos dessa invengdo, a expressdo “desordens proliferativas
celulares” refere-se a quaisquer modificagdes no ciclo celular que leve a um
crescimento celular desordenado, podendo ou ndo espalhar-se para outras
regides do corpo incluindo, mas nao se restringindo ao grupo que compreende

canceres, tumores e/ou metastases.

Modulagao das Desordens Proliferativas Celulares
A expressao “modulagdo das desordens proliferativas celulares” da

presente invengéo refere-se a quaisquer modos de atuagao sobre crescimentos
celulares desordenados e lesdes relacionadas, tanto para prevengao como

para tratamento das mesmas.

Exemplo 1 — Preparo do Extrato

Exemplo 1.1 Preparagcdo de Matéria-Prima
As folhas de Casearia sylvestris sao coletadas e depois preparadas de
acordo com os meios conhecidos do técnico do assunto, por exemplo, secas

em estufas com circulagdo de ar a temperatura de aproximadamente 30 a
aproximadamente 40°C.
Exemplo 1.2 Pesagem e moagem do material vegetal

As folhas secas de Casearia sylvestris séo pesadas e moidas de acordo

com técnicas conhecidas, por exemplo, em moinho elétrico do tipo
desintegrador ou moinho elétrico de facas.
Exemplo 1.3 Extragdo
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As folhas secas e moidas de Casearia sylvestris sdao extraidas com
solventes que possuam diferentes polaridades como, por exemplo, hexano,
diclorometano, cloroformio, acetato de etila, metanol e preferencialmente
etanol. A extragdo pode ocorrer, por exemplo, por percolagdo, maceragao,
turbo-extragdo ou sonicagdo em banho de ultra-som a frio, a quente e/o com
agitacao, preferencialmente por maceragao a 40°C durante aproximadamente
48 horas e sob agitagao, ou ainda por percolagao durante aproximadamente 40
horas.

Exemplo 1.4 Eliminacdo do Solvente
E realizada por destilacdo dob pressao reduzida (cerca de 170 mbar),

por exemplo em um evaporador rotativo, com banho de aquecimento a uma
temperatura de aproximadamente 40°C resultando assim no extrato da
presente invencdo, sendo preferencialmente um extrato etandlico seco,
resultando nos extratos secos e padronizados | e |, de acordo com o método
de extragao utilizado.

De acordo com as realizagbes preferidas, um Extrato | da presente
invencao é obtido pela realizagdo da extragdo por maceragdo a 40°C e sob
agitacdo mecanica durante aproximadamente 48 horas, e um Extrato Il da
presente invengdo é obtido pela realizagdo da extragcao por percolagao a
temperatura ambiente com fluxo de cerca de 5 mL/min por aproximadamente
48 horas.

Os Extratos Secos padronizados de Casearia sylvestris | e |l
apresentam-se sob a forma semi-sélida e de colorag&o verde-escura e devem
conter de 5 a 40% de principios ativos totais, preferencialmente no minimo 10%
de principios ativos totais, quantificados utilizando casearina X como padrao.
Exemplo 1.5 Extracéo

Estando o extrato seco em estado semi-sélido ocorre em seguida a
extragdo em fase sélida (EFS) que é realizada preferencialmente em coluna de
vidro ou de aco preenchida como adsorvente como, por exemplo, silica/carvao
ativo na proporgao 1:1. Apés aplicacdo da amostra, a eluigao é realizada

preferencialmente com hexano/acetato de etila na proporgédo 95:05, mais
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acetato de etila e metanol. Recolhem-se 3 fragdes, sendo que a fragao ativa
mais purificada (chamada aqui somente de fragao ativa) é fornecida pela fragao
2, eluida com acetato de etila.

As Fragbes Ativas padronizadas de Casearia sylvestris apresentam-se
sob a forma semi-sélida e de coloragdo levemente amarelada e devem conter
de 10 a 80% de principios ativos totais, preferencialmente no minimo 40% de
principios ativos totais, quantificados utilizando casearina X como padrao.

