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Relatorio Descritivo de Patente de Invencédo

PROCESSO DE PRODUGCAO DE PTEROCARPANOS, COMPOSICAO

CITOMODULADORA COMPREENDENDO PTEROCARPANOS, E USO DE
PTEROCARPANOS

Campo da Invencio

A presente invengdo se situa nos campos da biologia, quimica e
medicina. Mais especificamente, a presente invengao proporciona um processo
de produgcdo de pterocarpanos, uma composigéo compreendendo
pterocarpanos e o uso de pterocarpanos na preparacdo de composicdes
farmacéuticas. Os compostos da presente invencéo sado particularmente Gteis

para a citomodulagado, como aquela utilizada no tratamento de tumores.

Antecedentes da Invencao

. As células do cancer possuem defeitos nos mecanismos que governam
a proliferagao normal. Entre as caracteristicas do tumor maligno estdao a auto
suficiéncia da sinalizagdo de fatores crescimento, insensibilidade a inibidores
do crescimento, inibicdo da morte celular programada (apoptose), potencial
replicativo ilimitado, angiogénese, poder de invasdo e capacidade de
metastizar-se.

Nos Ultimos anos, a aplicagdo da quimioterapia tem conseguido éxitos
notaveis na cura de algumas formas de canceres disseminados tais como a
leucemia aguda infantil, distintos tipos de linfomas, e alguns tipos de tumores
soblidos. Ao contrario, a melhora no tratamento sistémico de tumores soélidos
mais freqlentes em adultos (pulmdo, mama, célon e pancreas) nao sofreu
grandes avancos, resultando em altos indices de mortalidade dentre os
pacientes. Ha, portanto, uma clara e urgente necessidade de identificar, avaliar
e desenvolver novos e mais eficientes farmacos para o tratamento de tais
canceres. Dessa forma, o atual interesse na busca de novos agentes
antimitticos, por exemplo, € conseqiéncia direta de sua importancia para o
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tratamento de diferentes formas de tumores malignos. E importante ressaltar
que 60% das drogas utilizadas atualmente na quimioterapia do cancer sao de
origem natural, incluindo produtos naturais ou substancias derivadas de um
protétipo natural. De fato, o melthor impacto de compostos isolados de plantas é
percebido nesta area da terapéutica.

Todo o sucesso na utilizacao dos taxanos e dos alcalbides da vinca na
terapia anti-cancer tem estimulado intensamente a busca por novos agentes
com potencial antimitético, mais especificos. Muitas substancias tém sido
encontradas por interromperem o fuso mitético decorrente de uma ligagao
direta com a tubulina, proteina que forma os microtibulos, mas em recentes
anos, tém sido identificadas substancias que inibem a progressdo da mitose
por agdo em outros alvos. Por exemplo, o monastrol e o SB715992 inibem a
proteina motora cinesina e causa parada na célula com um fuso monopolar,
enquanto o PIK1 causa parada com fusos multipolares. A hesperadin e ZM
447439 inibem as cinases Aurora e causam defeito na condensacdo e
alinhamento dos cromossomos. O diminutol pode inibir a proteina NADP e
afeta a morfogénese dos microtubulos e inibidores fosfatos proteina
serina/treonina podem bloquear células em mitose. Porém, apesar de existirem
distintas atividades bioquimicas requeridas no processo mitético, ndo se dispde
até o momento de especificos inibidores bioquimicos. Novos inibidores dessas
atividades poderdao ser .importantes para explicar novos mecanismos
envolvidos nas mitoses, além de poderem servir como possiveis protétipos
para aplicagdo na terapia do cancer.

Os pterocarpanos representam a maior classe de isoflavonédides, depois
das isoflavonas. Sao estruturalmente representados por um nucleo tetraciclico
derivado do nucleo fundamental das isoflavonas, e conhecidos como
fitoalexinas, substancias que a planta produz como um mecanismo de defesa
contra o ataque de fungos, virus ou bactérias. Muitos pterocarpanos
demonstram atividade biologica potente contra toxinas, microbios e sistemas
celulares animal, além de atividade antiviral contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV-I).
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No ambito patentario, foram Iocalizadoé alguns documentos
parcialmente relevantes que serao descritos a seguir.

