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"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE FORMAS POLIMORFICAS

DE XANTOSINA E DE COMPOSICOES FARMACEUTICAS QUE AS CONTEM"

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

A ocorréncia de védrias formas cristalinas do mesmo composto
€ designada por polimorfismo do cristal. Os polimorfos do cristal
sdo quimicamente idénticos mas diferem na sua estrutura cristali-

na e propriedades fisico~quimicas.

Os polimorfos do cristal de xantosina sdo conhecidos. Um des-
tes polimorfos do cristal € o desidrato proveniente da xantosina.
0 processo de cristalizagdo final utilizado na preparagdo desta
forma de xantosina envolve o aquecimento de uma suspensaoc a dois
por cento de xantosina em dgua até a solucao da inosina ocorrer a
cerca de 100°C. Isto € seguido por precipitac¢d@o e colheita da xan-
tosina. 0Os cristais resultantes sdo prismas longos que se decom-
pdem e tém um parametro de fusdo ndo bem definido. A "xantosina
padrao" € aqui definida como sendo o desidrato de xantosina que

€ preparado utilizando este processo de cristalizagd&o como a fase



final.

Além da forma desidratada de xantosina, € conhecido um se-~
gundo polimorfo de cristal de xantosina que € uma forma anidra.
Esta forma de xantosina cristaliza a partir de &dlcool para formar
agregados feltrados (coberto de asperesas). A mesma decompdem-se

por aquecimento e ndoc tem um pardametro de fusdo distinto.

0 polimorfismo no estado de solugdo € de hd muito tido como
ndo permissivel por razdes energéticas. Considera-se geralmente
que as moléculas num dissolvente serd@o inconscientes da sua ori-~
gem e que todos os polimorfos de cristal de um composto darao
origem a solugbes gque tém propriedades idénticas. A presuncgao
fundamental sobre a qual esta conclusdo & baseada consiste no facto
de todas as ligagdes no estado sdlido intermolecular do cristal
serem inicialmente efectuadas para libertar a energia potencial
necessdria para criar o estado de solugdo. A eventualidade da so-
lugdo bdsica pode mesmo ser seguida pela agrega¢do do soluto, mas
foi considerado que hd uma auséncia de barreiras de energia entre
as formas de agregagdo do soluto. Na verdade, a tendéncia dos
nucleosidos, tais como a xantosina, para se agregarem em solugédo
aquosa € conhecida de hd muitos anos. Esta associagdo foi relata-
da para ocorrer essencialmente, de maneira exclusiva, por empilha-
mento de base vertical. Contudo, considerou-se que as barreiras
ndo esistem entre as formas agregadas de moléculas de nucleosido
em solugdo e que os mondmeros sao a forma de necleosido mais fre-

gquentemente encontrada em solugdo.



Além disso, embora os nucleosidos de purina monoméricos
possam potencialmente assumir 20 a 26 conformacgdes diferentes no
espago como um resultado da rotagdo de ligacao esponténea, pre-
sumui-se que em solugdo aquosa estas formas sdo instantaneamente
interconvertiveis. A barreira de energia entre as conformacgdes na
proximidade seguinte € mantida até ser trivial uma vez que se cré
que para derivar de uma ligagdo de hidrogénio entre soluto e dis-
solvente, e ndo a partir da associagdo soluto-soluto em vez do
empilhamento de base acima mencionado e a ligag&o-hidrogénio ter

sido antecipada para nucleosidos de purina.

Agafonov, Leonidov e Kobzareva, Zhurnal Obshchei Khimii,

50, 166 (1980) (em seguida designados por Agafonov), ensinam que
duas formas conhecidas de prednisolona que sdo produzidas por
recristalizacdo a partir de dois dissolventes orgédnicos diferen-~
tes sdo polimorfos de cristal que tém diferentes propriedades fi-
sico-quimicas, incluindo diferentes velocidades de dissolugdo e
diferentes solubilidades. Agafonov ensina ainda que as solugdes
destes dois polimorfos de cristal de prednisolona em etanol exi-
bem diferentes espectros de dispersdo rotativa dptica (ORD). Em-
bora os autores afirmem que a diferenga nos espectros ORD dos
dois polimorfos nadoc podem servir como um critério na andlise con-
formacional devido as elevadas leituras de fundo, os mesmos es-
peculam que as diferentes conformagdes das formas de soluto dos
dois polimorfos de cristal e que estas diferengas em conformacgéo
podem dar lugar a diferencas na acessibilidade bioldgica (velo-

cidade de passagem em fluidos bioldgicos de um animal) na activi-



dade das duas formas polimérficas de prednisclona.

Leonidov, Russian Journal of Physical Chemistry, 59, 760

(1985) (em seguida designado por Leonidov) ensina que os poli-
morfos de cristal de certos compostos orgdnicos (&cido 5,5-die-
tilbarbitdrico, p~aminobenzenosulfanilamida, prednisolona, ca-
feina e L-cdnfora) exibem diferentes indices de refracgdo e vo-~
lumes de indicador dptico quando sao postos em solugdo em deter-~
minados dissolventes orgdnicos (clorofdrmio, etanol e dimetil-
formamida). As diferengas nestas duas propriedades dpticas men-
cionadas em Leonidov sd0 extremamente pequenas (cerca de 0,01~
~0,07% de variagdo para o indice de refracgdo e 0,04-0,21% de
variagdo para o volume indicador). Leonidov sugere que o prin-
cipio de que as modificagdes de um composto diferem na estrutura
de cristal mas sdo idénticas quando as mesmas s30 postas em so-
lugdo ndo podem ser aplicadas depois a substdncias orgénicas e
que as diferencas referidas na actividade bioldgica de alguns
produtos farmacéuticos podem ser explanadas pela persisténcia
das diferentes modificacdes polimdrficas de cristais dos compos-

tos no estado de solugéo.

Todavia, todas as alterag¢des nas propriedades dpticas re-

lativas em Leonidov e Agafonov foram observadas apenas em dis-

solventes orgédnicos. Nenhuma destas duas publicagbes refere
quaisquer mudanga nas propriedades Opticas de polimorfos em solu-
¢O0es aquosas. A dgua, o dissolvente biologicamente significativo,

tem propriedades fundamentalmente diferentes das dos outros 1li-



quidos. E totalmente imprevisivel a partir dos resultados referi-

dos em Leonidov e Agafonov se o soluto de polimorfismo seria

obtido utilizando dgua como dissolvente. Além disso € meramente

especulativo em Leonidov e Agafonov que os polimorfos do mesmo

composto possam ter diferentes actividades. N&o foram apresenta-

dos dados para suportar esta teoria.

Embora as mesmas ndo estejam relacionadas com o polimor-
fismo, as Patentes norte-americanas N92s. 3.646.007, 3.728.450,
3.857.940 e 4.512.981 revelam complexos de inosina e aminodlco-

0ois de alquilo da formula:

Ry

;::::>N(CnHzn)OH

Ro

na qual R1 e R2 sdo alquilo inferior e n € um ndmero inteiro
de 2 a 4. 0Os complexos sdo preparados misturando a inosina e o
aminodlcool de alquilo numa proporgdo de 1:1 a 10:1 a tempera-
tura ambiente. Os complexos podem também ser preparados misturan-
do, nestas mesmas proporgdes e a temperatura ambiente, inosina
e um sal do aminodlcool de alquilo que tinha sido formado pela
reacgdo do aminodlcool de alquilo com um dcido farmacologicamen-
te aceitdvel. N3o € utilizado aquecimento, e nenhuma neutraliza-

¢do ou outra reacgdo quimica tem lugar durante a formagdo do
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complexo nem é necessdria durante a formacdo do complexo. 0Os com-~
plexos tém actividade farmacoldgica, incluindo as actividades
antiviral, anti-inflamatdria e imunorreguladora e a capacidade
para restaurar o comportamento deteriorado da aprendizagem e da

memdria.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

De acordo com um aspecto da invengdo, proporciona-se um
processo para a preparacgao de formas polimdrficas/cristalinas de

um sal de xantosina, caracterizado pelo facto:

-~ de se escolher um dissolvente;

~ de se adicionar a esse dissolvente uma quantidade de

xantosina;

~ de se adicionar a esta xantosina uma quantidade equi-~

molar de uma base forte;

- de se aquecer o dissolvente, a base e a xantosina a uma
velocidade pré-~determinada até uma temperatura suficiente para
dissolver a xantosina e superar as barreiras energéticas que impe-~
dem a conversdo da xantosina em uma ou outra configuracgdo polimdr-
fica;

~ de se precipitar o sal de xantosina;

~ de se arrefecer o sal citado antes a uma velocidade

pré~-determinada durante um intervalo de tempo previamente esta-



belecido; e

~ de se liofilizar completamente o sal resultante para

se obter as formas polimdérficas cristalinas do sal de xantosina.

A invencgdo compreende também um processo para sintetizar
formas polimdrficas cristalinas de xantosina idéntico ao processo
que acaba de ser descrito, excepto no facto de ndo ser aplicado
aguecimento estranho, e o aquecimento gerado pela reacgdo de neu-
tralizagdo isoladamente fazer com que a temperatura se eleve até
uma temperatura suficiente para ultrapassar as barreiras energé-
ticas que evitam a conversdo da xantosina noutra configuracgdo po-
limérica. Sob algumas condigdes de sintese em ambos estes pro-
cessos, 0s salis de xantosina precipitam espontaneamente, embora
sob outras condigbes, passos adicionais possam ser dados para
precipitar os mesmos. Bases especialmente preferidas sdo os hidrd-
xidos de metais alcalinos e aminodlcoois alquilicos tais como co-

lina e dimetilaminoisopropanol.

Fazem também parte da invengdo as formas polimdrficas cris-

talinas produzidas por estes processos.

De acordo com outro aspecto da invengdo, sdo proporcionadas
formas polimdrficas de soluto dos sais de xantosina. Estas formas
polimérficas apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas,
em comparagao umas com as outras e a forma de soluto do xantosi-

nato padrdo, que reflecte as suas diferentes configuragdes. As



formas polimdrficas de soluto da invengdo apresentam também dra-
maticamente diferentes actividades bioldgicas comparadas com o

xantosinato padréao.

E também propcrcionado um processo para a preparagao de uma
forma polimérfica de soluto de um sal de xantosina caracterizado

pelo facto de:

~ se escolher um dissolvente;

- se adicionar a esse dissolvente uma guantidade de xan-~

tosina;

- se adicionar a xantosina uma gquantidade equimolar de

uma base forte;

~ se aquecer o dissolvente, a base e a xantosina a uma
velocidade pré-determinada até uma temperatura suficiente para
dissolver a xantosina e superar as barreiras energéticas que impe-
dem a conversdo da xantosina em uma outra configuragdo polimdrfi-

ca; e

~ se arrefecer a solugdo a uma velocidade pré-determinada

durante um intervalo de tempo pré-determinado.

