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RESUMO:

A presente invengdo refere—-se a0 processo para a
preparacdo de diterpenos com actividade imunomodulatdéria de
férmula geral II
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na qual A, Rl e R2 possuem as significacbes referidas nas re;

vindicagles que compreende isolar e purificar um composto du
ma das férmulas Ta, III ou IV
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a partir de plantas dos géneros Acanthospermum, Brickellia,
Halimium ou Ayapana € se submeter o composto assim obtido pg
lo menos a uma das segulntes operagBes de sintese:
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- hidrogenagdo da dupla ligagéo triggﬁhstituida;

- oxidagdo do grupo CH,OH para obtengdo do aldeido ou do 4ci
do carboxilico ou do éster de dcido carboxilico;

- desidrogenagio da ligagdo simples C,-C, do composto da fér
mula IIT;

- egterificac&o do acido carboxilico do composto da fdérmula
1v;

- reducBo do 4cido carboxilico do composto da férmula IV;

- substituiclo do éster de galactose por outro aglcar;

- glicosidacéo do grupo hidroxilo no Atomo de 65; e

- redugdo do 4cido carboxilico.

Os compostos de acordo com a invengdo t8m activida
de imunomodulatdéria e, por isso, sfo empregados na preparagéd
de composig¢Bes farmac@uticas imunomodulatérias que sfo admi-
nistraveis a seres humanos para melhorar o sistema de defesa
imune dos seus organismos.




A invenc8o refere-se a derivados de diterpeno, que
possuem uma actividade imunomodulatéria, em especial, uma acti
vidade estimulante das células T e s8o, portanto, apropriados
como substéncias activas farmacéubicas.

A ocorréncia de doengas significa, em Ulbtima anili
se, que o sistema imunoldgico do individuo atacado pela doen
ca foi, de certo modo, pelo menos transitoriamente atacado e
enfraquecido. Além do tratamento medicamentoso totvalmente es
peci{fico da maior parte das doengas provocadas por agentes
especificos, tem um papel importante o fortalecimento geral
da resist®ncia imunocldgica, em especial, desde que se verifji
cou que também o aparecimento de tumores e de doengas da au-
toimunidade pode ser impedido, em parte, mediante substéncia
imunomodulatérias de efeito geral, ou ser influenciado de fo]
ma positiva. Na busca de substlncias correspondentemente apr)
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priadas, a inddstria farmac8utica tem utilizado em quantida-
de crescente, entre ocubras, substéncias naturais de tipos di
versos, na maior parte sob a forma de extractos ou ess€ncias
indefinidos. Exemplos conhecidos destes produtos s8o os ex-

tractos de equindcea (Echinacea) ou Thuja (Arvore da vida).

Todos os extractos deste tipo 8m a desvantagem de as prﬁpri
as substincias activas nfio serem geralmente conhecidas; além
disso, exisbtem somente em concentragdes muito pequenas, o seun
isolamento e a identificag8o das estruturas quimicas em gera
complicadas originam dificuldades considerévels; o efeito em
parte nfo & especifico e, nfo raramente, apresentem um efei-
to de combinag8o, ou o extracto em si mesmo &, em numerosos

casos, tbxico.

'——l

Existe, portanto, a necessidade de se colocar & di
posic8o novas substfnecias activas farmac@ubicas que possam
ser utilizadas para o reforco da resisténcia imunolégica e
que possam ser isoladas, de forma nitida, de preparados de
substfncias naturais de plantas adequadas, € possam ser ca-
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racterizadas e quimicamente modificadas a fim de que se pos-
sa produzir um medicamento bem definido nas suas propriedades,
na. sus estrubura e na sua maneira de actuar farmacoldgica.

A Requerente descobriu agora que determinados deri
vados de diterpenos, por exemplo, de plantas dos géneros Acal
thospermun (acantospermo), Brickellia (brichélia), Halimium
(halimio) ou Ayapana (aiapana), assim como as suas variantes
quimicamente modificadas depois do seu isolamento t8m uma acpi
vidade imunomodulatéria que &, de modo surpreendente, forte-

T

mente acentuada. Observa-se, em especial, uma estimulagfo si
gnificativa das células T, que desempevham uw papel fundamen
tal na defesa imunoldgica. As substfncias activas de acordo
com a inveng8o, dentro do intervalo de dosagens empregado,
ndo sSo tbxicas, nfo tém acgdo mitogénica sobre os linfdeito
e também nfo tém nenhuma influéncia negativa sobre o sistema
nervoso central. Portanto, elas sfio adequadas, preferencial-
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mente, para aplicac¢fio na imunoterapia.