O documento WO 01/01996 descreve composi¢cdes e métodos para
tratar e/ou prevenir a osteoporose. Em especial, o referido documento descreve
composi¢cbes compreendendo algumas ervas, sendo que um dos compostos
ativos pode ser escolhido do grupo compreendendo pterocarpanos. A presente
invencao difere do referido documento, dentre outros motivos, por utillizar
Platymiscium para obteng¢ao dos pterocarpanos, além de revelar o uso como
citomoduladores, fatos nao citados no referido documento.

O documento EP 1 262 168 descreve composi¢cdes contendo fibras para
combater o envelhecimento da pele e regenera-la, utilizando pterocarpanos
como um dos compostos ativos possiveis na formulagéo. A presente invencao
difere do referido documento, dentre outros motivos, por utillizar Platymiscium
para obtencdo dos pterocarpanos, além do revelar o uso citomoduladores,
fatos nao citados no referido documento.

O documento WO 2007/128725 descreve compostos obtidos a partir de
extrato vegetais, incluindo Platymiscium, e seu uso como bloqueadores
solares. A presente invencao difere do referido documento, dentre outros
motivos, por compreender pterocarpanos e seu uso como citomodulador, fato
néo citado no referido documento.

Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invengao,
de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva

frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencao

Em um aspecto, a presente invengdao proporciona processos de
producao de pterocarpanos. Em uma concretizagéo, o processo compreende o
processamento de plantas do genéro Platymiscium, como Platymiscium
floribundum Vog (Leguminosea). Em uma concretizagdo alternativa, o processo

de producdo compreende a obtencao, preferencialmente sintética, na qual ha
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reagdo entre diferentes compostos até a obtencdo dos pterocarpanos,
preferencialmente (+)- e (-)- 2,3,9-trimetoxipterocarpanos.
‘ E, portanto, objeto da presente invengdo um processo de producdo de
pterocarpanos compreendendo as etapas de:
a) obter material vegetal de plantas do género Platymiscium;
b) processar o material vegetal de a);
c¢) purificar o material processado de b), obtendo pterocarpanos

de férmula geral (1):

onde R1, R2, R3 e R4 sao independentemente escolhidos do grupo que
compreende OH; CH30.

Preferencialmente, o material coletado devera ser seco em estufa de ar
quente circulante entre 35°C a 45°C por um periodo de 4-6 dias, e em seguida
submetido ao processo de pulverizagdo em moinho de facas, sendo que o
material pulverizado sera extraido exaustivamente com etanol, e o solvente
sera destilado sob pressao reduzida em um evaporador rotativo.

E, portanto, um objeto adicional da presente invengdo, o processo de
produgao de pterocarpanos, preferencialmente 2, 3, 9-trimetoxipterocarpanos,

permitindo a obten¢ao dos compostos abaixo:

0 H
w5
H O OMe
MeO :

(-1

Formula (V1)
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0— H
oL T
H O OMe
MeO

-1
Foérmula (VII)

E, portanto, um objeto adicional da presente invencdo, o processo de
produgdo sintético de pterocarpanos, preferencialmente 2, 3, 9-
trimetoxipterocarpanos, compreendendo as etapas de:

a) obter aril propargil éter 2;

b) submeter a) a reagdo com hidroarilagao intramolecular catalisada por
Au(l);

c) submeter o composto obtido em b) a reagdo de oxiarilagdo catalisada
por Pd[0] com iodofenol 4 usando Pd(OAc), na presenga de dppe e carbonato
de prata.

Em uma realizagdo opcionalmente, o processo acima compreende
adicionalmente as etapas de:

d) reagir (+)-2,3,9-trimetoxipterocarpano com iodo na presenga de
trifluoroactato de prata;

e) submeter o composto obtido em d) a reagcdo de carbometoxilacido
catalisada por Pd[0].

Os compostos obtidos por esse processo mostraram apresentar fungéo
citomoduladora. E, portanto, um dos objetos adicionais da presente invencao
proporcionar uma composigao citomoduladora compreendendo: |

i) pelo menos um pterocarpano de formula geral (1)
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onde R1, R2, R3 e R4 sao independentemente escolhidos do grupo que
compreende OH; CH30;

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

i) veiculo farmaceuticamente aceitavel.

E um outro objeto da invengao o uso de pterocarpanos na preparagao de
composi¢des citomoduladoras.

Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serado

descritos em detalhes suficientes para sua reprodugédo na descri¢ao a seguir.