A invenc¢d@o compreende também um processo para a preparagao
de uma forma polimdrfica dissolvida de xantosina idéntico ao pro-
cesso acabado de descrever, excepto pelo facto de ndo ser aplica-
do calor estranho, e o calor gerado pela reacgdo de neutralizacgdo

fazer com que a temperatura se eleve até um nivel suficiente para



vltrapassar as barreiras energéticas que impedem a conversdo da
xantosina noutra configuragdo polimdérfica. Formas polimdrficas
dissolvidas de sais de xantosina podem ainda ser preparadas dis-~
solvendo as formas polimdrficas cristalinas de xantosina da in-

vengdao, acima descritas, num dissolvente.

De acordo com outro aspecto da invengdo, sao proporciona-

das formas polimdérficas cristalinas e solugdes de xantosina.

De acordo ainda com outro aspecto da invengdo, sdo propor-

tionados novos sais de xantosina que tém a fdrmula:

(xs)~ (cB)"

na gqual Xs é o id0 xantosinato e CB representa o catido de uma

base forte.

Finalmente, sao proporcionados: (1) um processo para modu-
lar a resposta imune de um animal que compreende administrar ao
animal uma composigdo que contém um dissolvente ou veiculo farma-
ceuticamente aceitdvel e uma quantidade eficaz de uma forma poli-
mérfica cristalina ou em solugdo de xantosina ou de uma forma
polimérfica cristalina ou em solugdo de um sal de xantosina; e

(2) composigdes para vtilizagdo neste processo.



o

\\ .

i
¢

DEFINIGOES

Tal como aqui utilizado, o termo "conformacgdo" refere-se
as diferencgas na estrutura da xantosina ou unidades monoméricas
de sal de xantosina, tal como a conversdo do anel ribose a partir
da cadeia para a forma em barcaga. 0O termo "configuragao" serad
aqui utilizado para designar diferengas em conformagdo conbina-
das com diferentes padrdes de associagdo entre a xantosina ou

unidades monoméricas de sal de xantosina.

0 termo "Xantosina" serd aqui utilizado para designar todas
as formas de xantosina, incluindo as formas polimdérficas crista-
linas conhecidas de xantosina e as formas polimdrficas novas,
cristalinas e em solugdo, da presente invengao. Todavia, 0 reque-
rente ndo pretende que as formas polimdrficas cristalinas de xan-
tosina constituam uma parte da invengdo, € 0Ss mesmos S80 especil-

ficamente ndo reivindicados.

"Xantosinato" ou "sal de xantosina" serao termos aqui utili-~
zados para designar todos os sais de xantosina formados por neu-

tralizagado de xantosina com uma base forte.

0 "xantosinato padrdo" € aqui definido para significar a
xantosina padrdao gque foi neutralizada em solugdo aquosa a uma
baixa concentracdo (1 mg/ml) pela adigao de um equivalente molar
de hidrdéxido de sddio durante um periodo de cerca de trés horas,

com agitagdo, mas sem aquecimento e sem produgdo de calor.
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BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

FIGURA 1 é um grdfico de barras que mostra o aumento de pH
para vdrios sais quando a concentragdo dos sais € alterada de

2,7 x 10”%M para 0,4M.

FIGURA 2 €& um gréfico de concentragdo contra o coeficiente
de extingdo relativo para o xantosinato padrdo e para trés formas
polimérficas de xantosinato em solugdo que mostra o desvio a par-

tir da lei de Beer produzido por estes compostos.

FIGURA 3 € o padrao de difracgao de pé em raios~X para a

xantosina padrao.

FIGURA 4 € o padrao de difracg¢d@ao de pé em raios-X para for-

mas polimdrficas cristalinas de xantosinato NaXs-I.

FIGURA 5 € o padrao de difracg¢do de pd em raios~X para for-~

mas poliméricas cristalinas de xantosinato NaXs-II.

FIGURA 6 € o padrao de difracgdo de pd em raios-X para for-

mas poliméricas cristalinas de xantosinato ChXs-I.

FiGURA 7 € o padrdo de difraccdo de pd em raios-X para for-

mas poliméricas cristalinas de xantosinato ChXs-II.

FIGURA 8 mostra o aspecto de dispersdo dptica rotativa de
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solugdes aquosas de formas polimdrficas de xantosina ChXs-I,

ChXs-II, NaXs~-I e DMAIPXs.

FIGURA 9 € um gréfico de mortalidade em relagdo ao tempo
depois de irradiacgdo letal para ratos tratados com vdrias formas

poliméricas de soluto de xantosinato.

FIGURA 10 mostra a supressd@o do edema da base do p€é pelas
formas polimdrficas de soluto de xantosinato ChXs-I e ChXs-~-II e
uma mistura de cloreto de colina e xantosina padrac a vdrias do-

ses de tratamento.

DESCRICAQC PORMENORIZADA DAS FORMAS DE REALIZACAO

PRESENTEMENTE PREFERIDAS

A invencgao compreende novas solugbes de xantosina e formas
polimdérficas e novas solugdes de xantosinato e formas polimdérfi-~
cas cristalinas. Cada forma polimdérfica tem propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas diferentes. No que respeita aos mondmeros
de xantosina individuais que compdem as formas polimdrficas, as
alteragdes produzidas nos mesmos pelos processos da invengdo po-
dem apenas ser estereoquimicas, isto €, alteragdes na posicgdo em
espago relativa dos grupos funcionais e outros grupos quimicos
que contribuem para os sistemas isomérico, tautomérico e rotomé-~

rico de xantosina.



A interrelacdo entre estas conformagdes estereoquimicas e
as energéticas da sua interconversdo tém sido estudadas por
Ludemann e colaboradores em amdénia liquida (Eur. J. Biochenm, 49,
143 (1974). A xantosina é suficientemente soldvel neste dissol-~
vente para efectuvar uma solugdo 0,6 M sem implicar complexacgéo,
como seria o caso em dgua. Em amdénia, a barreira energética entre
as vdrias formas estereoquimicas de xantosina é muito baixa, na
proximidade da energia de uma simples ligagdo de hidrogénio. Assim,
0 tempo necessdrio para atingir o equilibrio é muito menor que

um segundo.

Se os diferentes processos de preparacgdo da invengdo condu-
zirem apenas a uma distribuicdo diferente entre possiveis formas-
-no-espago dos monomeros de xantosina, entdo quando tais mondme-~
ros fossem colocados em solugdo, todas as diferengas em distri-
buigdo seriam extintas em menos de um segundo independentemente
da distribuigdo a partida. Todavia, este ndo € o caso. A xanto-
sina e as formas poliméricas de xantosinato da presente invengao
mantém a sua identidade fdsica e quimica em solugdo durante va-
rios dias. A persisténcia de diferengas na configuragdo polimdr-~
fica entre solugdes de formas polimdrficas pode apenas ser explica-
da pela interacgd@o mondmeros (isto €, agregacdo). Isto aumentaria

a barreira energética de um termo de agregagéo.
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Sintese de Formas Polimdrficas de Sal de Xantosina

As variantes seguintes sao importantes na sintese das no-
vas formas polimdérficas de sais de xantosina (ambas formas poli-

mérficas de cristal e soluto) da invencgé&o:

1. Dissolvente. A xantosina € virtualmente insollivel em

dissolventes polares. Assim, os dissolventes polares podem ser
utilizados. Dissolventes polares adequados incluem a dgua, di-
metilformamida, amdnia e dlcoois alquilicos inferiores tais como

etanol, metanol, propanocl e butanol.

Os tipos de ligacdo que o dissolvente forma com a xantosina
antes da formagdo do cristal e das formas polimdrficas de xanto-
sinato da invengdo € um factor importante na formagdo da forma
polimdérfica. A utilizagdo de um dissolvente polar contra outro
conduz a formagdo de configuragdes poliméricas diferentes de sais
de xantosina que dependem da intensidade da cessdo de protdo e

aceitagado dos vdrios dissolventes polares.

2. Temperatura. A elevagdo da temperatura € necessdria para

a formagdo das formas polimdrficas de sal de xantosina. A tempe-
ratura deve ser elevada at€ um nivel suficientemente alto de mo-
do a que a xantosina entre em solugdc e assim que as barreiras
gnergéticas impedem a conversdo de uma configuragdo polimdrfica
de xantosina para outra sejam ultrapassadas. 0 calor gerado pela

neutralizagd@o da xantosina com a base forte € suficiente para



superar estas barreiras energéticas. Todavia, aquecendo a xanto-
sina e a base forte até uma temperatura elevada aplicando calor
estranho aumenta ainda mais a formagdo polimdrfica e influencia
a natureza do polimdérfio final. Ainde ndo se sabe que tipo de
forgas criam estas barreiras energéticas, mas a sua existéncia
€ conhecida pelo facto de que a utilizagdo de temperaturas eleva-
das € necessdria para obter a formag¢do das formas polimdrficas
de cristal e soluto da invenga@o. Além disso, a variacdo de tem-~
peratura com o tempo, tanto no ciclo de aquecimento como no ciclo
de arrefecimento afecta o desenvolvimento das formas polimdrfi-
cas de sal de xantosina e a natureza da forma polimdrfica final

que é formada.

3. Concentracdo. A concentragdo da xantosina utilizada €

também critica para a formagdo das novas formas polimdrficas de
sal de xantosina da invengdo. Além disso, a medida que se formam
0s sais de xantosina, concentragdes mais elevadas de xantosina
entram em solugdo visto que os sais resultantes sdo altamente so-~
liveis nos dissolventes polares, aumentando assim a formagdo de

formas polimdérficas.

A concentragdo € importante visto que o contacto entre as
moléculas de soluto é necessdrio para a agregagdo das moléculas.
Como um principio primdrio, a medida que a concentragdo aumenta,
0 contacto e a agregagdo tornam-~se mais provdveis. Isto ndo €
necessariamente verdade, contudo, se as moléculas em gquestdo pos-

suitem dominios que se atraiam umas as outras e possuirem cargas
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que se repelem naturalmente. 0 grupo funcional anidnico de xanto-
sinato depois da neutralizagadao coloca o xantosinato nesta classe
de moléculas. Todavia, o0s agregados devem formar-se entre ides

de sinal igual. A capacidade de interacgdo entre a atracgao e a
repulsdo, especialmente na presenga de 1i0es opostos (por exemplo,
colina+, Na+) torna o resultado associativo entre os ides da xan-

tosinato imprevisivel.

4. Liofilizagdo. Embora a liofilizacgdo ndo seja necessdria

para a formacgao da forma polimdrfica, a8 utilizacgdo da liofiliza-
¢do em vez de outros processos de isolamento de cristais, tais
como a filtragdo por sucgd@o e secagem do ar, contrubui para a na-~
tureza da forma polimdrfica cristalina final e da forma poimdrfi-
ca do soluto que se forma quando o polimdérfio cristalino € dissol-

vido num dissolvente.

5. Base. A base forte vtilizada para neutralizar a xantosina

afecta também a natureza final do polimdrfio formado.