Exemplo 1.6 Separacido de fases

A separacgéo de fases para obtengao de subfragdes mais purificadas a
partir da fragao ativa ocorre de maneira preferida por meio de cromatografia,
mais particularmente ainda cromatografia em coluna (CC) da Fragao 2 obtida,
preferencialmente utilizando coluna de vidro ou ago preenchida com
adsorvente, como por exemplo silica. A eluigdo da fragdo 2 € feita,
preferencialmente, no modo gradiente, em etapas, utilizando hexano/acetato de
etila/isopropanol e acetato de etila/metanol em diferentes proporgdes. Em
realizacdo preferencial sao utilizadas na eluicdo hexano/acetato de
etila/isopropanol nas propor¢ées 85:14:01, 78:20,5:1,5, 76:22,4:1,6,
73:25,2:1,8, 68:29,9:2,1 e 60:37,2:2,8, mais acetato de etila/metanol na
proporcdo 1:1. Recolhem-se 46 subfragdes, sendo que substancias ativas
podem ser isoladas das subfragdes 2 a 41, mais particularmente das sub-
fracbes 8 a 37. '

A separacdo de fases para obtencdo de substancias isoladas a partir
das sub-fragbes da fragdo ativa: ocorre de maneira preferida por meio de
cromatografia, mais particularmente ainda cromatografia liquida de alta
eficiéncia preparativa (CLAEprep) das sub-fragGes 2 a 41. A eluigédo é feita em
cromatégrafo liquido acoplado a detector no UV e equipado com coluna de ago
inox com dimensdes variaveis, como por exemplo de 25 cm de comprimento x
50 mm de diametro interno, preenchida como adsorvente como, por exemplo,
silica de fase ligada octadecilsilano ou octasilano ou fenil-hexil. Em uma
realizagdo preferencial, sédo utilizadas na eluicao em modo isocratico
metanol/agua em proporgdes variando de 40 a 90% de metanol em agua, mais
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particularmente de 50 a 85%. O fluxo da fase mével e o comprimento de onda
de detecgao utilizados situam-se preferencialmente na faixa de 1 a 150 mL/min

e de 225 a 250 nm, respectivamente.

Exemplo 2 — Caracterizacdo da casearina X

Utilizando a metodologia descrita € possivel isolar as substancias
responsaveis pela atividade antitumoral da Casearia sylvestris, chamadas de
casearinas. A seguir é descrita a estrutura quimica da casearina X, seus dados
espectométricos e outros dados pertinentes. Cromatograma da casearina X
possui pureza no UV de 95 — 99% e foram também obtidos espectros de RMN
de "H e 3C para caracterizagao da casearina X.

Casearina X: C3H440g (massa molecular calculada 532,3036)

P6 branco (650,0 mg). HRTOF-ESIMS m/z 555,2931 [M+Na]" (calculado para
CaoH44OgNa+, 555,2928), 571, 2659 [M+K]" (calculado para CigHasOsK+,
571,2668). [alp= +54,3° (MeOH, ¢ 1,0). UV Amax Nnm (MeOH, ¢ 0,019) 235. IV
Vmaxcm ' 3490, 2967, 2936, 2887, 1752, 1461, 1374, 1225, 1173 (KBr). RMN
de "H (500 MHz, piridina-d5); & 2,06 m (H-1a); 2,12 m (H-1p); 5,71 t J= 4,5 Hz
(H-2); 6,32 dl J= 4,5 Hz (H-3); 4,16 dd J= 11,0 e 5,0 Hz (H-6); 1,86-1,94 m (H-
7); 2,74 dd J= 13,5 e 3,5 Hz (H-10); 1,91 m (H-11,); 2,47 dd J= 16,0 e 9,0 Hz
(H-11y); 5,62 dI J= 9,0 Hz (H-12); 6,79 dd J= 17,0 e 11,0 Hz (H-14); 5,11 d J=
11,0 Hz (H-15,); 5,24 d J= 17,0 Hz (H-15}); 1,82 s/ (H-16); 0,86 d J=7,5 Hz (H-
17); 7,43 t J=1,5 Hz (H-18); 7,14 s (H-19); 0,85 s (H-20); 2,03 s (OAc), 2,30 m,
2,18 m; 1,59 m (x2): 0,87 t J= 7,4 Hz; 0,82 t J= 7,5 Hz (2 x OBu). RMN de 3c
(125 MHz, piridina-d5); & 27,6 (C-1); 67,4 (C-2); 121,6 (C-3); 147,8 (C-4); 54,8
(C-5): 72,9 (C-6); 38,1 (C-7); 37,0 (C-8); 38,6 (C-9); 37,7 (C-10); 30,0 (C-11);
128,4 (C-12); 134,0 (C-13); 134,4 (C-14); 114,6 (C-15); 20,7 (C-16), 16,1 (C-
17); 97,3 (C-18); 99,2 (C-19); 25,5 (C-20); 170,0; 22,0 (OAc); 173,4;, 173,3; 36,7
(x2); 19,2; 18,9; 14,0; 13,8 (2 x OBu).