Breve Descricao das Figuras

A figura 1 exempilifica os tipos de tratamento que podem ser dados a
cada parte da planta do género Platymiscium, onde: 1=coleta; 2=secagem,
3=moagem; 4=extracdo; S5=purificacio e identificagdo; 6=pterocarpanos

A figura 2 mostra microfotografias mostrando o efeito do pterocarpano
2,3,9-trimetoxipterocarpano isolado da Platymiscium floribundum no
desenvolvimento dos ovos do ourigo-do-mar. A e C sao controles na primeira

divisdo e blastula, respectivamente; B and D, foram tratados com 0,3 uM. Barra

horizontal = 100 pm.

A figura 3 mostra a avaliagdo da integridade da membrana celular por
citometria de fluxo. Dez mil eventos foram avaliados em cada experimento. A:
2,3,9-trimetoxipterocarpano; B: 3,9-dimetoxipterocarpano; C: 3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano; D: 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano; Os resultados
foram mostrados como a média e o erro obtidos de 4 a 6 experimentos. * p <
0,05, ANOVA seguida de Student Newman Keuls.
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onde R1, R2, R3 e R4 sao independentemente escolhidos do grupo que

compreende OH; CH30.

O processamento do material vegetal do processo de producao

compreende quaisquer etapas de tratamento do referido material, de forma que

- seja possivel realizar a purificagdo do material vegetal apoés esse

processamento. O processamento inclui, mas nao se restringe a, secagem,
pulverizagéo, extragdo, evaporacao, entre outros, bem como a combinacdo dos
mesmos.

Preferencialmente, o material coletado devera ser seco em estufa de ar
quente circulante entre 35°C a 45°C por um periodo de 4-6 dias, e em seguida
submetido ao processo de pulverizagdo em moinho de facas, sendo que o
material pulverizado sera exiraido exaustivamente com etanol, e o solvente
sera destilado sob pressao reduzida em um evaporador rotativo.

Processo de producéo sintético

E, portanto, um objeto adicional da presente invengdo, o processo de
producdo sintético de pterocarpanos, preferencialmente 2, 3, 9-
trimetoxipterocarpanos, compreendendo as etapas de:

a) obter aril propargil éter;

b) submeter a) a reagdo com hidroarilagéo intramolecular catalisada por
Au(l);

c) submeter o composto obtido em b) a reagao de oxiarilagao catalisada
por Pd[0] com iodofenol 4 usando Pd(OAc), na presenca de dppe e carbonato
de prata.

Em uma realizagdo opcionalmente, o processo acima compreende
adicionalmente as etapas de:

d) reagir (#)-2,3,9-trimetoxipterocarpano com iodo na presenca de
trifluoroactato de prata;

e) submeter o composto obtido em d) a reagdo de carbometoxilagéo
catalisada por Pd[0]. |

A sequéncia da reagao encontra-se ilustrada na figura 1. Na mesma,

demonstra-se que o aril propargil éter (passo 2) obtido foi submetido a reacgéo
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A figura 4 mostra a fragmentacdo do DNA avaliada pela fluorescéncia
nuclear usando iodeto de propideo, triton X-100 e citrato, detectado por
citometria de fluxo. A e B: 2,3,9 trimetoxipterocarpano; C (2,5 ug/mL) e D (2,5
pg/mL): 3,9-dimetoxipterocarpano; Seta: parada do ciclo celular em G2/M.

5 A figura 5 apresenta o esquema para obtencédo dos compostos aivo ((z)-

2,3,9-trimetoxipterocarpano) e, adicionaimente, 2 derivados adicionais.

Descricao Detalhada da Invencao

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
10 das inumeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.
Platymiscium
As plantas e/ou extratos da presente invengdo compreendem o todo ou
parte de plantas do género Platymiscium. Preferencialmente, sdo obtidos
15 extratos de folhas, casba do caule e raiz, cerne do caule e raiz. Em especial, a
planta utilizada na presente invengéo &€, mas nao se restringe a, Platymiscium
floribundum Vog (Leguminosea).