880, por conseguinte, objecto da invengdo substén-
cias activas farmacButicas de férmula I

" 1
Cﬂz‘R
A
7 2 (1)
Ho 0 |

na qual

R' significa ~CH,-G(CHz)= ~CH-R’ ou -cqz-ca(cﬁ )- c112-35,
R? significa -CH,OH, ~CHO, -COOH ou =COOR'

Ru significa alquilo com 1 a 5 édtomos de carbono;

R N L ~N "
A significa /,Gﬂ-GHa ou ¢,O=Gh2 e
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R2 significa hidrogénio eu radicais de pentoses, hexoses, di
sacéridos/oligossacéridos ou aminow~aglcares.

&8

S

0 objecto da invencgédo & constituldo especialmente
pela substincia activa farmaclutica da férmula Ia

1
~N CH,0H

0 A O\\qi,0H (Ia)
Hol,a 2
O Om

£ ainda objecto da invengdo uma composigdo farmacd

HO

tica caracterizada pelo facto de conter pelo menos um Compos
to de férmula I e/ou de um dos seus sais de adigBo de &cido
fisiologicamente aceitéveis.

A1ém disso, & objecto da inveng8Bo um processo para
a preparacio de composicBes farmacéuticas, caracterizado pe-
lo facto de se misturar, um composto de férmula I e/ou de um
dos seug sais de adiglo de 4cido fisiologicamente aceitdveis
pelo menos com uma substlncia vefcular ou auxiliar sblida,
1iquida ou semiliquida e se conferir & mistura uma forma de
dosagem apropriada.

S8o ainda objecto da inveng8o o0s novos compostos
de férmula geral II

1
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na qual
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1 significa —cﬂa~c(c35)=cﬁ-33 ou —CHZ-CH(GHB)-CﬁeéRB;

R
R’ significa -CH,0H, -CHO, -CO0H ou -COCR";
R

 significa alquilo com 1 a 5 4tomos de carbomo;

NA A
A significe CH-CH; ou ~U-Ci,; e
R2
gossacdridos ou amino-aglcares,

1

com a condig@lo de que, simultaneamente, R nfo pode signifi-

car
-CH2—G(CH3)=CH-03203 ou GHZ-C(GH3)=GH-CHO,
A significar :>C=GH2 e R2 significar galactose.

Além disso, coumstitui objecto da invenglo um proce
so para a preparacdo dos compostos da férmula II, caracteri-
zado pelo facto de, & escolha,

(a) se isolar e purificar o composto da férmula Ia a partir
de planbtas do género Acanthospermum (acantospermo) e se

realizar pelo menos uma das seguintes operagdes de sinte

se
~ hidrogenacdo da ligac8o dupla trissubstituilda;
- hidrogenacdo da ligag¢8o dupla exociclica;

- oxidag8o do grupo -OﬂEOﬂ da parte de diterpeno para a obte
géo de aldeido ou de dcido carboxilico ou de éster de Aci-
do carboxilico;

- substituic8o do radical galactose por um outro aglcar;

(b) se isolar e purificar o composto da fdrmula IIT

(III)

significa radicais de pentoses, hexoses, dissacéridos /ol:

t=s
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a parbtir de plantas dos géneros Brickellia (brichélia) ou Ha
limium (halimio) e se realizar pelo menos uma das seguintes
operacgdes de sintese

- desidrogenagdio da ligagdo C;~C, da férmula IIT;
- nidrogenag8o da ligag8o dupla exociclica;

~ oxidagBio do grupo -CH,Oi para se obter aldefdo ou &cido ca
box{lico ou o éster de &cido carboxilico;

- glicosidaglo do grupo hidroxilo no Atomo 03;

(¢) se isolar e purificar o composto da férmula IV

1
2 cocH

HO OH (V)

a partir de plantas da espécie Ayapana (aiapana) e se reali-
zar pelo menos uma das seguintes operagdes de sintese

- hidrogenacdo da ligacfo supla trissubstitulda;
- hidrogenacdo da ligagdo dupla exociclica;
- esterificac8o do &cido carboxilico;

- redug8o do &cido carboxilico ou do éster de 4cido carboxi-
lico para originar aldeido ou &lcool;

- glicosidac8o do grupo hidroxilo no &tomo de Gyt

Finalmente, & objecto da invencdo tawbém a aplica-
¢8o dos compostos de férmula I na preparagdo de medicamentos
com actividade imunomodulatdria, em especial com actividade
estimulante das células T.