Exemplo 1

A um frasco de liofilizagdo VirTis de 600 ml foi adiciona-
do 0,4 mole de xantosina padrdo (desidrato de xantosina da Phar-
ma Waldhf) e 0,4 mole de colina em metanol (110 ml de uma solugdo
contendo 45% de colina em peso/volume). 0 frasco e o seu contel-~
do foram entdo aquecidos com agitagdo de modo a que a temperatu-

ra se elevou da temperatura ambiente até 80°C em 20 minutos.



A xantosina dissolveu durante o decurso do aquecimento, mas quan-~
do a temperatura estava entre 75° e 8OOC, ocorreu uma precipita-
¢do abrupta. 0 material precipitado tornou-se semelhante a um
pudim e aderiu a si prdrpio e as paredes de vidro do frasco até
um grau tal que o frasco podia ser virado com a parte superior pa-

ra baixo sem haver derramamento.

0 frasco foi em seguida removido do aquecedor-agitador e
deixado arrefecer até a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Depois do arrefecimento, os conteddos do frasco foram transforma-
dos em pasta utilizando uma haste de agitagdo em vidro. Depois o
frasco foi colocado num liofilizador VirTis (modelo Freezemobile
12), e o material foi liofilizado durante 48 horas, tempo ao fim
do qual a liofilizagdo estava completa. 0O frasco foi removido do
liofilizador, e o material liofilizado foi recclhido e pulveriza-
do até um pd fino. 0 pd obtido foi um pé de um branco ligeiramen-
te salino. Este provou ndo ter a higroscopicidade dos sais de co-
lina comuns, tal como o cloreto de colina. 0 pd deve ainda, con-
tudo, ser de modo rotineiro armazenado num dissecador sob vacuo.

Este sal de xantosina serd referido daqui em diante como CHXs-I.

Exemplo 2

A um frasco de liofilizagdo VirTis de 600 ml foram adicio-~
nados 0,4 moles de xantosina padrdo (desidrato de xantosina da

Pharma Waldhof) e 0,4 moles de colina em metanol) 110 ml de uma
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solugdo de colina a 45% peso/volume). Os conteddos do frasco fo-
ram agitados activamente durante 45 minutos a temperatura ambien-

te sem qualquer aquecimento.

Depois de cerca de 40 minutos de agitagdo apareceu um pre-
cipitado fino, mas a mistura de reacgdo permaneceu fluida e de-
cantdvel. Passados 45 minutos, a agitagdo foi interrompida e a
mistura foi deixada assentar até a temperatura ambiente durante

mais 20 a 30 minutos.

0 frasco foi em seguida colocado num liofilizador VirTis
durante 48 horas, tempo ao fim do qual a liofilizagdo estava
completa. 0 material liofilizado resultante foi recolhido e pul-
verizado até um pd fino que era de um branco ligeiramente sali-
no na cor e que, tal como o material produzido na Exemplo 1, néao
tinha a higroscopicidade dos sais de colina comum. Este sal de

xantosina sera referido aqui como ChXs-II.

Exemplo 3

A um frasco de liofilizagdo VirTis de 600 ml foram adicio-
nados 0,4 moles de xantosina padrdoc (desidrato de xantosina, da
Pharma Waldhof), 0,4 moles de dimetilamino isopropanol redesti-
lado e 51 ml de metanol. Os contelddos do frasco foram agitados
e aquecidos progressivamente a partir da temperatura ambiente
até 80°C durante um periodo de 20 minutos. Ocorréncias significa-

tivas em relacdo a solubilizacgdo, precipitagdo e aparéncia geral
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do precipitado foram as mesmas que as indicadas no Exemplo 1. O
restante processamento foi também como indicado no Exemplo 1, e
0 pé resultante era de uma cor branco-salina e apresentava uma

falta de higroscopicidade. Este sal de xantosina serd referido

em seguida como DMAIPXs.

Exemplo 4

A um frasco de liofilizag8do VirTis de 600 ml foram adicio-
nados 0,4 mole de xantosina padrdo (desidrato de xantosina, da
Pharma Waldhof), 0,4 mole de hidrdxido de sdédio na forma de grios
e 160 ml de dgua. Os conteldos do frasco foram agitados e aque-~
cidos progressivamente a partir da temperatura ambiente até 80°C
durante um periodo de 30 minutos. N8o se desenvolveu qualqguer

precipitado.

Em seguida adicionaram-se 200 ml de metanol ao frasco, en-
quanto continuou o agquecimento e a agitagdo. Desenvolveu-se entdo
uma grande precipitacdo semelhante em natureza & observada no
Exemplo 1. 0O frasco foi ent&o removido do aquecimento e deixado
repousar a temperatura ambiente durante mais 45 minutos. 0 mate-
rial contido no frasco foi entdo liofilizado durante 48 horas,
tempo ao fim do qual a liofilizagdo estava completa. 0 material
liofilizado resultante foi um pd branco ndo higroscdpico. Este

sal de xantosina serd aqui em seguida referido como NaXs I.



Exemplo 5

Outro sal de xantosina foi preparado utilizando o processo
descrito no Exemplo 4, excepto em que os ingredientes n&do foram
aquecidos. 0Os mesmos foram simplesmente agitados durante 30 mi-
nutos antes da adigdo do metanol. 0 material liofilizado resul-
tante foi um pd branco, ndo higroscdpico. Este sal de xantosina

serd em seguida aqui referido como NaXs-II.

Exemplo 6

Outro sal de xantosina foi preparado de acordo com o pro-
cesso do Exemplo 4, excepto em que 160 ml, em vez de 200 ml de
metanol foram utilizados. Como consequéncia da utilizagdo de uma
quantidade menor de metanol, foi formado um precipitado fibroso,
mas este precipitado redissolveu-se subsequentemente. Assim, o
frasco colocado sobre o liofilizador contendo uma solugdo em vez

de um sélido, e o sélido submerso durante a fase de liofilizacgdo.

A solugdo no frasco foi liofilizada durante 48 horas, pe-
riodo de tempo este ao fim do qual a liofilizagdo estava comple-
ta. Depois, o frasco foi retirado do liofilizador e o material
liofilizado foi pulverizado até ficar em pé. 0 pd branco resul-
tante ndo era higroscdpio. Este sal de xantosina serd em seguida

referido como NaXs-III.
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Exemplo 7

Outro sal de xantosina foi fabricado de acordo com o pro-
cesso do Exemplo 5, excepto em que apenas 160 ml de metanol fo-
ram adicionados. Como consequéncia, desenvolveu-se um precipita-
do, mas este precipitado nd@o persistiu. 0 material colocado so-
bre o liofilizador foi uma solugdo, e o precipitado desenvolveu-
~se durante a liofilizagdo. O produto obtido a seguir a liofili-
zagdo foi um pd branco ndo higroscdépio. Este sal de xantosina

serd referido em seguida como NaXs-IV.

Exemplo 8

Qutro sal de xantosina foi fabricado de acordo com o pro-~
cesso do Exemplo 6, excepto em que antes da adicdo de 160 ml de
metanol, a mistura de reacgdo foi arrefecida até 20°C colocado a
mesma num banho de gelo. Assim, o periodo de aquecimento foi se-
guido por arrefecimento antes da adigdo do dlcool. Como no Exem-
plo 6, formou-se depois da adigdo do metanol. O precipitado re-~
dissolveu-se subsequentemente, e foi colocada uma solugdo sobre
0 liofilizador. O produto final obtido depois da liofilizacgdo
foi um pd branco ndo higroscdpico, e este material serd referido

daqui em diante como NaXs-~V.

Exemplo 9

Outro sal de xantosina foi fabricado de acordo com o pro-

N,



cesso indicado no Exemplo 4, excepto em que apenas 100 ml de
dgua foram adicionados. A agitagdo e aquecimento subsequentes
produziram uma precipitagdo activa e permanente. Isto ocorreu
aproximadamente 20 minutos depois do inicio do aquecimento quan-
do a temperatura da mistura de reacgdo era de cerca de 70°C.
Este precipitado foi liofilizado. O produto obtido a seguir a
liofilizacgao foi um pd branco ndo higroscdpico. Este sal de xan-

tosina serd aqui referido em seguida como NaXs-VI.

Sintese de Formas Polimdrficas de Xantosina

As mesmas varidveis descritas acima para a formagdo das
formas polimdérficas de xantosinato sd@o também importantes na
sintese das novas formas polimdrficas de cristal e soluto, da
invengao. No que se refere a concentragdo, a xantosina n&o €
ionizada e assim o factor de forgas repulsivas entre ides ndo

entram em consideragéo.

Propriedades Fisicas e Quimicas

A existéncia de configuragdes poliméricas das formas poli-
mérficas de sal de xantosina € demonstrada pelo facto de estas

formas polimdérficas terem:

(1) graus diferentes de hidrdlise a concentragdo elevada,

e assim diferentes pHs de solugbes aquosas concentradas;



(2) solubilidades diferentes em butanol, um dissolvente re-~
lativamente hidrofdbico, e em dgua dura, um dissolvente de eleva-

da forga de ligagdo a hodrogénio;

(3) saidas Unicas a partir da lei de Beer;
(4) diferentes padrdes de difracgdo de pdé aos raios-X; e

(5) diferentes espectros de dispersdo rotativa &ptica (ORD).

1. Hidrdlise

0 nucledsido de xantosina € um &cido orgdnico, fraco no
sentido formal, cujo pKa (pH de meia ionizacgdo) € identificado
de modo variado na literatura, como 5,5 ou 5,7. Os sais de xan-
tosina podem ser formados fazendo reagir a xantosina com bases
fortes. Esta neutralizagdo de xantosina processa-se como segue:
(xantosina) + OH 4+ (catido de bases forte)t --- (xantosina-~
to) + H20 + (catiao de base forte)+. 0 sal xantosinato e a 4&gua
submetem~se subsequentemente a hidrdlise que eleva o pH sa solu-
¢8o. Esta interaccdo € tipica dos sais formados a partir dos
dcidos fracos e bases fortes e ocorre devido ao facto do anido
destes sais ter uma tendéncia muito maior para se associar com
ides de hidrogénio em dgua que o catifo tem para se associar com
ides hidrdxido. Os ides de hidrogénio e hidrdéxido, evidentemente,
sdo proporcionados pela prdépria dgua, de acordo com a sua disso-~
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ciagdo constante: R,0 = H* + O0OH7, K = 10 A hidrdlise

prossegue como segue: (Xantosinato) + HY = (xantosina), K =3D5’6



e € controlada na sua intensidade pela "fraquesa", ou pKa da

xantosina, e pela concentragdo do anido do xantosinato.

A hodrdlise de um sal de um dcido fraco e uma base forte
torna a solugdo alcalina. Esta transformagdo alcalina reflete a
extensdo da reacgdo de hidrdlise e depende do anido de soluto
pKa e da concentragdo do anido do soluto. Através da mesma gama
de concentragao, os sais incompativeis do tipo base fraca-&dcido
forte, na auséncia de associagdo ou agregagdo, apresentardo ra-

pidamente aumentos de pH relativos idénticos devido a hidrdlise.