Exemplo 3 — Atividade Moduladora de tumores in vivo da Casearina X



10

15

20

25

14/19

As casearinas obtidas do extrato de Casearia sylvestris, €
particularmente a caserina X apresentaram valores de Clsp menores que 1
pg/mL (1,87 uM) na maioria das linhagens tumorais testadas, sendo mais ativo
contra células de HL-60 [0,15 ug/mL (0,28 pM)] e menos citotoxico contra a
linhagem leucémica K-562 [4,76 ug/mL (8,93 puM)]. Os estudos de atividade
hemolitica foram feitos usando suspenséo de eritrdcitros de camundongos a
2%. Nenhuma casearina foi capaz de lisar células vermelhas até a
concentragdo maxima testada (200 ug/mL), indicando que a atividade citotoxica

nao seja causada por danos a membrana celular.

Tabela 1. Atividade citotoxica in vitro de diterpenos isoladas das folhas de

Casearia sylvestris frente as linhagens tumorais humanas.

[Clso pg/mL (UM)]*

Composto | CEM | HL-60 | K-562 | MDA/ | MDA/ | PC-3 | HCT-8 | SF- B-16
MB435 | MB231 295
Cas X 060 | 073 | 098 | 115 | 1,76 | 2,05 | 391 | 587 | 334
(1,09 | (1,33) | (1,79) | 2,09) | (3.21) | (3,74) | (7.13) | (10,71) | (6,09)
0,55-0,65 | 0,63-0,84 | 0,87-1,11 0,91-1,45 1,38-2,25 1,78-2,32 | 3,68-3,28 2,53- 2,77-4,02
13,61

* Valores originados de experimentos independentes (n=3) e apresentados em valores de Clsg
obtidos por regressdo ndo-linear com intervalo de confianga de 95%. (CEM, HL-60, K-562),
carcinoma de mama (MDA/MB-435, MDA/MB-231), carcinoma de préstata (PC-3), carcinoma
de célon (HCT-8), glioblastoma (SF-295) e melanoma murino (B-16).

Exemplo 3.1- Excluséo por Azul de Tripan

A anélise da viabilidade celular na linhagem leucémica HL-60 por
exclusdo de azul de tripan depois de 24 h de exposi¢ao demonstrou que a Cas
X causou significante redugdo no ndmero de células viaveis em todas as

concentragdes testadas, de forma crescente e dependente da concentragao
(34,82%; 54,06% e 83,70% para as concentragdes 0,4, 0.8 e 1,6 pg/mL houve
um aumento do cumero de células nao-viaveis, cujos percentuais foram de
19,26% e 37,04%, respectivamente (p<0,001).
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Exemplo 3.2 - Incorporagdo de BrdU
Dando continuidade a avaliagao da atividade antiproliferativa, examinou-

se a capacidade de incorporagao do nucleotideo BrdU por células da linhagem
leucémica HL-60 tratadas com a Cas X durante 24 h de incubagéo. Houve
reducao significante na sintese de DNA ja na menor concentragéo testada (0,4
pg/mL), a qual causou inibicdo da incorporagao de BrdU de 47% quando
comparado com o controle negativo (DMSO 1,6%). Na concentragéo de 0,8
ug/mL, a inibicao foi de 64% (p<0,01). Na concentragao de Cas X de 1,6 pg/mL
foi observada destruicdo celular tdo intensa ao ponto de impossibilitar a
contagem de células. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle
positivo e causou inibicao da incorporagao de BrdU de 61% (p<0,01).
Exemplo 3.3 - Coloragcdo por hematoxilina/eosina

A analise morfoldgica das células da linhagem leucémica promielocitica
humana (HL-60) tratadas com crescentes concentragbes da Cas X e nao
tratadas. O controle negativo apresentou caracteristicas de células integras,
com citoplasma homogéneo, presenca de figuras mitéticas e nitida visualizagao
da membrana plasmatica e nuclear. As células tratadas com a concentragéo de
0,4 ug/mL de Cas X mostraram eosinofilia, presenca de vacuolos plasmaticos e
nucleares e areas de contragdo celular. A Cas X 0,8 pg/mL causou rarefagéo
de células e diminuicdo de volume, vacuolizagao, eosinofilia mais acentuada
que na concentragdo anterior além de condensagdo e marginalizagdo da
cromatina. Na maior concentracéo (1,6 ug/mL), ocorreu intensa diminuigao do
volume e do numero de células, fragmenta¢do nuclear, condensagado da
cromatina e picnose. Rarefagao celular, fragmentagdo nuclear e presenca de
nucleos picnéticos também foram encontrados apés o tratamento com
doxorrubicina 0,3 pg/mL (controle positivo), além da basofilia e restos nucleares
hipercromaticos consistentes com necrose.
Exemplo 3.4 - Coloracéo diferencial por Brometo de etidio/laranja de acridina