Processo de producédo a partir de material vegetal

O processo de produgdao de pterocarpanos da presente invengao
20 compreende as etapas de:
a) obter material vegetal de plantas do género Platymiscium,
b) processar o material vegetal de a);
c) purificar o material processado de b), obtendo pterocarpanos

de férmula geral (I):
R1

R2

25
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com hidroarilacdo intramolecular catalisada por Au(l) e, portanto, permitindo a
obtencdo de cromeno com 45% de rendimento (passo 3). Submete-se o
composto obtido com iodofenol (passo 4) a uma reacdo de oxiarilagdo
catalisada por Pd[0] com iodofenol 4 usando Pd(OAc); na presenca de dppe e
carbonato de prata, permitindo a modificagdo racémica do pterocarpano alvo
viz. ()-1com 20% de rendimento. Todos os dados espectrais obtidos para esse
material conferem com aqueles reportados para o (+) enantiomero
naturalmente encontrado. Os enanteomeros constituentes do material racémico
foram prontamente separados um do outro com uma escala semi-preparativa
usando uma coluna Daicel CHIRALPAK™IA e 7:3 v/iv de alcool/hexano
isopropil como solvente eluente.

Reagindo ($)-2,3,9-trimetoxipterocarpano [(t£)-1] com iodo molecular na
presencga de trifluoroactato de prata, o derivado 8-iodinado ()-5 (passo 5) foi
obtido com rendimento de 69%. Submetendo este composto a reagdo de
carbometoxilacdo catalisada por Pd[0], permite a obtencdo do éster (+)-6
(passo 6), sendo que o dado espectral para tal estavam de acordo com sua
assinatura. '

A presente invengao apresénta, portanto, o processo de producido de
pterocarpanos, preferencialmente 2, 3, 9-trimetoxipterocarpanos de acordo com

as férmulas abaixo:

0— H
w0
H O OMe
MeO

-1

Férmula (VI);

O— H
alee
H O OMe
MeO

-1
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Formula (Vi)

Citomodulador

Os compostos obtidos pelo processo da invengao mostraram Uteis como
citomoduladores. O citomodulador da presente invencdo compreende
compostos moduladores (ativagédo e/ou inibigao) de quaisquer modificagdes no
ciclo celular. Preferencialmente, as modificacbes do ciclo celular
compreendem, mas nao se restringem a, crescimento celular desordenado,
podendo ou néo espalhar-se para outras regides do corpo incluindo, canceres,
tumores e/ou metastases.

O citomodulador da presente invencdo atua sobre crescimentos
celulares desordenados e lesbes relacionadas, tanto para prevengdo como
para tratamento das mesmas.

Composicdo Citomoduladora

A composic¢ao citomoduladora da presente invengao compreende:

i) pelo menos um pterocarpano de férmula geral (1):

R1 O

R4

onde R1, R2, R3 e R4 sao independentemente escolhidos do grupo que
compreende OH; CH30;
e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isdmeros; e
i) veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Em uma realizagéo preferencial, os pterocarpanos da presente invencao

(1) 2,3,9-Trimetoxipterocarpano, conforme a formula (l1):
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OCH;

(i) 2,3,9-Dimetoxipterocarpano, conforme a férmula (1ll):

5
OCHj;
10 o -
(iv) 3,4-Dihidroxi-9-metoxipterocarpano, conforme a formula (V):
OCH;
elou seus sais, solvatos, hidratos e/ou isdmeros.
15

Veiculo Farmaceuticamente Aceitavel
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O veiculo farmaceuticamente aceitdvel da presente invencao pode ser
escolhido do grupo que compreende excipientes e carreadores
farmaceuticamente aceitaveis, doses e tratamentos convenientes para uso em
composigdes particulares que podem ser descritas em uma série de
regimentos de tratamento, incluindo oral, parenteral, intravenoso, intranasal,
intramuscular, intracerebral, intracerebroventricular e intraocular.

Uso de pterocarpanos na preparacdo de composicodes citomoduladoras

A partir da presente descrigdo, os versado na arte imediatamente
identificardo que os pterocarpanos sao vantajosamente Uteis na preparagao de
composicdes citomoduladoras.

Exemplo 1. Realizacao Preferencial

Com base nas dificuidades da técnica anterior e no propdsito de supera-
las, os inventores desenvolveram produtos e processos envolvendo a espécie
Platymiscium floribundum Vog (Leguminosea), uma fonte promissora de
pterocarpanos. Para tanto, o material vegetal (raiz, folhas, cerne, casca do
caule) foi utilizado. Diferentes extratos foram obtidos, dependendo do tipo de
tratamento dado a cada parte da planta. O material coletado foi seco em estufa
de ar quente circulante entre 35°C a 45°C por um periodo de 4-6 dias, e em
seguida submetido ao processo de pulverizagdo em moinho de facas. O
material pulverizado foi extraido exaustivamente com etanol, e o solvente foi
destilado sob pressao reduzida em um evaporador rotativo.