Como estd representado na Figura 1, quando & concentragao
de cloridrato de dimetilamino isopropanol, fosfato dibdsico de
s6dio ionosina, o0os quais foram neutralizados a temperatura am-~
biente com hidrdoxido de sédio ou xantosinato padrdo foi aumenta-
da de 0,0027 M para 0,4 M, o aumento no pH devido & hidrdlise
destes sais foi de entre 1,50 e 1,75 unidades de pH. Por outro
lado, o aumento andlogo em pH para os xantosinatos de sddio fi-
cou entre 2,3 e 3,40 unidades de pH (ver Figura 1). 0Os sais de
xantosina da inveng&o apresentam todos maior hidrdlise que os
outros sais de dcido fraco~-base forte, incluindo o xantosinato
padrdo. Dado que o pH € uma escala logaritmica, a diferenga mé-
dia em termos de alteracdo relativa em concentragdo de i&o hi-
dréxido € 10~100 vezes maior. Para os sais de xantosina da in-
vengdo, as diferengas de pH estdo ausentes em grande escala a

baixa concentracgao.



A elevagdo em pH produzida durante a hidrdlise € fungdo da
dissociagdo constante de dgua, da concentragdo de anido de solu-
to e do pKa do anido soluto. A relacd@o entre estas varidveis &
expressa na equagdo de Glasstone: pH = 1/2 pKw + 1/2 pKa-+1/2]ﬁg
(concentragdo). Visto que a constante de dissociagdo de dgua é
uma constante e a concentracdo € a mesma para todos os sais de
xantosina, a Unica varidvel que permanece € O pKa, o pH de ioni-

zagao a 50% do grupo acidico.

Os pka‘s dos xantosinatos da inveng¢do torna-se unicamente
alcalinos com o aumento da concentracdo. Em geral, o pKa de um
composto acidico reflete a carga anidnica em densidade do grupo
ionizado, & quanto mais elevado (mais alcalino) for o pKa, mais
carga electronegativa estaria na sua polarizacgdo. Assim, os gru-
pos de ionizagdo nas formas polimdrficas de sal de xantosina
reivindicadas alteram-se em natureza, cada uma unicamente, &
medida que é concentragdo de xantosinato aumenta. Esta alteracgao
deve reflectir a agregag¢do entre os xantosinatos a medida que a
sua concentragdo aumenta. Visto que o nimero de locais ionizdveis
€ constante, a diferenca nos pKa's dos sais de xantosina da in-
vengdo devem reflectir uma organizacgdo diferente daqueles locais,
e 0 aumento em pKa deve reflectir diferengas na configuracdo dos

salis de xantosina da invencdo.

A utilizagdo da colina de base forte altera radicalmente
as propriedades fisicas e quimicas dos sais xantosinato formados

em comparagdo com o0s xantosinatos de metal alcalino. 0 xantosi-~



nato de colina apresentou um grau muito pequeno de hidrdlise em
solugdo aquosa nas concentragdes em consideracdo. Também duas
linhas separadas de investigagdo estabeleceram que, em solugdo
aquosa, a colina permanece ligada ao xantosinato at€é um grau con-
siderdvel. Visto que este par de ides elimina a caracteristica
anidnica do xantosinato, ele pode explicar o grau reduzido de
hidrdlise dos xantosinatos de colina. Como consequéncia, o pH
da solugdo concentrada de sais de colina (e dlcoois de alquiami-
no relacionados) de xantosina ndo se elevam na gama alcalina
(8,5 -~ 10,5) mas permanece proximamente neutral (7,5). Esta é
uma importante caracteristica dos sais de dlcool de alquilamino
de xantosina, uma vez que permite aos mesmos serem utilizados

in vivo em concentragdo elevada sem produzir dano.

2. Solubilidade

A colina e os sais de aminodlcoois alquilicos de xantosina
apresentam outras caracteristicas fisico~quimicas. Assim, enguan-
to os sais de metal alcalino tém solubilidade em n-~butanol que
sdo muito menores que a xantosina ndo ionizada, sendo reduzidas
de 95,0 a 99,5% de acordo com as espécies, os sais de colina tém
solubilidade em n~butanol que estdo muito prdximas das da xanto-

sina ndo ionizada. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1

Composto Solubilidade Relativa
em n-~butanol comparada
com a xantosina padrao

Xantosina Padréo 1,00

ChXs-1I 0,93

ChXs-11I 0,67

DMAIP-Xs 0,20

NaXs-1I 0,047

NaXs-~II 0,013

NaXs~III 0,004

NaXs~1IV 0,015

NaXs-V 0,045

NaXs-VI 0,005

A elevada solubilidade dos sais de aminodlcoois alquilicos
de xantosina em solugdo aquosa € do mesmo modo andmala. Enquanto
os sais de metal alcalino de xantosina se dissolvem em dgua até
cerca de 0,45 M, os sais de aminodlcoois alquilicos comegam a
precipitar a cerca de 0,015 M. Todavia, ao contrdrio dos sais
de metal alcalino e de muitos solutos, a solubilidade dos sais
de aminodlcoois alquilicos ndo pode ser descrita por uma simples

relagdo de solubilidade.
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Normalmente, quando as mesmas espécies moleculares se si-
tuam na forma sélida e em solugdo, o soluto dissolve até a sua
concentragdo de saturagdo ser excedida; adicionando mais soluto
isso nao aumenta a quantidade que entra em solug¢do. Existe um

equilibrio entre as moléculas sdlidas e as moléculas em solugdo.

Todavia, embora os xantosinatos de aminodlcoois alquilicos
comegam a precipitar até uma baixa concentragao de 0,015 M, ou
cerca de 6 mg/ml, a adig¢do de mais soluto ndo aumenta a quantida-
de que entra em solucgdo. Com outra adigdo, pode efectivamente
fezer uma solugdo de 250 mg/ml, embora 20-25% de todo o soluto

acima de 6 mg/ml ndo se dissolva.

Para isto ocorrer, as leis da solubilidade exigem que exis-
tam mdltiplas espécies de soluto em equilibrio umas com as outras
e que uma destas espécies de soluto seja idéntica e esteja em
equilibrio com as mesmas espécies no estado sdlido. Este estado
de ocorréncia seria facilitada pela tendéncia de os catides de
aminodlcoois alquilicos entrarem na formagdo do par de ides com

0s anidoes de xantosinato.

3. Lei de Beer

Us espectros ultravioleta prestam contribuicgdes muito im-
portantes para a identificacgdo de configuragdes polimdrficas a
baixa concentragao de soluto. Alteragdes nos picos de capacidade

de absorgdo e nos ombros revelam novos estados electrdnicos.
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A capacidade de absorgdo de raios ultravioletas das solu-
¢Oes pode também revelar afastamentos da lei de Beer a medida
que as interacg¢des de desenvolvem. A lei de Beer indica que a
capacidade de absorgd@o da luz monocromédtica por molécula de solu-
to é uma constante na solugdo. Duplamente a concentracdo de um
soluto em solugdo aquosa na auséncla de interacg¢do soluto-soluto

duplica a quantidade da energia irradiante, etc.

Todavia, como resultado da interac¢do entre as moléculas
de soluto em solugdo, tal como por agregagao, a relagdo da capaci-~
dade de absorgao de luz para a concentra¢gdao de soluto pode partir
da lei de Beer. Assim, a capacidade de absorgao por molécula po-
de diminuir a medida que a concentracdo aumenta. Este é um exem~
plo de hipocromicidade. A hipocromicidade € caracteristica da
capacidade de absorgdo de DNA e RNA altamente organizada que re-

flete uma complexagdo entre nucledtidos adjacentes.

Com outros compostos, a capacidade de absorgdo de luz por
molécula aumenta a medida que aumenta a concentragdo, o que €
um exemplo de hipercromicidade. Embora isto possa ocorrer quando
as associagOdes estdo degradadas, por exemplo quandoc a hopocromi-
cidade estd sendo invertida, o mesmo pode também ocorrer como re-~
sultado de uma interacgdo aumentada de um composto com &dgua. Isto
significa que, se com o aumento em concentragdo um componente da
molécula de soluto cujos electrdes sdo responsdveis pela capaci-
dade de absorgd@do de protdes relevantes se tornar mais acessivel,

circundada pela dgua, a capacidade de absorgac de fraca energia



monocromdtica por molécula pode aumentar. Estes eventos podem
ocorrer como uma consequéncia de uma alteragdo na extrutura no
espago iniciado pela agregagdo. Do mesmo modo, a hipercromicida-
de pode ocorrer como uma consequéncia da agregagado que € seguida
pela transferéncia de carga. Este € o Unico modo de partilhar um

electrdo mdvel que pode desenvolver-se com um agregado.

Utilizando um espectrofotdmetro de registo de feiche de
raios duplo da marca Hitachi, o espectro ultravioleta do aminodl-
cool alquilico e os sais xantosinato de metal alcalino foram exa-~
minados sobre uma gama de concentragdes e sob condigdes de pH que
geraram os estados nao ionizados como ionizados. Os Unicos ombros
e picos do espectro ultravioleta foram gerados pelo processo de
ionizagdo. Além disso, os desvios da lei de Beer que sdo Unicos
para cada sal foram encontrados. Todos 0s sails se tornaram mais
hipocrdmicos que o xantosinato padrdo & medida que a concentragao
aumentou, um resultado que € reflectivo de um maior grau de agre-

gacgao.

Os coeficientes de extingdo relativa do xantosinato pedrio,
NaXs~-I, NaXs-II e ChXs-I sdo apresentados na Tabela 2. Do mesmo
modo, a Figura 2 € um grdfico de concentragdo contra o coeficien-
te de extingdo relativa para estes compostos. A Tabela 2 e a Fi-~
gura 2 mostram que os polimdérfos de xantosinato da invengdo apre-
sentam desvios da lei de Beer. As formas polimdrficas ddo também
desvios diferentes da lei de Beer em comperagdo umas com as ou-

tras e com o xantosinato padrdo, mostrando que as formas polimdr-
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ficas da invengdo tém diferentes padrdes de agregagdo, i.e., tém
diferentes configurac¢des polimdérficas, em comparagao umas com

as outras e com o xantosinato padréo.