Um dos métodos aplicados para avaliar o padrao de morte celular
induzida pela Cas X foi realizado através da coloragéo diferencial com BE/LA e

posterior analise por microscopia de fluorescéncia. As concentragbes de 0,4 e
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0,8 pg/mL causaram mudangas morfologicas semelhantes, como diminuigéo do
volume celular, condensagéo e fragmentagao da cromatina, evidenciados por
um intenso verde brilhante, embora esses achados tenham sido bem mais
frequentes na concentragiao de 0,8 ug/mL. Células com coloragdo tipica de
necrose (muito alaranjadas ou vermelhas), foram mais encontradas na
concentragdo de 1,6 upg/mL, onde também foram observadas retragao e
fragmentagao nucleares.

Apds 24 h de incubagdo das células HL-60 na presenca da Cas X,
ocorreu a reducdo do numero de células viaveis de forma concentracao-
dependente, havendo total auséncia das mesmas na concentragéo de 1,6
pg/mL, onde também foram observadas retracdo e fragmentagéo nucleares.
Apés 24 h de incubacédo das células HL-60 na presenca de Cas X, ocorreu
reducdo do numero de células viaveis de forma concentragéo-dependente,
havendo total auséncia das mesmas na concentragao de 1,6 ug/mL (p<0,001).
Essa reducdo foi acompanhada pelo aumento de células apoptéticas (82%;
88,1%) e 22,23%) e de células necréticas (4,33%; 6,67% e 77,67%) para as
concentracdes de 0,4; 0,8 e 1,6 ug/mL, respectivamente (p<0,001).

Exemplo 3.5 - Relaxamento do DNA

A andlise da Cas X sobre a topoisomerase | foi avaliada através do
ensaio de relaxamento de DNA plasmidial superhelicoidizado. Nenhuma das
concentragdes testadas [2 e 4 pyg/mL (3,75 e 7,50 uM)] de Cas X foi capaz de
alterar a topologia do DNA. Camptoteina 0,1 mM, usada como controle positivo,
inibiu a atividade da topoisomerase |, causando a formacgao de complexos
cliviveis que resultaram na inibigdo da topoisomerase |, causando a formagao

de complexos clivaveis que resultarma na inibigdo da converséo do substrato
superhelicoidizado para a forma relaxada. Fatos esses nao observados pelas
outras amostras, uma vez que as bandas notadamente revelaram relaxamento
do DNA, ao contrario do que acontece em uma das bandas, em que ha
auséncia da topoisomerase |.

Exemplo 3.6 - Citometria de Fluxo
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Nesse ensaio, as células controle e tratadas foram incubadas com uma
solugéo contendo triton X-100 e iodeto de propideo. O triton lisa a membrana
celular e o iodeto de propideo se ligam no DNA. As células contendo nucleos
integros emitem alta fluorescéncia e as células com condensagao da cromatina
e DNA fragmentado emitem baixa fluorescéncia. Todas as concentragdes de
Cas X testadas (0,4; 0,8 e 1,6 pg/mL) induziram a fragmentagdo do DNA. A
concentracdo de 1,6 yg/mL com indice de fragmentagéo de 80,52 + 3,59% foi
de 5,7 e 1,3 mais ativa que as concentragbes de 0,4 (14,51 + 0,35%) e 0,8
Hg/mL (61,92 + 7,10%), respectivamente. Quando comparada ao controle
negativo (1,41 + 0,16%), a maior concentragdo testada de Cas X foi capaz de
aumentar em 57 vezes a fragmentagdo do DNA (p<0,001). A doxorrubicina
causou fragmentagao de 35,69 + 4,21%.

Exemplo 3.7 - Atividade Citotéxica e Genotoxica
Para efeitos de comparacdo da atividade da Cas X frente a células

normais, avaliou-se também sua citotoxicidade pelo método do MTT em
linfécitos periféricos humanos isolados de voluntarios sadios. A CI50
encontrada, de 0,14 pg/mL (0,26 uM), com intervalo de confianga (95%) de
0,11 — 0,17 pg/mL, revelou ser praticamente igual aquela verificada para a
linhagem HL-60 [0,15 ug/mL (0,28 uM] (p>0,05).