Os compostos de férmula I j& sfo em si mesmos em

m




parte conhecidos.

Especialmente, s8o j& conhecidos os compostos de
férmulas Ia, III e IV. Pelo contrdrio, o seu efeito terapéu—t
tico & novo. Podem~se obter os compostos de férmulas Ia, III
e IV de maneira cophecida, por exemplo, a partir de plantas
ou de partes de plantas dos geheros Acanthospermum, Brickel—@
lis, Halimium ou Ayapana. Eles j& foram suficientemente carag
terizados quanto A sua estrutura (Nair et al. (1976), Phyto-~
chemistry 15, 1776; Bohlmann et al. (1979), Phytochemistry
18, 1997; de Pasmal Teresa et al (1985) Phytochemistry 24,
791; Achmed et al., (1986), Phytochemistry 25, 1385). As pla
tas mencionadas sfo plantas silvestres de zonas tropicais e
subtropicais, mas também de zona temperadas, como, por exem- -
plo, Américas Central e do Sul, India ou regies mediterréni
cas. As operacdes de isolamento e purificag8o dos compostos
de férmulas Ia, III e IV, & partir de fregmentos de folhas
ou de ralzes, encontram-se suficientemente descritas nas re-

feridas obras de literatura técnica.

[i=}

As espécies preferidas sdo Acanthospermum.hispidum,

Avepana amygdaline, Halimium iscosum e Brickellia vernicosa.

Os novos compostos de férmula II, gue possuem igu
mente actividade imunomodulatdria, respectivamente um efeito
imunoestimulante, podem ser preparados, por exemplo, a partir
das substlncias naturais purificadas de férmulas Ia, III e
IV, de maneira em si conhecida, consocante procedimentos pa-
dréo da Quimica Orgénica.

Assim, por exemplo, pode-se hidrogenar catalitica-~
mente, de maneira convencional, a ligag8o dupla trissubsti-
tufda dos compostos de férmulas Ia, II e IV, de preferéncia I,
com platina em 4dcido acético.

A hidrogenag8o da ligagBio duple exocfclica ‘
( A ::'C=CH2 com obtenclo &a)CHrCHE) realiza~-se de prefe-]
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tanbém cataliticamente. Neste caso, & especialmente adequada
a utilizaglio de palddio sobre carvio active em metancl, mas
podem empregar-se também outros cabtalisadores.

A oxidagdo dos grupos -CH,OH alilicos, por exemplo,

nos compostos de férmulas Ia, II e III, para se obterem os
correspondentes alilaldef{dos, realiza-se preferivelmente com
bidxido de mangan8s activo de acordo com uma maneira de pro-
ceder em si conhecida. Se a ligagfo dupla alilica j4 estiver
hidrogenada, pode-se realizar a oxidaglo do &lcool primirio
do radical de diberpeno para originar aldeido também cor ou-
tros agentes oxidantes usuais para estes casog; no entanto,
preferem-se cobre, cromito ciprico ou prata, visto que, com
estes agentes oxidantes, se inibe a posterior oxidagZo que
origina dcido carboxilico.

A oxidacfo do respectivo dlcool primério ou do al-
defdo para se obter &cido carboxilico faz-se de maneira sim-
ples e conhecida, por exemplo, com KM@Q4, Cr05, K20r207 em
piridina.

A estepificac8o do radical -COOH com os &lcoois do
tipo R4OH realiza-se por exemplo cataliticamente em meio &ci:
do ou bAsico, de acordo com processos convencionais. Também
se pode introduzir o desejado radical R4 por meio de trans-
-esterificagéo.

A glicosidag8o do grupo hidroxilo no &tomo de Cy
dos compostos de férmulas III e IV ou do grupo hidroxilo no
dtomo de Gy dos compostos de férmula I (R2=H) realiza-se de

acordo com processos habituais da Quimica dos hidratos de car

bono. Preferencialmente insere-se o radical de aglicar por

meio de sintese de Fischer, sintese de Helferich ou da sintg
se de Koenigs-Knorr na estrutura principal de diterpeno. Du-
rante as reacgbes, obtém-se glicdsidos alfa e beta. Por meio
de determinadas variantes processuais, podem preparar-se, poil

E L)
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exemplo, glicdsidos beta, que sdo bbtidos,preferivelmente O]
sintese de Koenigs-Knorr, que sfo anomerizados por tratament
com, por exemplo, tetracloreto de titineo no seio de dissol-

U

ventes apolares e, assim, 530 . transformados, duma forma qu
gse quantitativa, nos correspondentes alfa~glicdsitos. De aco]
do com a invenc8o, sdo apropriados tanto os glicbsidos alfa
como os glicdsidos beta. Pode-se realizar a ligag8o do aglca:

e

também duma forma particularmente vantajosa pelo processo de
imidato (R. Schmidt (1986), Angewandte Chemie 98, 213).