Tabela 2

Coeficientes de Extingdo Relativos

Lei de Xantosinato
Concentracgao Beer padrao NaXs~1 NaXs-I1 ChXs-I
3,0 x 10—6M 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
6,0 x 10 1,00 1,09 0,87 1,06 1,04
12,0 x 10°% 1,00 1,17 0,79 0,97 0,82
30,0 x 10~6M 1,00 1,23 0,76 0,96 1,06
60,0 x 10—6M 1,00 1,26 0,75 0,95 0,83

4. Difraccdo de P6 no Raio-X

Os padrdes de difracgdo de pd no Raio-X foram determinados
para vadrias formas polimdrficas cristalinas de xantosinato utili-
zando um difractdmetro Enraf-Nonius CAD4 de cristal simples em
associagdo com um computador VAX 11/730. Os resultados estdo re-~
presentados nas Figuras 3-7. Como ali se pode ver, o0s espectros
de xantosina padrdo, NaXs~I e NaXs~II sdo grandemente amorfor
(Figuras 3, 4 e 5). Os xantosinatos de colina, contudo, revelam

um grau de cristalinidade que nd@o foi observado com xantosina
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padrao, NaXs-I ou NaXs~II (Figura 6 e 7). Além disso, o espectro
do ChXs-1I € diferente daquele que apresenta o ChXs~-II (comparar

a Figura 6 com a Figura 7),

5. Espectros 0ORD

Os espectros ORD de solugdes aquosas de ChXs~I, ChXs-II,
NaXs-II e DMAIPXs foram determinadas utilizando um "Cary Spectro-~
polaimeter". Os resultados estadao representados na Figura 8. Estes
tracados representam a média de operagdes em triplicado, e o
erro padrdo nos tracgados € virtualmente zero. Como pode ver-se
na Figura 8, cada forma polimdrfica dd um espectro 0RD diferente
0 que € a evidéncia de diferentes conformagfes, as quais por sua

vez evidenciam o polimorfismo do soluto.

Ensaios Bioldgicos

Um outro factor de evidéncia que mostra que os xantosina-
tos da invencgdo sdo polimdrficos € o facto de os mesmos apresen-
tarem actividades bioldgicas diferentes nao esperadas e nota-
veis. A xantosina ndo € conhecida como tendo qualguer activida-
de bioldgica, mas as formas polimdrficas de sal de xantosina
da invengdo sdo imunomodeladores. Num sistema de hipersensiti-
vidade padrdo de contacto com o rato, os mesmos podem modificar
a intensidade da resposta imune celular se for dada somente du-

rante o tempo de imunizacdo ou seguido o desafio do antigene.
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Além disso, as formas polimdérficas de sal de xantosina podem
funcionar para aumentar a resposta de imunidade guando a respos-
ta é espontaneamente baixada e pode regular para baixo a respos-
ta estd muito activa. Esta capacidade de tamponar a resposta
imune ndo €, contudo, compartilhada por todas as formas polimdr-

ficas de sal de xantosina como se mostra nos exemplos seguintes.

Exemplo 10

Adjuvante de artrite foi induzido em ratazanas macho com
120 g, da espécie Sprague-Dawley, adqueridas na Harlan, Sprague
Dawley, Indiana, por meio de injecgdo de adjuvante de Freund
completo dentro da base do pé das ratazanas anestesiadas. Estes
animais foram também injectados com 1,25 x 1010 organismos

H. pertusis mortos pelo calor na base das patas para estimular

mais a resposta inflamatdria. A inflamagdo primdria nas patas
injectadas desenvolveu-se ao quarto dia depois das injecgbes e
persistiu até ao trigésimo quinto dia depois das injeccgdes.
Inflamacdo secunddria (autoimune) apareceu noutras extremidades
ao décimo dia depois das injecgdes, e persistiu durante trinta
e cinco dias depois das injecgdes. As ratazanas apresentavam
perda de peso, inchago nas articulagdes e imobilizagdo nas ar-

ticulagdes.

Trés grupos com nove ratazanas czda, tratados como se aca-
ba de descrever, foram injectados todos os dias interperitonial-

mente com qualquer base salina, 0,079 mg/Kg NaXs-I ou 0,079 mg/Kg
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de NaXs~-II comegando no décimo dia depois das injecgdes na base
da pata. 0 inchago secunddrio na articulagdo da pata posterior

foi quantificado diariamente pelo sistema de contagem padrédo des-

crito em Pearson and Wood, Arthritis and Rheumatism, 2, 440 (1959),

que € aqui incorporado como referéncia. Os resultados estao apre-~

sentados na Tabela 3.

Tabela 3
Tratamento Indice de Inflamacdo Secunddria
Controle (Salina) 4,00 £ 0,28
NaXs~1I 2,06 ¥ 0,70
NaXs-ITI 4,17 + 0,39

Como se pode ver na Tabela 3, o NaXs-I reduziu significati-
vamente o indice de inflamagdo secunddria (P menos que 0,02). O
indice de inflamagdo secunddria para animais tratados com NaXs-I
foi também significativamente menor que o para animais tratados
com NaXs~II (P menor que 0,01). Os resultados mostram que o
NaXs~I € anti-inflamatdrio enquanto gque o NaXs~II ndo actua nes-
te modelo de doenga. Na verdade, o NaXs-II aumentou ligeiramente
a inflamacdo secunddria. Estes resultados s@o significativos por-
que o modelo de doenga inflamatdria descrito neste exemplo € um

gque € afirmativo da actividade anti-artritica nos seres humanos.
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Exemplo 11
Foi produzida miocartide nos ratos Bald/c (machos, com

4-5 semanas de idade) por injecg¢do de um virus coxsackie humano
ndo adaptado (estirpe B; Nancy). Foram utilizadas diluigdes en-~
tre 1:50 e 1:1400 de uma reserva contendo 1,75 x 108 unidades

de placa/ml. A reserva de virus foi mantida gelada a —7OOC, e o
novo desenvolvimento e ensaio de titulagdo até a desejada resis-

téncia da reserva foram realizados num sistema de célula Hep-2.

A doenga produzida nos ratos por esta infecgdo resulta na
morte que comega sete dias depois de os mesmos serem injectados,
tempo ao fim do qual o virus ndo € mais demonstrdvel no coragdo,
embora progreda a inflamacdo cardiaca. Esta inflamagdo foi iden-

tificada como autoimune na sua natureza.

0 tratamento com ChXs-I foi iniciado sete dias depois de
0s ratos terem sido injectados com o virus. 0 ChXs~I foi adicio-

nado a dgua de bebida dos ratos a 0,2 mg/ml ou 0,4 mg/ml.

Vinte e oito dias depois de os ratos terem sido injectados
com o virus, animais representativos do controle e grupos de tra-
tamento foram sacrificados para histopatologia. 0Os seguintes in-
dices de doenga foram avaliados: a velocidade de morte; a inten-
sidade de exsudagdo celular inflamatdria miocardial; e a intensi-
dade de necrose miocardial, determinada por exame microscdpico

mediante duas determinagdes independentes, sendo cada uma tornada
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insensivel e sendo os pardmetros de necrose e o produto da exsu-~
dagdo entalhados separadamente numa base de +1 a +4. Os coracgdes
dos animais mortos dentro de 24 horas foram também processados

para a histopatologia. a Tabela 4 mostra os resultados deste es-

tudo.
Tabela 4
Taxa de Média relativa
mortalidade do infiltrado Necrose
até ao fim celular cardia cardiaca
do dia 28 co relativa
Controlo (apenas 13/21 1,40 * 0,13 2,0 £ 0,2
dgua)
* k *
ChXs-I, 0,2 mg/ml 0/21 1,21 * 0,11 0,8** + 0,1
* k k
ChXs-I, 0,4 mg/ml 0/21 1,21 * 0,13 0,9** * 0,2

* Todas as mortes ocorridas entre os 8 e 27 dias.
** Significativo pelo teste t de studant, P menor que 0,01.

*** Significativo pela andlise quadrada de Chi, P menor que 0,001.

Exemplo 12

A exposigdo aos estimulos fagociticos provoca neutrofils
para induzir a danificacgdo da célula, morte e insensibilidade,
eventos que sdo iniciados por meio da acgdo do seperdxido liber-

tado, perdxido e radical hidréxido livre. Nos locais de inflamagéo,
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tais como espagos de articulagdo artriticos, tais eventos presu-
mem-se como contribuindo para o curto espago de tempo de trabalho
da neutrofilia, para exacerbar a destruicdo do tecido através

da libertacgdo de enzimas a partir da desintegragdo de neutrofils
e para perpetuar as respostas inflamatdrias por geragdo e cons-~
trucdo de quimiotdcticos peroxizados e fragmentos celulares de

outro modo modificado.

Leucécitos de sangue periféricos (contendo 70-90% de neu-
trofils) foram recolhidos de seres humanos voluntdrios e foram

incubados durante 22 horas com 3,5 x 107 Eschericia coli, de

acordo com o processo de Salin & McCord, "Radicais livres em me-

tabolismo e inflamagdo de leucdcitos", em Superoxide and Supero-

xide Dismutases 257-270 (Michelson e Fridovick, eds. 1977) que

€ aqul incorporada como referéncia. 0 E. Colli € um estimulador

de macrofages.

Uma parte aliquota dos leucdcitos foi exposta ao secante
azul tripanoc e examinada microscopicamente na cdmara de conta-
gem hemocitométrica no momento zero para células totais (geral-
mente até 5 x 106 de neutrofils/ml) e viabilidade. As células
vidveis excluem azul tripano. As amostras de leucdcito mostraram

ser 90% vidveis.

Os leucdcitos foram incubados numa Solugdao de Sal Equili-
brada de Hank (HBSS) (1 ml de volume de incubagdo total) com so-

ro homdlogo adicionado, com o E. coli e com quantidades varidveis
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de ChXs-I, xantosibato padrdo, cloreto de cilina (ChCl) ou dis-

mutase de superdxido (SOD).

Vinte e duas horas depois da incubacgdo ter comegado, foi
realizada uma determinagdo de vida, morte total e auséncia das
células. Os dados foram entdo transformados de modo que todos os
grupos de tratamento foram expressos como percentagem de contro-
le. A média destes dados convertidos para trés estudos neutrofi-
licos e os resultados para um estudo linfocitico estdo apresenta-
dos na Tabela 5. A supressdo da morte da célula e auséncia por
ChXs-I e pelo depurador de oxigénio activo SOD foi observada,
mas a supressao pelo xantosinato padrdo ou ChCl por si sds néo

foi observada.



Tabela 5
Neutrofils Linfdcitos

Tratamento Morte total Infecatados Morte total
Controle e -— —_—
ChXs-I, 25 ug/ml 106 85 76

2,5 ug/ml 82 69 91

0,25 ug/ml 57 43 76

0,025 ug/ml 55 55 63

0,0025 ug/ml 81 81 78
Xantosinato
Padrao, /66 0,20 ug/ml 110 102 106
CHC1, 0,07 ug/ml 100 98 104
s0b, 100 wug/ml 59 64 ND

Exemplo 13

Uma gota de dinitrofluorobenzeno (DNFB) a 5% em acetona-
~azeite foli aspergida sobre os abddmens de ratos machos CD-1
para imunizar os mesmos. Os machos foram provocados quatro ou
cinco dias mais tarde em ambas as orelhas com DNBF a 0,2% sob
anestesia com éter. Imediatamente depois a orelha reage e no
dia seguinte 3 reacgdo da orelha, foram aplicados aos ratos

0,079 mg/Kg de NaXs~I e NaXs-IV interperitonialmente.



A medigdo da espessura da orelha com um compasso micromé-
trico sob a anestesia com éter foi efectuada antes da reacgdo e
24 horas depois da reacgdo. Esta medigdo reflecte a intensidade

da resposta imune celular local.