Os resultados dos estudos de genotoxicidade, realizados através da
versao alcalina do ensaio do cometa. Comparada ao controle negativo (DMSO
0,5%), a Cas X aumentou significantemente a migragédo do DNA (p<0,001) a
partir da menor concentragdo testada (0,4 pg/mL) em ambos os tipos de
células (linfocitos e HL-60). Em linfocitos, a Cas X alcangou seu pico de FD na
concentracéo de 0,8 pg/mL (89,50 + 1,84%), nao ocorrendo elevagéo da FD na
concentragdo de 1,6 pg/mL (87,75 + 2,65%), embora células HL-60 tenham
mostrado uma FD mais relevante na maior concentragdo (79,00 £ 1,73%) do
que na concentragdo de 0,8 pug/mL (61,33 £ 3,28%). Ja o ID mostrou elevagao
significante e proporcional a dose em ambos os tipos de células. A
doxorrubicina (0,3 pg/mL), usada como controle positivo, mostrou FD
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praticamente igual para ambas as células, embora o 1D tenha sido menor para
linfocitos (221,66  3,66%) do que para HL-60 (240,70 + 2,72%) (p<0,05).
Exemplo 3.8 - Atividade antitumoral da Cas X

Foi feita a avaliagdo da atividade antitumoral da Cas X realizada em
camundongos transplantados expetimentalmente com o tumor Sarcoma 180. O
tratamento consistiu na administragdo de Cas X i.p. (10 e 25 mg/kg/dia) ou v.o.
por gavagem (25 mg/kg/dia) durante 8 dias consecutivos. No 9° dia, os animais
foram sacrificados por deslocamento vertical e dissecados para a retirada do
tumor, figado, bago, rins e estdmago. Dentre as doses testadas, apenas a de
25 mg/kg da Cas X aplicada i.p. foi capaz de diminuir o crescimento da massa
tumoral (0,21 + 0,6 g) de forma significativa quando comparado ao controle
negativo (DMSO 4%) (2,30 £ 0,17g), o mesmo acontecendo com o0 grupo
controle positivo tratado por 5-FU (1,01 £ 0,12 g). Assim, 5-FU e Cas X 25
mg/kg i.p. revelaram, respectivamente, um percentual de inibicao de
crescimento do tumor de 52,72 + 5,67% e 90,01 + 2,90% (p<0,001).

Exemplo 3.9 - Anélise Histopatolégica dos Orgdos

O peso relativo umido dos 6rgaos mostrou diferenca estatisticamente
significante (p<0,01) apenas em relagao ao bago dos grupos tratados com 5-FU
e Cas X 25 mg/kg/dia i.p., demonstrando uma nitida involugéo do 6rgao quando
comparado ao grupo controle.

Histologicamente, os 6rgaos dos animais do grupo controle negativo
(DMSO 4%) nao apresentaram sinais de toxicidade, com figado sem
alteragdes, rins com leve hemorragia glomerular e tubular, bago com foliculos
evidentes e muitos megacariécitos. O estdmago demonstrou auséncia de
estrias hemorragicas, regido da cardia com revestimento escamoso
queratinizado, sem alteragdes no cérion e visualizagéo de células parietais e
principais, com mucosa e submucosa normais. As analises mostram que a
dose de Cas X de 25 mg/kg/dia ip. foi capaz de induzir alteragdes
histopatolégicas importantes. No figado, uma discreta toxicidade foi
diagnosticada por alguns pontos de floco inflamatério, congestao portal e da

veia centrolobular com corddes de hepatécitos bem evidentes. Por outro lado,
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os rins tratados na dose de 25 mg/kg/dia i.p., quando comparados com 0
controle negativo, revelaram-se macroscopicamente mais esbranquigados.
Microscopicamente, houve hemorragia glomerular e tubular com intensa
tumefacao do epitélio tubular e presencga de cilindros hialinos. Hemorragias e
cilindros hialinos também foram vistos no grupo controle negativo e nos
animais tratados com 5-FU, com Cas X 10 mg/kg/dia i.p. e com Cas X 25
mg/kg/dia v.o. O bago mostrou diminuigdo no tamanho com circunscri¢ao
evidenciacel dos foliculos. O estdmago, semelhante ao observado para o
controle negativo, néo sofreu alteragdes histolégicas ap6s a administragéo de
Cas X 25 mg/kg/dia v.o.