Para o fracionamento cromatografico de cada extrato sdo empregadas
diferentes técnicas cromatograficas, contendo a fase estacionaria e a fase
mével adequadas. As fragbes obtidas sdo analisadas e purificadas, utilizando
os possiveis métodos de purificagdo, tais como recristalizagéo,
recromatografia, precipitagdo, CCDP, CLAE, entre outros, com o intuito de
extrair os pterocarpanos, mais precisamente, 2,3,9-trimetoxipterocarpaho
(Formula 1), 3,9-dimetoxipterocarpano (+) (homotopterocarpin) (Férmula lil),
3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (medicarpina) (Férmula V) e 3,4-dihidroxi-9-

metoxipterocarpano (vesticarpano) (Férmula V).
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O potencial anticancer destes pterocarpanos foi comprovado em estudos
realizados em varios modelos in vitro e in vivo. Inicialmente, foi determinada a
atividade antimitética no desenvolvimento embrionario de ovos de ourigb do
mar. O composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano mostrou-se como mais ativo,
através da inibicao das fases de 1° divisao e blastula do desenvolvimento dos
ovos do ourigo, e observagao da inibicao das clivagens na primeira divisdo que
evoluiu para ocorréncia de divisdes anémalas na blastula, em concentragbes
de 0,003ugM e 0,009uM (Figura 2) (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antimitética dos pterocarpanos sobre o desenvolvimento
dos ovos do ourigo-do-mar. Os dados sédo apresentados como valores de Clsg
com um intervalo de confianga de 95% para a primeira, terceira e blastula

obtidos por regressao nao-linear.

Substancias 1? divisdo 3? Divisao Blastula
/mL (uM) ug/mL (uM) pg/mL (pM)
2,3,9 trimetoxipterocarpano (43) 0,003 (0,009) 0,004 (0,013) 0,003 (0,009)
0,002-0,003 0,003-0,005 0,003-0,003
3,9-dimetoxipterocarpano (44) 0,12 (0,47) 0,05 (0,18) 0,04 (0,14)
| 0,10-0,15 0,04-0,06 0,02-0,06
?hidroxi-s-metoxipterocarpano 0,03 (0,13) 0,02 (0,06) 0,03 (0,13)
(45) 0,03-0,04 0,01-0,02 0,028-0,04
3,4-dihidroxi-9- 3,17 (11,08) 2,1(7,03) 0,44 (1,54)
metoxiprerocarpano (46) 2,99-3 36 1,57-2,98 0.33-0,57
3,10-dihidroxi-9- 2,16 (7,54) 1,98 (6,93) 2,01 (7,02)
metoxipterocarpano (47) 1,70-2,72 1,64-2,40 1,46-2,78

Posteriormente, foi determinado o seu perfil citotdoxico em um painel de

linhagens de células tumorais humanas e em célula normal mononucleada,
através da analise do MTT e da exclusdo do corante azul do tripan,
respectivamente, tendo apresentado citotoxicidade seletiva para células
tumorais. O composto 2,3,9-trimetoxi-pterocarpano apresentou ainda Cls, com
valores menores que 1pug/mL em todas as linhagens humanas CEM (leucemia),
HL60 (leucemia), HCT8 (colon), MCF-7 (mama), e igual a 1,3 ug/mL em PC-3,
enquanto nas células mononucleadas ap6s 72 h de tratamento houve apenas

19% de inibigdo na concentragdo de 10 pg/mL. Os outros pterocarpanos
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apresentaram CI50 maior que 5 ug/mbL, em todas as linhagens testadas
(Tabela 2).

Tabela 2 -Atividade citotdéxica de pterocarpanos em linhagens de células
tumorais. Os resultados sao apresentados em valores de Clso com um intervalo
de confianga de 95% obtido por regressdo nao-linear para leucemia (HL-60 e
CEM), carcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de célon (HCT-8) e melanoma
murino (B16).