Dos 16 animais em cada grupo, os 8 com respostas mais bai-
xas foram seleccionados para andlise, de modo a que as respostas
mais fracas a imunidade pudessem ser estudadas. Os dados na Tabe-
la 6 mostram que o NaXs-I aumenta esta resposta celular minima 3a
imunidade, o que ndo se verificou com o NaXs-IV. Este aumento €

estatisticamente significativo.

Tabela 6
Tratamento Espessura da orelha (Unidades de 0,1 mm)
Controle 2,30 * 0,45
NaXs~I 5,03 * 0,39
NaXs-1IV 1,40 * 0,31
Exemplo 14

Foi feita uma comparag¢ao entre os efeitos de concanavalina
A, Isoprinosina, ChXs~I e ChXs~II sobre c€élulas supressoras no
rato na reaccdo de linfocito misturado (MLR). Ratos fémea BALB/

/c(H—2d) foram utilizados como fonte das populagles de resposta
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e supressdo. Ratos macho C57BL/6 (CH-Zb) foram utilizados como\
fonte das populagdes estimuladoras. O meio de cultura utilizado
de principio ao fim foi RPM1~1460 suplementado com 5% de soro
de vitelo fetal inactivado aquecido (FCS), penicilina (100 U/ml),

e fungisoma.

A activagdo in vitro das células supressoras foi obtida
por cultura de 1 x 107 esplenocitos Balb/c durante trés dias na
presenga de solugdes filtradas estéries de Con A (3,0 ug/ml,
Sigma), Isoprinosina (1,0 ug/ml), ChXs~I ou ChXs-~II a vdrias con-
centracdes. Depois de 3 dias de cultura, nas células foram reco-
lhidas com uma pipeta pasteur. As células tratadas com Con A fo-
ram entdo lavadas numa solugdo de metilmanosido estéril 0,3 M
(Sigma), tratadas com 50 ug/ml de mitocina C (Sigma) durante 30
minutos a 37OC, lavadas mais duas vezes com metilmanosido e uma
vez no meio de cultura. Outras populag¢bes de células supressoras
foram lavadas depois da colheita com HBSS estéril, mitomicina C
tratada como se descreveu anteriormente, lavadas mais duas vezes

com HBSS e uma vez com o meio de cultura.

As reacgdes de linfdécitos foram realizadas utilizando
1 x 106 esplenocitos BALB/c de resposta, 1 x 106 esplenocitos es-
timuladores C57BL/6 tratados com mitomicina C e 2 x 105 quer de
Con A, Isoprinosina, ChXs-I quer de células tratadas de ChXs-II.
0 volume de cada cultura foi de 0,2 ml. Os MLR foram pulsados
com timidina tritiada 1 uCi (actividade especifica de 6,7 Ci/

/mmole) 56 horas depois de a cultura ter comegado e foram recolhidos
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72 horas depois de a cultura ter comegado. Cada experiéncia foi

realizada em quintuplicado.

A Tabela 7 indica dados a partir desta experiéncia expressa
como contagem média por minuto (cpm) * erro padrdo da média
(S.E.M.). A adigdo de células singénicas~-Con A-activadas e mito-
micina-C~-tratadas resultou numa supressdo de 69% de fixagdo de
timidina tritiada no sistema MLR em comparagdo com a célula su-
pressora cuja actividade ocorre espontaneamente em linfdcitos
BALB/c cultivados durante trés dias na auséncia de qualquer mito-
génio. 0 ChXs-I na dose Gptima € t&o eficaz como o Con A para in-
duzir a actividade da célula supressora acima daquela espontanea-
mente evocada em linfdcitos BALB/c cultivados durante trés dias
na auséncia de mitogene. A intensificag¢d@o de ChXs~I da activada-~
de da cé€lula supressora aumentou progressivamente com a dose pa-
ra além dos parametros de dose estudados. 0 aumento de isoprino-
sina da actividade da c€lula supressora foi também evidente, em-
bora o mesmo fosse significativamente menor que o efeito de

ChXS-I com uma dose Unica que permite a comparagdo.
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Tabela 7
Célula Re~ Célula Esti- Célula Su-~ Incorporagao de Percentagem de
plicadora muladora pressora 3H-timidina efeito supressor
BALB B6, " ~ ~ 83454 * 1494
BALB 86m BALB 67994 + 2517
BALB BGm BALBm Con A+ 20765 * 14 ~69
BALB B6 BALB Iso 1,0++ 49546 * 1775 -27
BALB BE BALB_ CHXs-I 0,01 59577 t 2991 ~-12
BALB B6 BALB_~ ChXs-I 0,03 28552 ¢ 2245 -58
BALB B6m BALB_ ChXs-I 1,30 25900 * 906 ~-62
BALB B6 BALB_ ChXs-I 3,00 19915 * 784 ~71

++

BALB = ratos BALB/c; B6 = a ratos C57BL/6.

0 indice m designa culturas tratadas com mitomicina C.

Con A, 3 ug/ml, adicionados a culturas de linfdcitos hipocon-

driacos

-Isoprinosina, 1,0 ug/ml, adicionada a culturas de linfdcitos

hipocontriacos

ChXs-I adicionado a 0,01, 0,03, 1,00 ou 3,00 ug/ml a culturas

de linfdécitos hipocondriacos como foi indicado

c.p.m.* erro padr@o do meio para 5 culturas por grupo recolhido

72 horas depois de um periodo de marcagdo de 16 horas



Efeitos supressores altamente significativos, efeitos supresso-

res relativos ao controle P inferior a 0,01

A Tabela 8 compara Isoprinosina, ChXs-I e ChXs-~-II em rela-
¢do ao seu efeito sobre a indugdo de linfdcitos supressora esple-
néticos. Tanto o ChXs-I como o ChXs-~-II sdo mais potentes que a
Isoprinosina na indugdo de linfdcitos supressores. A curva de
resposta de dose de ChXs-I € linear enquanto que a do ChXs-II €
em forma de sino. Assim, ChXs-I e ChXs-II estimulam ambos a acti-

vidade da célula supressora de linfdcitos no rato.

Tabela 8
Dose Incorporacgdo de

Composto  ug/ml 3H_timidina % de supresséo
Nenhum 0,00 67,994 + 2,517
ChXs-~I 0,01 59,577 * 2,911 ~12
ChXs-I 0,03 28,552 t 2,245 ~-58
ChXs-I 1,00 25,900 * 306 ~-62
ChXs-I 3,00 19,915 ¢ 784 ~71
ChXs-II 0,01 45,110 % 1,495 ~-33
ChXxs-II 0,03 52,246 * 2,551 ~-23
ChXs~II 1,00 12,382 % 321 -82
ChXs~-II 3,00 43,796 * 4,195 ~-35

Isoprinosine 1,00 49,546 * 1,775 -24



Contagem por minuto ¥ erro padrdo do meio para 3 - 5 culturas

por grupo recolhido 72 horas depois de um periodo de marcagdo

de 16 horas.

Os efeitos supressores sdo altamente significativos em relagéao
ao controle e um em relacdo ao outro quando comparados com a

dose equivalente, P menor que 0,02.

Exemplo 15

No exemplo anterior mostrou-se que o ChXs-I pode aumentar
de maneira impressionante a actividade da célula supressora de
linfdcito no rato MLR. Neste exemplo, os efeitos de ChXs-I e
DMAIPXs foram examinados quanto a sua capacidade para induzir

células supressoras.

Os métodos utilizados foram os mesmos que 0s empregados no
Exemplo 14. Us compostos examinados para efeitos sobre popula-
¢bes de células supressoras foram Con A (3 ug/ml), Isoprinosina
(IsO) (1,0 vug/ml), ChXs-I (0,01 -~ 1,00 ug/ml) e DMAIPXs (0,01-

~1,00 ug/ml).

Os resultados sdo apresentados na Tabela 9. Paradoxalmente,
o Con A exerceu um efeito facilitador, em vez de induzir as cé-
lulas supressoras, nesta experiéncia. A Isoprinosina a 1,0 ug/ml
provocou um ligeiro mas ndo significativo aumento na actividade

da célula supressora. Como no Exemplo 14, o ChXs-I aumentou a



actividade da célula supressora em todas as doses utilizadas. O
efeito foi estatisticamente significativo a doses de 0,03 e

1,0 vg/ml. O DMAIPXs exerceu um efeito facilitador significativo
a 0,1 ug/ml, mas ndo aumentou significativamente a actividade da

célula supressora com as outras doses testadas.

Assim, o ChXs~I estimulou a actividade da célula supressora
em células hipocondriacas do rato numa experiéncia em que o Con
A exerceu um efeito facilitador em vez de um efeito supressor
aumentado. O DMAIPXs ndo aumentou significativamente a supress3o

mas actuou como unm facilitador.



Tabels 9
Célula Re- C€lula Es- Célula Su~
plicadora muladora pressora
BALB B6" -
BALB B6 BALB
m m
BALB B6 BALB _Con A
‘m m
BALB BGm BALBmISO 1,0
BALB BSm BALBm ChXs-I 0,01
BALB BSm BALBm CHXs~I 0,03
BALB BSm BALBm ChXs-I 1,00
BALB BSm BALBm DMAIPXs 0,01
BALB BSm BALBm DMAIPXs 0,03
BALB BBm BALBm DMAIPXs 0,10
BALB BGm BALBm DMAIPXs 1,00
Exemplo 16

Em pacientes,

{_v‘/
k%\
Incorporacgdo de Alteracéo
3H~timidina em %
17873 t 3342
9505 * 1317 -
39725 + 4989 +318%
8116 ¥ 663 ~15%
7712 * 1250 ~19%
4081 t 290 ~57%
5243 * 52 -45%
7034 * 1770 ~26%
11654 1 1714 +23%
13475 * 1896  +42%
7875 * 682 ~17%

a irradiagdo total do corpo

trado em certos cancros dissiminados assim como

pode ser adminis-

antes da trans-~

plantagdo do osso com tutano. Uma morbidade resulta muitas vezes

a partir deste processo que estd associado com imperfeigdes nos
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orgdos de formacgdo de sangue, que geram gldbulos vermelhos, fago-
citos e linfdcitos. Isto resulta em pancitopenia. Efeitos secun-

ddrios semelhantes resultam do tratamento com agentes citotdxicos.

Como foi descrito nos Exemplos anteriores, o ChXs~I aumen-
ta as respostas imuno-celulares de depressdo e promove a fagoci-
tose. Visto que deficiéncias mdltiplas nos sistemas de defesa do
hospedeiro ocorrem a seguir a irradiacgdo letal, foi decidido de-~
terminar se o ChXs-I poderia afectar o curso do periodo de pds

radiagao.

A vinte e uma ratazanas da estirpe Fischer (180-200 g) fo-
ram dados 750R de irradiagdo a partir de uma fonte de cobalto.
Esta dose de irradiagdo produz normalmente 100% de mortalidade

nesta estirpe de ratazanas em cinco semanas.