Para a obtencfc das substéncias activas isentas de
aglicar de acordo com a invengdo, a partir dos respectivos coj
postos glicosados de férmulas I, Ia e II, o glicbdsido & tra-
tado de forma em si conhecida com Acidos minerais, de prefe-

=

réncia, no entanto, com uma resina permutadora de iSes dcidal.

Também se pode realizar uma separagio enzimdtica
com glicosidases, como, por exemplo, alfa, beta-glicosidases,
ou alfa, beta-galactosidases.

De acordo com a invengdo, Rz significa, nos compos
tos de férmulas I e II, hidrogénio, pentoses, hexoses, dis-
sachridos/oligossaclridos ou aglicar aminado. Preferem-se, no
entanto, os respectivos glicbégidos, visto que, em regra, eles
possuem as melhores caracteristicas de substéncias activas np
sentido duma actividade estimulante das células T e, especia;
mente, no caso dos monossacdridos/dissacédridos, possuem uma
melhor solubilidade. Entre os acglcares preferem-se 0s monos-
sacidridog. Nestes incluem-se, por exemplo, radicais de pento
ses como ribose, treose ou xilose; hexoses, como glicose, ma
nose, frutose ou galactose, ou entéo também aglcares aminados,
tal como glucosamino ou galactosamino. De acordo com a inven
cBo prefere-se especialmente a galactose. Como dissacéridos
devem citar-se, principalmente, lactose, maltose ou celobio-
se. Os exemplos de oligossacédridos ou polissacéridos s8o pre
ferivelmente rafinose ou também outros trissacédridos ou tetrpg
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sacdridos. O amido e a smilose s8@o apenas pouco adequados dg
vido & sua reduzida solubilidade.

De acordo com & invencgHo, r significa -CHZ-C(CH3)=
LCH-R ou -CHQ-CH(CH3)-CH2-R3, em que B’ significa -CH,0H, —CHO,
~COOH ou ~COOR",Preferem—-se particularmente os radicais Rl que
significam -CH2-C(CH3)=CH-CH20H,CH2-C(CH3)-CH-CHO, -CHQ-C(CH3)
=CH-COOH, -CHQ-CH(CH3)-CHQJCH20H e -CH2-CH(CH3)-CHQ-COOH.

No éster -COORA, R4 significa de preferéncia meti-
lo, etilo, n-propilo, n-butilo, isopropilo, terc~butilo ou 2

-metilpropilo.

H

0 significado preferido de A é )C:GH2.

Nos compostos de férmulasI ou II especialmente pre "
feridos,

Rl significa -CH2-C(CH3)=CH~CHOH ou -CHZ-C(CHB)-CH-CHO;

A representa >G=0H2 e

32 gignifica galactose, glucose, frutose ou ribose, em espe-

cial todavia, galactose.

Os compostos de acordo com a inveng8o possuem, na
estrutura diterpémica , vérios dtomos de carbono assimétricos

-

que condicionam uma correspondente estereoespecificidade. Neg
te caso s8o particularmente importantes as posigbes 3, 7, 9
e 10 dos compostos de férmulas I e IT, visto que estas posi-
¢Bes s8o, por vezes, distintas nas diferentes composigBes de
substéncias naturais. Assim, por exemplo, na espécie Acanthos
permum higpidum existeaconfiguragso 3R, 7R, 95, lCR; na espé
cie Ayapana amygdalina existe a configuragéo 3R, 7R, 9R, 108
e na espécie Brickellia vernicosa existe a configuragdo 38,
7R, 98, 1lOR. Dado que a configuracgéo relativa nos respecti-
vos centros de assimetria n8o tem importéncia essencial parg

a citada actividade farmac&utica ou teraputica dos medica-
mentos de acordo com & presente invengdo, preferem-se, por
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razBes de disponibilidade mais fécil, as configuragdes que a:
substincias naturais possuem. B evidente que, de acordo com &
invencdo, podem preparar-se, por jsomerizacdo quimica consoan
te processos convencionais, 0s correspondentes compostos com
outras configuragdes.