As alteragbes microscopicas, embora todas de carater reversivel, foram
sedimentadas também quando se compara a média do peso corporal dos
animais do grupo tratado com Cas X 25 mg/kg/dia i.p., a qual se mostrou
menor (22,50 + 0,83 g) que a do grupo controle negativo (30,60 + 0,84 g), mas
praticamente igual aquela dos animais tratados com 5-FU (22,20 + 1,02 g).

Os tumores dos animais do grupo controle negativo e dos grupos
tratados com Cas X 10 mg/kg/dia e 25 mg/kg/dia v.0. mostraram caracteristicas
de neoplasia maligna constituidas por células redondas e poliédricas com
anisocariose, binucleagdo, frequentes mitoses e diferentes graus de
pleomorfismo celular e nuclear. Foram encontradas invasdo muscular e areas
de necrose de coagulagdo. Os tumores dos animais tratados com 5-FU e Cas
X 25 mg/kg/dia i.p. revelaram, como descrito acima, morfologia tipica de células
neoplasicas, embora tenham sido observadas raras mitoses e areas de
necrose de coagulagdo muito mais extensas do que nos outros grupos.
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Reivindicacoes
COMPOSTOS COM ACAO CITOMODULADORA, FORMULACOES CONTENDO
0OS MESMOS E PROCESSO PARA SUA PREPARAQAO

1. Composto caracterizado por compreender a férmula geral (1):

onde:
R4, Rz, Rs, Ry € Rs sao, independentemente, escolhidos do grupo que
10 compreende H (hidrogénio), OH (hidroxila), OCHs, OCOCH; OCOC:Hs,
OCOC3H7, OCOC4Hg e mistura dos mesmos;
e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isdmeros.
2. Composto, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por possuir
acao moduladora sobre desordens proliferativas celulares.
15 3. Composicao farmacéutica caracterizada por compreender:

a) um composto de acordo com a férmula geral (1) abaixo:
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M,

onde:

R1, Rz, R3, R4 € Rs sao, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H (hidrogénio), OH (hidroxila), OCH;, OCOCHj3; OCOC;Hs,
OCOC;3H;, OCOC4Hg € mistura dos mesmos; |

e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isdmeros; €

b) um veiculo farmaceuticamente aceitavel,

4. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por ser
destinada ao tratamento de lesdes relacionadas a desordens proliferativas
celulares.

5. Processo de obtencdo de compostos caracterizado por compreender
as etapas de:

a) selecionar sub-fragdes da fragao ativa para purificagao;

b) selecionar as sub-fragdes de 8 a 11 purificadas;

c) submeter as sub-fragdes selecionadas de a) a cromatografia liquida
de alta eficiéncia para obtengdo da casearina X, composto de acordo com a

formula gerali (1):
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onde:
R1, Ra, R, Rs e Rs séo, independentemente, escolhidos do grupo que
compreende H (hidrogénio), OH (hidroxila), OCH;, OCOCHs, OCOC;Hs,
5 0OCOC;H;, OCOC4Hg e mistura dos mesmos;
e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isdmeros.
6. Processo, de acordo com a reivindicagcdo 5, caracterizado pelo
composto obtido possuir a¢do moduladora sobre desordens proliferativas

celulares.
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Figuras

FIGURA 1

Folhas Frescas

1. Secagem e Moagem

Droga Vegetal

2. Maceragéo sob agitagdo com etanol (48h)

Extrato

3. Destilag&o a pressao reduzida

Extrato Seco

4. Extragao em fase sélida
(silica e carvao ativo)

Fracdao EFS1

Fragdo EFS2 Fragao EFS3

5. Cromatografia em coluna (silica)

46 subfragdes CC

Subfragées selecionadas para purificagao

Subfragoes 8 a 11

6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Casearina X (1,8 g)
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Resumo
COMPOSTOS COM ACAO CITOMODULADORA, FORMULACOES CONTENDO

OS MESMOS E PROCESSO PARA SUA PREPARAGAO.

A presente invencédo se refere aos compostos com agdo moduladora
sobre desordens proliferativas celulares com estruturas semelhantes as
casearinas, especialmente a casearina X e formulagdes contendo os mesmos.
Em particular, a casearina X, obtida de fragbes ativas obtidas de Casearia
sylvaStris demonstrara acdo antitumoral, podendo ser utilizada na prevengao
e/ou no tratamento de qualquer tipo de cancer e/ou tumores. A presente -
invengao também se refere aos métodos para obtengao de tais compostos.
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