Todos os animais foram injectados com 2 mg/Kg do antibidti-~
co Gentamicin diariamente durante o estudo, partindo um dia de-
pois da irradiag¢do. Os animais também receberam dois antibidti-
cos na sua dqua de beber. Estes antibidticos foram neomicina a
0,56 ug/ml, bactrim a 44 ug/ml de componente trimethprim, e 222

ug/ml de componente sulfonamida.

Comegando um dia depois da irradiacdo, oito dos vinte e um
animais irradiados foram injectados intraperitonealmente com 28
mg/Kg de ChXs~I uma vez por dia durante catorze dias. No décimo

quinto dia, a dose de ChXs-I foi reduzida para 0,1 mg/Kg. O tra-



tamento e as observagdes foram continuados até 35 dias.

Foram retiradas amostras de sangue para determinagles de
hematdcito e as células brancas do sangue (WBC) contadas nos
dias 4, 7, 10, 14 e 21. 0s valores de WBC e hematdcito foram
atribuidos aos animais mortos, e estes nimeros foram incluidos
nas circulagdes para proporcionarem um indice de morbidade to-
tal. Os valores atribuidos nesta situacgdo foram 7,0% para o he-
matdcrito e 1,0 x 103/mm3 para o WBC. Estes valores sdo um pe-~
gueno aumento, inferior ao valor mais baixo tipicamente encon-
trado em sobreviventes. As WBC normais para ratazanas estdo en-
3

tre 7,0 e 11,0 x 103/mm Os hematdcritos normais para rataza-

nas desta estirpe estdo entre 48 e 55%.

Tabela 10

Tratamento Contagem de WBC Seguindo Irradiagédo

Dia 4 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21

Controle Avg. 0,90 0,88 1,16 2,38 3,12
SE 0,06 0,06 0,15 0,22 0,93

ChXs-I Avg. 0,71 1,04 1,80 3,36%* 10,33**
SE 0,08 0,10 0,58 0,38 2,11

* Significativamente diferente do controlo irradiado (P in-

ferior a 0,05)
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** Significativamente diferente do controle irradiado (P in-

ferior a 0,02).

Tabela 11
Tratamento Hematdcitos Seguindo Irradiagéo
Dia 4 Dia 7 Dia 10 Dia 14 Dia 21
Controle Avg. 58,60 51,26 36,24 21,60 18,86
SE 0,58 1,87 2,41 2,29 3,67
ChXs-I Avg. 56,90 47,83 27,21 17,66 29,71*
SE 0,65 1,82 2,24 1,63 2,58

* Significativamente diferente do controle irradiado (P in-

ferior a 0,05).

A mortalidade final no trigésimo-quinto dia a seguir a

uma dose de irradiagdo conhecida

de 100% foi:

Tratamento

Controle:

ChXs-~II

Assim, o tratamento de pés

suprimir a mortalidade e promove

para produzir uma mortalidade

Mortes

5/5 mortes

5/8 mortes

irradiagadao com ChXs-I tende a

significativamente a recuperagao
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das séries de células de sangue brancas e vermelhas.

Exemplo 17

Um segundo estudo de irradiag¢do foili realizado como descri-
to no Exemplo 16, excepto em que as ratazanas apenas receberanm
650R de irradiacdo. Do mesmo modo, um grupo de ratazanas que nao

recebeu irradiagdao foi incluido para fins de comparacgédo.

Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 12, 13 e 14.
Uma vez mais o ChXs-I suprimiu a mortalidade e promoveu a recu-~

peracdo das células brancas e vermelhas a seguir & irradiagao.

Tabela 12

Contagem de Brancas Seguindo Irradiacgao

Tratamento: Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42
Normal Avg. 6,44 9,16 7,74 8,00 9,56 12,32
SE 0,74 0,65 0,81 0,68 0,40 1,14
Controle Avg. 2,27 2,15 2,39 1,83 4,34 6,83
SE 0,15 0,16 0,31 0,45 1,55 2,68

* *

ChXs-I Avg. 2,04 3,72 5,33 * 4,13 21,45** 15,31*

SE 0,26 0,26 0,45 1,47 6,03 3,00

* Significativamente diferente do controle (P inferior a 0,05)
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* * §Significativamente diferente do controle (P inferior a
0,02)
* * * Significativamente diferente do controle (P inferior a
0,001)
Tabela 13
Hematdcritos Seguindo Irradiacgdo
Tratamento: Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42
Normal Avg. 56,00 53,40 51,00 50,20 52,40 52,80
SE 2,74 0,51 0,45 0,97 0,87 0,58
Controle Avg. 51,70 40,30 38,60 16,20 16,10 23,60
SE 1,45 1,17 2,18 4,33 4,70 7,26
ChXs-I Avg. 50,67 41,60 43,80* 32,60** 32,30* 42,80*
SE 1,67 1,53 0,92 4,07 5,37 5,28
* Significativamente diferente do controle (P inferior a 0,05)
* %

Significativamente diferente do controle (P inferior a 0,02)

Tabela 14

Tratamento Mortalidade ao 422 Dia
Controle 6/10 morte

ChXs-I 1/10 morte**
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* * Significativamente diferente do controle (P inferior a 0,02)
Exemplo 18

Um estudo da terceira irradiacdo foi realizado como descri-
to no Exemplo 16, excepto em que foram utilizados ratos C57BL/6
de ratazanas. As substéncias testadas foram: ChXs-I, DMAIPXs e
uma mistura de cloreto de colina com uma quantidade equimolar de
xantosina padrdo. Os ratos receberam 0,1 mg/Kg destas substéan-
cias. 0 xantosinato padrdo foi também testado isoladamente (a 0,07
mg/Kg). Os resultados sdo mostrados na Figura 8. Como se pode
ver na referida Figura, o ChXs deu a mortalidade mais baixa de
todos os compostos testados em todos os momentos pds irradiagido.
Do mesmo modo, todos os compostos proporcionaram alguma protecgédo

dos efeitos de irradiagdo em comparacgdo com o controle.

Exemplo 19

A dez grupos de oito ratos CD-1 cada, com a idade de 5-6
semanas, comprados na Charles River, foi administrado 0,1 ml das

seguintes substédncias por via oral:

Tratamento

Grupo 1 Salina normal

Grupos 2-4 Uma solugdo de uma mistura de quantidades

equimolares de cloreto de colina e xantosi-~



na em salina normal. Foram utilizadas trés
solugdes separadas a concentragdes escolhi-
das de modo que ao Grupo 2 foram dadas 25
mg/Kg, ao Grupo 3 foi dado 1 mg/Kg e ao

Grupo 4 foi dado 0,25 mg/Kg em 0,1 ml.

Grupos 5-7 Uma solugdo de ChXs em salina normal. Foram
utilizadas trés solugdes separadas a concen-~
tragOes escolhidas de modo que ao Grupo 5
foram dados 25 mg/Kg, ao grupo 6 foi dado 1
mg/Kg e ao Grupo 4 foi dado 0,25 mg/Kg em

0,1 ml.

Grupos 8-10 Uma solugdo de ChXs em salina normal. Foram
utilizadas trés solugdes separadas a concen-
tragdes escolhidas de modo que ao Grupo 8
foram dados 25 mg/Kg, ao Grupo 9 foi dado 1
mg/Kg e ao Grupo 10 foi dado 0,25 mg/Kg em

0,1 ml.

Uma hora depois do tratamento por via oral, 6,6 ug de tri-
psina em 0,05 ml de salina foram injectados em cada uma das ba-
ses das patas dorsoventrais de cada um dos ratos de cada grupo.

As injecgdes foram aplicadas sob anestesia com éter.

Precisamente antes e 2 horas depois da injecgdo de tripsina,
os didmetros da base da pata dorsoventral de cada rato em cada

grupo foram medidos até a aproximagdo de 0,1 mm utilizando wum
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compasso Schnelltaster. Também, o aumento de didmetro na base da
pata dorsoventral produzido pela injec¢do do dissolvente isoclada-
mente fol determinado por medigdo dos didmetros da base da pata
dorsoventral de um grupo de ratos antes e passadas 2 horas da
aplicagdo da injecgdo do dissolvente. Este inchago ndo especifi-
co (o efeito passivo do dissolvente) foi subtraido do aumento
médio de inchago evocado pela injeccdo de tripsina para propor-
cionar uma medicdo do inchago especifico desenvolvido como parte

da resposta inflamatdéria da prdépria tripsina.

Os resultados desta experiéncia sdo apresentados na Figura
10. Como ai se mostra, o ChXs deu uma supressdo significativa
do inchago da base da pata induzido por tripsina ao fim de 2 ho-
ras com 0,25 mg/Kg e 1 mg/Kg. O ChXs~II e a mistura equimolar de
cloreto de colina e xantosina aumentam efectivamente o edema tri-

psina com doses mais elevadas.



REIVINDICACOES

l.- Processo para a preparacao de formas polimdrficas

cristalinas de um sal de xantosina, caracterizado pelo facto:

- de se escolher um dissolvente;

~ de se adicionar a esse dissclvente uma guantidade de
xantcsina;

- de se adicionar a esta xantcsina uma guantidade equimeclar
de uma base forte;

~ ce se aquecer o dissolvente, a base e a xantosina a uma

velocidade pré-determinada até uma temperatura suficiente
para dissolver a xantosina e superar as barreiras energeé-

pe]

ticas gue impedem a conversao da xantcosina em uma outra

configuragao polimorfica;
- de se precipitar o sal de xantesina;
- de se arrefecer o sal citado antes a uma velocidade pré-

determinada cdurante um intervalc de tempo previamente es-



estabelecido;
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e

- de se liofilizar completamente o sal resultante para se

obter as formas polimoérficas cristalinas do sal de xan-

tosina.

2.- Processo

zado pelo facto de se

3.- Processo

zado pelo facto de se

4.- Processo

zado pelo facto de se

5.- Processo

zado pelo facto de se

de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-

utilizar como dissolvente a &agua.

de acordo com a reivindicagéo l, caracteri-

utilizar como dissolvente o metanol.

de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-

utilizar como xantosina a "xantosina padrao".

de acordo com a reivindicagéo 1, caracteri-

provocar a precipitacao do seal de xantosina

mediante a adigao de metanol.

6.- Processo
zado pelo facto de se

de xantosina.

7.- Processo

zado pelo facto de se

de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-

observar a precipitagao espontanea do sal

de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-

escolher a base entre aminoalcoois alguili-

cos e hidroxidos metalicos alcalinos.
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8.- Processo de acordo com a reivindicagéo 7, caracteri-
zado pelo facto de se utilizar como base a colina.
9.- Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracte-

rizado pelo facto de se utilizar como base o dimetilaminoisopro-

panol.

1Q0.- Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracteri-

»ado pelo facto de se utilizar como base o hidroxido de sodio.