Pode-se transformar uma base de férmulas I e II co
un 4cido, para se obter o correspondente sal de adic8o de écz
do. Para esta reaccglo interessam em especial os &cidos que
originam sais fisiologicamente aceitéveis. Assim, podem empr
gar-se Acidos inorgnicos, como por exemplo &cido sulfdrico,
4cido nitrico; hidrécidos halogenados, tais como, por exemplp,
4cido cloridrico ou 4cido bromidrico; dcidos fosfbéricos, co-
mo écido ortofosférico, &cido sulffmico; e ainda 4cidos orgd

(L8

nicos, em especial, acidos carboxilicos, dcidos sulfénicos
ou 4cidos sulfdricos aliféticos, aliciclicos, araliféticos,
aromdticos ou heterociclicos, monoprdticos e polipréticos,
por exemplo &cido férmico, &cido acético, &cido propiémico,
4cido pivélico, &cido diebtilacético, 4cido maldmico, Acido
suceinico, 4cido pimélico, &cido fumdrico, &cido maleico, Ac)
do lictico, &cido tartérico, dcido mdlico, dcido benzbico,

i

4cido salicilico, &cido 2-fenil-propibnico, dcido 3-fenil-

-_propidnico, &cido citrico, &cido glucdnico, dcido ascérbi-
co, dcido nicotinico, &cido isonicotinico, &cido metanossul-
fénico ou 4cido etanossulfénico; dcido 2-hidroxi-etanossulfd
nico, &cido benzossulfdnico, 4cido p-toluenossulfdnico, dci-
dos naftalenomonossulfdénicos e &cidos naftalenodissulfénicos),
dcido laurilsulfdrico.

Inversamente, podem transformar-se 0s compostos de
férmula I, por tratemento com uma base, num dos seus sais mg
télicos (por exemplo sais de sbdio, sais de potdssio, sais
de cédlcio) ou sais de amdnmio.

Podem obter-se os sais de ambnio quaterndrios dos
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compostos de férmulas I e II, por exemplo, no caso de amino-
agicares, por tratamento dos referidos compostos com agentes
de quaternizagéo, por exemplo, halogenetos de alquilo ou ha-
logenetos de aralquilo, alguilsulforatos ou aralguilsulfona-
tos, alquilsulfatos ou aralquilsulfatos, tals como cloretbo

de metilo, brometo de metilo, iodeto de metilo, p-toluenossu.
fonato de metilo, sulfato de dimetilo, brometo de etilo, clo

| Laand

reto de benzilo, convenientemente em presenga de um dissolve;

te inerte, por exemplo de um &lcool, tal como metanol ou eta

nol, a temperaturas compreendidas no intervalc entre -10° e
0

+350".

[} &)

Os compostos de férmulas I, Ia e IT de acordo com
a invencdo e 0s seus sais fisiologicamente aceitéveis poden
ser utilizados na preparagdo de composigBes farmacuticas,
quando se transforma numa forma de doseamento adequada, em
conjunto com pelo menos um agente veicular ou uma substéncia
auxiliar, e, se assim se desejar, em conjunto com uma ou Va-
rias outras subst8ncias activas. Podem aplicar-se as composi
¢Bes assim obtidas, como medicamentos, na medicina humana e

veterindria. Como substincias veiculares interessam substlncias

orgénicas ou inorginicas, que sejam adequadas para .administry
¢do por via entérica (por exemplo, oral ou rectal) ou paren-

térica, ou para uma aplicagfio sob a forma de pulverizaglo para
inalacdo e ndo reajam com 0s novos compostos, como por exemplo,

dgua, 0leos vegetais, &lcoois benzilicos, polietilenoglicdis|
triacetato de glicerina e outros glicéridos de 4cidos gordos,
gelatina, lecitina de soja, hidratos de carbono, tais como

lactose ouamido, estearato de magnésio, talco, celulose. Pa-
ra a administrag8o por via oral servem, em especial, Xaropes
solugdes ou gotas; tém um especial interesse os comprimidos
lacados e cédpsulas com revestimentos ou coberturas resisten~
tes ao suco gistrico. Para a administragdo por via rectal ubi
lizam-se os supositérios; para a aplicag¢8io por via parentéri-