Substancias CEM HL-60 HCT-8 MCF-7 B-16
pg/mL (uM) | pg/mL (uM) | pg/mlL (uM) | pg/mL (uM) | pg/mL (uM)
3,9- 10,4 (38,5) | 10,4 (38,5) | 14,9(554) | 19,5(72,1) | 7.1(26,3)

dimetoxipterocarpano
8,9-12,1 8,9-12,0 12,6-17,8 15,6-24,2 6,0-8,4

3-hidroxi-9- 55(19,2) 3,9 (13,7) 6,4 (22,5) 18,8 (65,2) | 5,2(18,4)
metoxipterocarpano

4,4-6,7 26-57 3,9-10,5 17,8-19,2 3,7-7,3
3,4-dihidroxi-9- 7,3 (25,6) 6,9 (24,2) 12,4 (43,2) | 10,3 (35,9) 2,7(9,4)
metoxipterocarpano

6,8-7,8 4,4-10,8 9,7-15,8 8,1-13.1 1,9-3,7
3,10-dihidroxi-9- 13,8 (48,3) | 20,4 (71,5) >25 (87,4) >25 (87,4) 9,9 (34,5)
metoxipterocarpano 12,0-15,9 17,2-24,4 49-19,7

Estudos subsequentes demonstraram a inibigdo da sintese do DNA, por
incorporagéo do BrDU. O composto 2,3,9- trimetoxipterocarpano provocou 37,
38 e 56% de inibicao da sintese do DNA nas concentragbes de 1,25; 25 e 5
pg/mL, respectivamente, enquanto que o 3,9-dimetoxipterocarpano provocou
22, 26 e 56% de inibicdo nas concentragcdes de 12,5; 25 e 50 ug/mL,
respectivamente. Por outro lado, o composto 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano
inibiu a proliferagcdo em 46 e 80% nas concentragbes de 12,5 e 25 pg/mL,
respectivamente, e na concentragdo de 50 pg/mL nao foi possivel analisar
devido a destruicho das células. O composto 3,4-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano provocou 64 e 82% de inibicdo nas concentragdes de 5 e
12,5 pg/mL, respectivamente, enquanto que o  3,10-dihidroxi-9-
metoxipterocarpano causou 25, 24 e 63% de inibi¢do nas concentragées de 5,
12,5 e 25 pg/mL, respectivamente. A doxorrubicina foi testada como controle

positivo na concentra¢édo de 0,3 ug/mL causando inibigdo de 41%. O composto
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1,25 pg/mL) causou efeito

semelhante ao do 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano, numa concentragcao 10

vezes superior (concentragao 12,5 ug/mL), (Tabela 3).

Tabela 3 - Inibicdo da incorporagédo de BrdU pelas células HL-60 tratadas e

nao tratadas. 24h de incubacgéao.

pelo teste >

*, p< 0,05 quando comparado ao controle

Amostra Concentragdo | Incorporagdo | Tratado/Contro
de BrDU (%) le
Hg/mL
Controle - 73
Doxorrubicina 0.3 43 * 0.59
2,3,9- 1.2 46 * 0.63
trimetoxipterocarpano
25 45~ 0.62
5 32" 0.44
3,9- dimetoxipterocarpano 12.5 57 * 0.78
25 54 * 0.74
50 49~ 0.67
3-hidroxi-9- 12.5 40 * 0.54
metoxipterocarpano
25 15~ 0.20
50 n.d -
3,4-dihidroxi-9- 5 27 * 0.36
metoxipterocarpano
12.5 13 * 0.18
25 n.d. -
3,10-dihidroxi-9- 5 55 * 0.75
metoxipterocarpano
12.5 56 * 0.76
25 27 * 0.37

A analise morfolégica usando coloracdo diferencial com hematoxilina e

eosina foi realizada para avaliagdo alteragbes morfolégicas, tendo sido
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observado a presengca de vacuolos apoptéticos induzido pelo 2,3,9-
trimetoxipterocarpano, na concentra¢ao de 5 yg/mL .

A determinagao da integridade da membrana celular por citometria de
fluxo serviu para confirmagéao de que o 2,3,9-trimetoxipterocarpano (9) induz
apoptose. Desta forma, o composto foi testado em concentragdes dez vezes
menores, 0 que causou a redugdo no volume celular e a condensacgido da
cromatina e nenhum dano na membrana das células, nem achados indicativos
de células em apoptose inicial e tardia. As células tratadas com 12,5 ug/mL dos
compostos 3,9-dimetoxipterocarpano (10), 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano
(12) e 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (11) apresentaram 90,5%, 74,3% e 45%
de viabilidade, respectivamente, evidenciando a maior poténcia desse ultimo,
(Figura 3).