11.- Processo para a preparacac de formas polimorficas
cristalinas de um sal de xantosina, caracterizado pelo facto:
- de se escolher um dissolvente;
- de se adicionar a esse dissolvente uma guantidade de
xantosina;

- de se adicionar a esta xantosina uma guantidade equimo-

lar de uma base forte para neutralizar a xantosina, ge-
rando a reaccao de neutralizagao uma guantidade de calor

suficiente para fazer subir a temperatura até um valor

suficiente para que a xantosina supere as barreiras
energéticas que impedem a sua conversao em uma outra

configuragao polimdrfica;

de se precipitar o sal de xantosina resultante;
- de se arrefecer o sal citado antes a uma velocidade
pré-determinada durante um intervalo de tempo previa-

mente estabelecido; e



- de se liofilizar completamente o sal para se obter a

forma polimdrfica cristalina do sal de xantosina.

12.- Processo de acordo

rizado pelo facto de se utilizar
13.- Processo de acordo

rizado pelo facto de se utilizar

l4.- Processo de acordo
rizado pelo facto de se utilizar
drao.

15.- Processo de acordo

rizado pelo facto de se provocar

com a reivindicacao 11, caracte-

como dissolvente a agua.

com a reivindicagao 11, caracte-

como dissolvente o metanol.

com a reivindicacao 11, caracte-

como xantosina a xantosina pa-

com a reivindicagao 11, caracte-

a precipitacao do sal de xanto-

sina mediante a adicao de metanol.

16.- Processo de acordo

rizado pelo facto de se observar

de xantosina.

17.- Processo de acordo

rizado pelo facto de se escolher

com a reivindicacao 11, caracte-

a precipitacao espontanea do sal

com a reivindicagao 11, caracte-

N / . -
a base entre aminoalcoois algui-

licos e hidroxidos metialicos alcalinos.

18.-

Processo de acordo com a reivindicagéo 17, caracte-



rizado pelo facto de se utilizar como base a colina.

19.- Processo de acordo com a reivindicagao 17, caracte-
rizado pelo facto de se utilizar como base o dimetilaminoisopro-

panol.

20.—- Processo de acordo com a reivindicagéo 17, caracte-

rizado pelo facto de se utilizar como base o hidrdéxido de sodio.

21.- DProcesso para a preparacao de formas polimdérficas
dissolvidas de um sal de xantosina, caracterizado pelo facto de
se dissolver as formas polimdrficas cristalinas de um sal de

xantosina, preparados pelo processo de acordo com uma qualquer

das reivindicacoes 1 a 20, em um dissolvente.

22.- Processo de acordo com a reivindicagéo 21, para a

preparacao de formas polimdrficas dissolvidas de um xantosinato,
caracterizado pelo facto de se partir dos compostos iniciais

apropriados.

23.- Processo de acordo com a reivindicagao 21, para a

preparacao de formas polimbrficas dissolvidas do xantosinato de
colina, caracterizado pelo facto de se partir dos compostos ini-

ciais apropriados.

24,-
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24.- Processo de acordo com a reivindicacao 21, para a
preparagao de formas polimdrficas dissolvidas do xantosinato de
sodio, caracterizado pelo facto de se partir dos compostos -ini-

ciais apropriados.

25.- Processo de acordo com a reivindicagido 21, para a
preparacao de formas polimdrficas dissolvidas de um xantosinato
de dimetilaminoisopropanol, caracterizado pelo facto de se partir

dos compostos iniciais apropriados.

26.- Processo para a preparagao de formas polimdrficas
dissolvidas de um sal de xantosina, caracterizado pelo facto:
- de se escolher um dissolvente;
- de se adicionar ao dissolvente uma guantidade de xanto-
sina;

- de se adicionar a esta xantosina uma gquantidade eguimolar

de uma base forte;
- de se aquecer o dissolvente, a base e a xantosina a uma
velocidade pré-determinada até uma temperatura suficiente

para dissolver a xantosina e superar as barreiras energe-

ticas que impedem a conversao da xantosina em uma outra
configuracao polimdrfica; e
- de se arrefecer a solugao a uma velocidade pré-determina-

da durante um intervalo de tempo previamente estabelecido.

27.-



27.- Processo para a preparacao de formas polimdrficas
dissolvidas de um sal de xantosina, caracterizado pelo facto:
- de se escolher um dissolvente;
- de se adicionar ao dissolvente uma gquantidade de xantosina;
- de se adicionar a esta xantosina uma quantidade equimolar

de uma base forte para neutralizar a primeira mediante

uma reacgao de neutralizagao capaz de libertar o calor
suficiente para aumentar a temperatura de tal modo que a
xantosina supere as barreiras energéticas que impedem a
sua conversao em uma outra configuragao polimdrfica; e

- de se arrefecer a solugao resultante a uma velocidade

pré-determinada durante um intervalo de tempo previamente

estabelecido.

28.- Processo de acordo com as reivindicagBes 26 ou 27,
caracterizado pelc facto de se utilizar como xantosina a xanto-

sina padrao.

29.- Processo de acordo com as reivindicacoes 26 ou 27,
caracterizado pelo facto de se utilizar como dissolvente a agua

e como base o hidrdxido de sodio.

30.~ Processo para a preparagao de novos sais de xanto-

sina de formula geral

(Xs) - (CB) +
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na gual
Xs representa o iao xantosinato e
CB representa o catiao de uma base forte,
caracterizado pelo facto
(1) de se utilizar um dissolvente polar apropriado;
(2) de se adicionar a esse dissolvente uma quantidade de
xantosina apropriada;
(3)
(3.1.) de se utilizar uma temperatura suficientemente elevada

para dissolver a xantosina e para superar as barreiras
energéticas gue impedem a conversao de uma configuracgao
polimorfica de xantosina em uma outra; ou

(3.2.) de se adicionar a xantosina dissolvida uma quantidade
equimolar de uma base forte para neutralizar a primeira
mediante uma reacgao de neutralizacao capaz de libertar

o calor suficiente para a xantosina superar as barreireas

energéticas que impedem a sua conversao em uma outra con-

figuracao polimdrfica;

(4) de se arrefecer a solugao a uma velocidade pré-determina-
da durante um intervalo de tempo previamente estabelecido;
e

(5) de se liofilizar completamente o sal resultante.

31.- Processo de acordo com a reivindicagao 30, caracte-

. . / . -
rizado pelo facto de se escolher a base entre aminocalcoois alqui-



licos e hidroxidos metalicos alcalinos.

32.-

_preparagéo de

se partir dos

33.-

preparacao de

se partir dos

34.-

preparagao de

Processo de acordo com a reivindicagao 30, para a

xantosinato de colina, caracterizado pelo facto de

compostos iniciais apropriados.

Processo de acordo com a reivindicagao 30, para a

xantosinato de sodio, caracterizado pelo facto de

compostos iniciails apropriados.

Processo de acordo com a reivindicagao 30, para a

xantosinato de dimetilaminoisopropanol, caracteri-

zado pelo facto de se partir dos compostos iniciais apropriados.

35.-

Processo para a preparacgao de formas polimorficas

cristalinas de xantosina, caracterizado pelo facto:

- de se escolher um dissolvente,

- de se adicionar a esse dissolvente uma quantidade apro-

riada de xantosina; e

- de se adicionar a esta xantosina uma guantidade eguimolar

de uma base forte para neutralizar a primeira mediante urz

reaccao de neutralizagao capaz de libertar o calor sufi-

ciente

para a xantosina superar as barreiras energéticas

que impedem a sua conversao em uma outra configuragao

polimorfica.



36.- Processo para a preparacao de formas polimdrficas
dissolvidas de xantosina, caracterizado pelo facto:
- de se escolher um dissolvente;
- de se adicionar ao dissolvente uma guantidade de xanto-
sina apropriada;
- de se adicionar a esta xantosina uma guantidade equimo-
lar de uma base forte para neutralizar a primeira me-

diante uma reacgao de neutralizagao capaz de libertar

o calor suficiente para aumentar a temperatura de tal
modo que a xantosina supere as barreiras energéticas
que impedem a sua conversao em uma outra configuragao

polimbrfica.

37.- Processo para a preparagao de composicoes farmacéu-
ticas apropriadas para regular a resposta imunitaria de um animal,
caracterizado pelo facto de se misturar uma quantidade eficaz de

uma forma polimdorfica cristalina ou de uma forma polimorfica dis-

solvida de xantosina, preparada pelo processo de acordo com as
reivindicacoes 35 ou 36, respectivamente, com um dissolvente acei-

tavel em farmacia.

38.- Processo para a preparagao de composigoes farmaceu-
ticas apropriadas para regular a resposta imunitaria de um animal,
caracterizado pelo facto de se misturar uma guantidade eficaz de

uma forma polimdrfica cristalina de um xantosinato, preparada pelo



processo de acordo com a reivindicagado 21, com um veiculo aceita-

vel em farmacia.

39.- Processo para a preparagao de composigoes farmaceu-
ticas apropriadas para regular a resposta imunitaria de um animal,
caracterizado pelo facto de se misturar uma quantidade eficaz de
uma forma polimdrfica dissolvida de um xantosinato, preparada

pelo processo de acordo com a reivindicao 22, com um dissolvente

aceitavel em farmacia,

Lisboa, 13 de Maio de 1988 .
O Agente Onicial da Propriedode Industrial

\

e



Resumo

"Processo para a preparagao de formas polimdrficas de xantosina

e de composicoes farmaceuticas gue as contém"

Descreve-se um processo para a preparacao de formas poli-
mOrficas cristalinas de um xantosinato que consiste em escolher
um dissolvente; em adicionar ao dissolvente citaco antes uma

gquantidade determinada de xantosina e uma quanticade equimolar

de uma base forte; em aguecer o dissolvente, a base e a xantosina
a uma velocidade pré-determinada e a uma temperatura suficiente

para dissolver esta Gltima e para superar as barreiras enerceticas

que impedem a conversac ¢a xantosina em uma outra configuragao
polimdrfica; em precipitar o sal de xantosina resultante; em arre-
fecer o sal citado antes a uma velocidade pré-determinada durante
um intervalc de tempo previamente estabelecido; e em liofilizar
completamente o sal resultante. Descreve-se um outro método para

a preparagao de formas polimdrficas cristalinas de um sal de xan-

tosina gue & similar ao citadc antes, excepto cue o calor liberta-
do pela reaccao de neutralizacao & a Gnica fonte de aguecimento.
Descreve-se tambén um m2todo para & preparacac de formas poli-

morficas dissolvidas de um xantosinato gue consiste em dissolver

uma forma polimdrfica cristalina de um xantosinato er um  disso

(o)

vente e de formas polimdrficas dissolvidas de um xantosinato que

sao similares aos dois métodos citados antes para a preparacao
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de formas polimdrficas cristalinas, excepto que as fases de liofi-

lizagao e de precipitacao sao eliminadas. Descrevem-se ainda

métodes para a preparacao de novos sais de xantosina e de

~
rormas

oolimorficas cristalinas e dissolvidas ds=

Tambénm se descrevem processos parz a preparacao de compo-

sigoes farmacéuticas apropriadas para recular a resposta de imuni-

zacao de um animal.

Lisboa, 13 de Maio de 1988
O Agente Uhiciol do Propriedade Indusiria!
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