)
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ca empregam-se solugdes, de preferéncia, solugles oleosas ou
aquosas, e ainda suspensdes, emulsSes, ou implantes. Para a
aplicagdo como pulverizacglo para inalag8o, podem utilizar-se
"sprays" que contém a substlncia activa, quer dissolvida, qu
suspensa, nuna mistura de gases propelantes (por exemplo, hl
drocarbonetos clorofluorados). Counvenientemente emprega-se,
neste caso, a substlncia activa sob a forma micronizada, a

W
e ]

+

que podem adicionar-se um oOu vérios dissoclventes adiciomais,
fisiologicamente aceitéveis, por exemplo, etanol. As solugBe
para inalaglo podem ser administradas por intermédio de inal

| K]

dores convencionais. Também se podem liofilizar os novos com
postos e podem empregar-se o0s produtos liofilizados assim obti
dos, por exemplo, para a preparacdo de composigles para in-
jecgoes.

As composic¢des mencionadas podem ser esterilizadas
e/ou conter substfncias auxiliares, tais como agentes consern
vantes, agentes de estabilizagio e/ou agentes molhantes, emul
sionantes, sais para modificar a press#o osmbtica, substéncias~
-tamp8o, agentes corantes e/ou arcmatizantes ou conter varias
outras substl@ncias activas, por exemplo, uma ou vérias vita-
minas.

Prefere~se a aplicagdo por via parentérica.

Pode-se medir e determinar in vitro a actividade
imunomodulatdria de linfécitos T de seres humanos e animais,
por exemplo, procedendo da seguinte maneira. O processo ba~-
seia~se no facto de as células T serem estimuladas selecti-
vamente para a mitose pela lectina-fito-hemaglutinina (PHA),
sem ser necesséria uma separagio prévia de outros linfécitos,
como por exemplo macréfagos ou células B. A intensidade da
activagio das células T depende, neste caso, da quantidade
de PHA empregada. Se se escolher uma activag8o das células 1T
igual a cerca de metade do valor méximo, pode-se avaliar es-
pecialmente bem a imunomodulagfo. Substfncias com actividade
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imunomodulatéria, que néo adicionadas 4 mistura a ensaiar, ai
mentam (imunoestimulagdo) ou diminuenm (imunossupressdo) a di-
vis8io celular j4 existente. Substlncias terapeuticamente ina

LR d

dequadas, pelo contrdrio causam, sem activacio prévia, uma
divisSo celular "ndo orientada" dos linfdcitos T. Esse facto
pode originar reaccfes patoldgicas do sistema imunoldgico.
Como medida indirecta da divis8o celular utiliza=-se a forma-
¢clo ou a avaliagdo da timidina radioactiva no ADN novamenbte
sintetizado nas células.

As substlncias activas de acordo com a invengdo ca
sam uma estimulag8o significativa dos linfécitos T dos seres
humanos. Assim, em relagdo ao valor do controlo (sem substén
cia activa), pode-se observar um aumento da actividade das
células T compreendido emtre 30 e 80%, de preferémcia, entre
40 e 6%%. Os compostos nZo actuam mitogenicamente sobre os
linfécitos.

e

Os compostos glicosidicos possuem, em geral, uma
maior actividade do gue os compostos nio glicosados. As subs
t8ncias sfo geralmente bem toleradas. Ndo se puderam consta-

tar efeitos negativos sobre o sistema nervoso central. Adminig

traram-se as substlncias activas de acordo com a invencdo,
preferencialmente, em dosagens compreendidas enbre cerca de
0,1 mg e 10 mg, especialmente, entre 0,5 mg e 2,5 mg por uni
dade de dosagem. A dosagem didria estd, de preferneia, com-
preendida no intervalo entre G,l e 1 mg/Kg de peso corporal.
No entanto, a dose para cada determinadc paciente depende do

1))

mais diversos factores, por exemplo, da actividade do compospo

especial aplicado, da idade, do peso corporal, do estado ge-
ral de satide, do sexo, da alimentagdo, da velocidade de elimi
naglo, duma possivel combinag¢do de medicamentos, assim como
da gravidade da respectiva enfermidade, 3 qual se aplica a
terapia. Os compostos de acordo com a invengdo sf@o tvambém ex
celentemente apropriados para a profilaxia.
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Exemplo 1