A fim de esclarecer em qual nivel do ciclo celular esse composto inibia,
foi realizada analise do ciclo celular, onde observou-se fragmentagao do DNA e
uma parada na fase do ciclo em G2-M nas células tratadas com 2,3,9-
trimetoxipterocarpano em todas as concentragdes (1,5; 2,5; 5ug/mL), bem
como nas células tratadas com 12,5 ug/mL de 3,9-dimetoxipterocarpano
(Figura 4).

Em seguida, foi determinado o potencial transmembréanico por citometria
de fluxo, apdés da incubagdo com rodamina 123. O composto 2,3,9-
trimetoxipterocarpano mostrou-se como mais potente, causando 38,6% de
despolarizagao mitocondrial na dose de 1,25 ug/mL, enquanto os compostos
3,9-dimetoxipterocarpano, 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpano e 3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano apresentaram 24,2%, 40,6% e 21% de despolarizacdo
mitocondrial, respectivamente, na dose de 12,5 pg/mL.

Na tentativa de um melhor entendimento da atividade citotdxica, foi
realizada uma andlise do citoesqueleto através de imunofluorescéncia para
tubulina e actina, usando o recurso da microscopia confocal. Desta forma,
células MCF-7 tratadas com o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano na
concentragao de 2,5 nug/mL foram bloqueadas na mitose com morfologia

caracteristica de préfase/prometafase, sem causar alteracédo na actina ou nos
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microtdbulos. Nesse ensaio foi possivel observar todas as fases da mitose,
indicando que existe aumento significativo do nimero de células em préfase.
Desse modo, a maioria das células apresentaram um fuso mitético monopolar,
porém também foram observados fusos bipolares e tripolares, principalmente
em uma das linhagem, T47D. Os cromossomos nao conseguiram se alinhar na
placa metafasica, permanecendo bloqueado na prometafase.

Ao marcar as células com lamina B, um componente do envelope
nuclear, foi possivel determinar que as células estavam bloqueadas na
prometafase. Tendo sido observado que apdés 24 h de incubagcao com o
composto as células estavam em mitose porém nao apresentavam membrana
nuclear, ou seja, os cromossomos estavam condensados e soltos nho
citoplasma, mostrando que o composto induz um bloqueio em prometafase.

Em seguida, foi avaliada a inibicdo da separagcdo dos centrossomos,
atividade caracteristica de farmacos que inibe a proteina motora EGS5.
Observou-se inibicao da separagao dos centrossomos na concentragao de 2,5
ug/mL.

Foi também realizado ensaio sobre a atividade da topoisomerase |,
através do ensaio de relaxamento de DNA plasmidial superhelicoidizado, foi
visto que o0 mesmo nao inibe a topoisomerase |, nas concentragdes testadas de
0.4 e 2 ug/mL de 2,3,9-trimetoxipterocarpano.O estudo da atividade antitumoral
in vivo foi realizado usando tumor animal, o Sarcoma 180. Apds tratamento
com o composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano por sete dias, na concentracao de
25 mg/Kg, houve uma inibigcao tumoral de 19%.

Com o objetivo de avaliar o potencial mutagénico do composto 2,3,9-
rimetoxipterocarpano foi realizado o teste do micronucleo em linfocitos
humanos isolados de sangue periférico de voluntarios saudaveis e em células
HL60 (leucemia promielocitica). Ndo houve aumento no namero de
micronucleos nos linfocitos tratados com 2,3 9-rimetoxipterocarpano nas
concentragbes de 2,56 e 5 pg/mL mostrando-se nao mutagénico nessas
concentragdes. Ja as células HL60 tratadas com 2,3,9- trimetoxipterocarpano

na concentracdo de 5 ug/mL apresentou aumento significativo no niamero de
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micronucleos, mostrando que a linhagem tumoral € mais sensivel ao dano
induzido pelo composto.

Foi também realizado o estudo de reacdo de metabolismo oxidativo in
vitro em que sao realizadas reag¢des de oxidagdo biomiméticas catalisadas por
metaloporfirina sintética. Nessa analise, foi identificado que o composto sofre .
oxidagdo na posicdo 62 e que possivelmente sofrerd metabolizagdo pelas
enzimas hepaticas do citocromo P-450, devendo ser protegido da
metabolizagdo de primeira passagem quando manipulado. Os compostos da
presente invencdo apresentam propriedades e eficiéncia quando obtidas
através do processo aqui descrito.

Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindicagcbes anexas.
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Reivindicagoes

PROCESSO DE PRODUCAO DE PTEROCARPANOS, COMPOSICAO

CITOMODULADORA COMPREENDENDO PTEROCARPANOS, E USO DE
PTEROCARPANOS

1. Processo de produgcdao de pterocarpanos caracterizado por

compreender as etapas de:
a) obter material vegetal de plantas do género Platymiscium;
b) processar o material vegetal de a);
10 c) purificar o material processado de b), obtendo os pterocarpanos
de férmula geral (1):
R1

R2

onde R1, R2, R3 e R4 séo independentemente escolhidos do grupo que
compreende OH; CH30.

15 2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

material coletado ser seco em estufa de ar quente circulante entre 35°C a
45°C.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo

processamento compreender a secagem por um periodo de 4 a 6 dias.

20 4. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

processamento compreender o processo de pulverizagao realizado em moinho
de facas.
5. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

processamento compreender extracdo em etanol.
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6. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

processamento compreender a destilacdo do solvente sob pressao reduzida

em um evaporador rotativo.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelos
5 pterocarpanos obtidos compreenderem pelo menos um dos compostos a
seqguir:

(i) 2,3,9-Trimetoxipterocarpano, conforme a férmula (ll):

OCH;

10 .
(i) 2,3,9-Dimetoxipterocarpano, conforme a férmula (lll):

OCH;

(iv) 3,4-Dihidroxi-9-metoxipterocarpano, conforme a formuta (V):
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OCH;

8. Composicao citomoduladora caracterizada por compreender:

i) pelo menos um pterocarpano de férmula geral(l):" -

R1

onde R1, R2, R3 e R4 sao independentemente escolhidos do grupo que
compreende OH; CH30;
e seus sais, solvatos, hidratos e/ou isbmeros; e
i) veiculo farmaceuticamente aceitavel.
10 9. Composigcao citomoduladora de acordo com a reivindicacdo 8,

caracterizada pelos pterocarpanos serem selecionados do grupo que

compreende:

(i) 2,3,9-Trimetoxipterocarpano de férmula (l):

15 OCH3

(i) 2,3,9-Dimetoxipterocarpano de férmula (lll):
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OCH;

(iv) 3,4-Dihidroxi-9-metoxipterocarpano de formula (V):

OCHj3
bem como seus sais, solvatos, hidratos e/ou isdmeros, ou ainda combinagdes
dos mesmos.

10 10. Uso de pterocarpanos de formula geral (1):

R1
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onde R1, R2, R3 e R4 sao independentemente escolhidos do grupo que

compreende OH; CH3O0, caracterizado por tal uso ser para a preparagao de

composigdes citomudoladoras.

11. Uso de acordo com a reivindica¢ao 10, caracterizado por ser para a

preparagao de uma composigcao farmacéutica para o tratamento de tumores.

12. Processo de produgao sintético de pterocarpanos caracterizado por

compreender as etapas de:

a) obter aril propargil éter;

b) submeter a) a reacdo com hidroarilagédo intramolecular catalisada por
Au(l);

c) submeter o composto obtido em b) a reacdo de oxiarilacdo catalisada
por Pd[0] com iodofenol 4 usando Pd(OAc); na presenca de dppe e carbonato
de prata.

13. Processo, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado por

adicionalmente compreender as etapas de:

d) reagir (1)-2,3,9-trimetoxipterocarpano com iodo na presenga de
trifluoroactato de prata;

e) submeter o composto obtido em d) a reagcdo de carbometoxilagao
catalisada por Pd[0].

14. Processo, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado por

permitir a obtencdo de enantibmeros de pterocarpanos de acordo com as

férmulas apresentadas a seguir:

0 H
NaTes
HO OMe
MeO

(-1

Férmula (VI);
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-1
5 Férmula (VII)

15. Processo de produgdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 12 ou 13, caracterizado por adicionalmente permitir a obtencao

de:

0O— H

10 .
ol T
H O OMe
MeO
*)-5

15 16. Processo de produgdo, de acordo com qualquer uma das

reivindicagées 12 ou 13, caracterizado por adicionalmente permitir a obtengao
de:
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