Tsolamento de linfécitos humanos de sangue periférico

Dilui-se sangue heparinizado (10 unidades de hepa-
rinato de 1itio/ml de sangue) de doadores saudiveis, normais
com o mesmo volume dum meio de cultura adequado para esta fi
nalidade (RPMI 1640, GIBCO, KA). Recobrem-se lentamente 10
nl de um meio de gradiente apropriado, usual no conérecio (po
exemplo, da marca registada Lymphoprep, da firma Dr. Molter
GmbH, Alemanha) dentro dum tubo de ensaio de 50 ml com tampa.
roscada, com 20 ml de sangue dilufdo. Centrifuga-se o gradi-
ente em 700 x g durante 20 minutos. Neste caso, resultam 3
fases: a fase superior é separada por sucg8o e rejeitada. De
pois, retira-se a nitida fase intermédia com os linfbécitos e
mondcitos/macréfagos, colocar—se num btubo de ensaio de 15 ml
com a tampa roscada e enche-se até perfazer 14 ml com meio
de cultura. Centrifuga-se a 400 x g durante 15 minutos e de-
canta-se a substfincia sobrenadante. Introduzem~se no tubo de
ensaio ainda 15 ml de meio de culbura, suspendem-se as célu-
las e cenbrifuga-se a 275 x g durante 10 minutos. O sobrena-

ra~se uma amostra de 100é#& e dilui~se com uma amostra de 10
ul e dilui-se com uma solugdo (a 0,5%) de azul de tripano na
'proporgao de 1 : 10. Determina~se o mimero de células vivas
numa c8mara de conbagem de Neubauer. Em pelo menos dois qua-
drantes (opostos) contam-se pelo menos 100 células.

Exemplo 2

Estimulac8o mitogénica

plo 1 num meio de cultura contendo 1 x 10° células/ml de mei

Colocam~se linfécitos isolados de acordo com o Exenm

dante & decantado, o pelete é solto e retomado em 2 ml de meio
de cultura e nele suspendenm-se as células. Da suspensdo reti-

0

o
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de cultura. Em cada reentrincia duma placa de microtitulagdo
de fundo plano introduz-se 0,2 ml da suspensfo de células.
Adiciona~-se fito-hemaglutinina mitogénica (PHA) a cada uma

+

das referidas microculturas, de modo que exista cerca de 0,0
Mg PdA/cultura. Escolhe-se esta quantidade para que se deva
esperar uma activagio de células T que & cerca de metade da
activacdo méxima. A estas composigBes iniciais junbaram-se

diversas concentracdes (50-500 ng/cultura) das substéncias

activas de acordo com a inveng&o. Uma composig¢do inicial sexye
para determinar o valor de controlo.

Exemplo 3

Proliferac8o dos linfdécitos

Deixam~-se em cultivo as placas de microtitulagido
com as culturas de acordo com o Exemplo 2, durante 4 dias,
numa incubadora na qual se inbtroduz gds com 10% de 002, e se
encontra a uma temperatura de 5700 e com 95 de humidade re~
lativa do ar. 18 horas antes da conclus3o do ensaioc mistura-
ram~-se as culturas com 0,5 pCi de Sf-timidina por cada culty
ra. Em seguida prossegue-se a incubaglo das culturas, No 42,
dia recolhem-se as células por succio com um aparelho de cap
tag8o de células através de um filtro de fibras de vidro. A
almofada de filtragSo & colocada sobre uma folha, embebida
com 10 ml dum 1liquido de cintilac8o usual no coméreio e, em
seguida, soldam~se as margens. Efectuou-se a medigdo da ra-
diocactividade da 3H~-timidina inserida no ADN com um disposi-
tivo de cintilagio.

Exemglo 4

Actividade do composto de férmula Ia

Isolou-se o composto de acordo com 0 processo indi
cado por Nair et al. e purificou-se (Phytochemistry (1976) lﬁ
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1776). No ensaio segundo os Exemplos 1 a 3, o referide compo;
to, com uma concentrag8o compreendida no intervalo entre 10C
e 200 mg/cultura, tinha uma actividade estimulante das célu~
las T igual a 51% e também nSo revelava ter nenhuma acgéo mi
togénica sobre os linfécitos. No ensaio sobre o sistema ner-
voso cenbral "in vivo" (de acordo com Irwin (1968), Psycho-
pharmacologica 13, 222) de ratos, ndo se pdde constatar, no
caso de se administrar 0,5 mg/Kg (i.v.) apds 1,4 e 24 horas,
nenhuma actividade substancial causada pela substincia.

Exemplo

Actividade do composto da férmula Ia, em que O 41cool
alilico foi substituido por -CHO.

Preparou-se o composto de forma aniloga & do Exem-
plo 4 e procedeu-se ao ensaio da sua actividade estimuladora
da imunidade.

Em relag8o ao valor do controlo, determinou-se uw
aumento de actividade (células T) igual a 40%.

TUI




REIVINDICAGOES:

12, - Processo para & preparag8o de diterpenos com
actividade imunomodulatéria de férmula geral II

o _pl

0?2 R
A

2

3,5 7 R

a0 ~& 0”

na qual

_19'-

(1D

o sfimbolo R~ significa -GE2-C(CE~‘£5)=GH-R5 ou -GEQ—GE(GHB)-

-032-33,

o simbolo R’ significa -CH,OH, -0HO, -COOH ou -COOR",

o simbolo R® significa alquilo com 1 a 5 dtomos de C,

o simbolo A significa CH-CH; ou “C=CH, e

o s{mbolo R significa H, pentoses, hexoses, dissacdridos
] ] ? 3

oligossaciridos ou amino-agicares,

com a condigdo de que simultaneamente
Rl ndo pode significar
—CHE—C(CEB)=CHFGﬁ20H ou
~CH 5~C(Cil5 ) =CH-CHO,
A ndo pode significar
>C=CH, e
R® ndo pode significar galactose,

caracterizado pelo facto de

8) se isolar e purificar o composto da férmula Ia




j

_ "\ CH,OH

1O O/X/\\ CE, 0
0
i o bH (Ia)

a partir de plantas do género Acanthospermum (acantospermo)
e se realizar pelo menos uma das seguintes operacles de sin-
tese:

- hidrogenacdo da dupla ligaglo trissubstituida,
- hidrogenacgfio da dupla ligacdo exociclica,

~ oxidac@o do grupo -GEQOH da parte de diterpenoc para obten-
c8o de aldefdo ou de 4cido carboxilico ou de éster de Aci-
do carboxilico,

~ substituig8o do éster de galactose por outro acglcar; ou

b) se isolar e purificar o composto da férmula IIT

(I11)

a partir de plantas dos géneros Brickellia (brichélia) ou
Halimium (halimio) e se realizar pelo menos uma das seguinte
operagBes de sintese:

- desidrogenac8o da ligacHo emtre os Atomos de ¢,-C, da fér-
mula III,

- hidrogenacgio da dupla ligac8o exociclica,
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ff

- oxidagHo do grupo -CH,Ci com obtengdo de aldéido ou de 4ci
do carboxilico ou de éster de Arido carboxilico,

- glicosidacdo do grupo hidroxilo no &tomo de C3; ou

¢) se isolar e purificar o composto da férmula IV

HO ()

a partir de plantas do género Ayapana (aiapana) e se realizar
pelo menos uma das seguintes operagles:

hidrogenag8o da dupla ligaglo trissubstituida,

hidrogenagdo da dupla ligacHo exociclica,

redugdo do Acido carboxilico ou do éster de Acido carboxi-
lico para obtencdo de aldeido ou de &lcool,

glicosidagfio do grupo carboxilico no &tomo de 05'

22, - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, ca
racterizado pelo facto de se glicosidar o composto de fdrmu-
la ITa assim obtido.

32, - Processo para a preparacdo de composigbes fap
macduticas com acg¢fo imunomodulatéria, com acglo de estimulo
de células T ou de estimulo das defesas do organismo, caract
rizado pelo facto de se misturar pelo menos um composto de
férmula I

1®

‘I‘T - l
Cag R

A

7] g? (D
HO 0~
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@?{y ﬁéz Dtmtnr,

na qual

Rl significa ~cﬂz—c(czi3)=c}z-35 ou -0}22-03(0}15)-01{2-35,

R? significa ~CH,0H, -CHO, ~COOH ou ~COOR',

significa alquilo com 1 a 5 &tomos de C,

~ .

significa _ CH-CH; ou C=CH, e

R~ significa H, pentoses, hexoses, dissacéridos, oligossacari
dos ou aminoagicares, ou um dos seus sals de adigso de éqﬁ
do fisiologicamente aceitdveis com as substinecias veiculg

res e/ou diluentes e/ou auxiliares sblidas, liquidas ou
semiliquidas farmacologicamente aceitéveis.

4a, - Processo para esbimular o sistema imune em
seres humanos e animais, especialmente estimulando os respeg
tivos linfbcitos T, caracterizado pelo facto de se adminis-
trar aos pacientes que precisam esse tratamento uma dose dié
ria de, pelo menos, um composto de férmula I de acordo com
as reivindicagOes anteriores ou de um dos seus sals fisiolo-
gicamente aceitdveis de preferéncia compreendida entre cerca
de 0,1 e 1 mg/Kg de peso corporal.
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