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Compostos de tio-semicarbazona e aplicagdo no tratamento de cai
Este pedido reivindica a prioridade do Pedido
Provisério Australiano No. 2010905539, depositado em 17 de dezembro ¢
contetido inteiro do qual é aqui incorporado por referéncia cruzada.
Campo Técnica

A presente invencdo se refere a compostt
semicarbazona e a sua aplicagao em terapia. Mais particularmente, a invenga
a uma selecdo de compostos de dipiridil-tio-semicarbazona, a cc
farmacéuticas contendo aqueles compostos e a aplicacdo daqueles co
composigdes no tratamento de cancer.

Antecedentes da Técnica

Quelantes de ferro de tio-semicarbazona sao um:
agentes anticancer, que tem se constatado como sendo extremamente
seletivos contra inimeros neoplasmas diferentes, tanto in vitro quanto in \
compostos agem dirigindo-se ao ferro, um elemento essencial para a sintese ¢
células de cancer. Quelantes de ferro foram incialmente desenvolvidos para ¢
sobrecarga de ferro, tal como B-talassemia, com o quelante desferrioxamina (L
o tratamento mais amplamente usado para esta doenga. No entanto, teste
examinando DFO contra neuroblastoma, constataram que este agente era
inibir a progressao deste cancer em alguns pacientes. Esses estudos prelimin
os primeiros a identificar o potencial de quelantes de ferro como agentes
Desde entao, tém sido desenvolvidos quelantes de ferro designados espe:
para o tratamento de cancer, com o quelante de ferro de tio-semicarbazon:
piridina-2-carboxaldeido-tio-semicarbazona, (Triapine®) (Vion Pharmaceut
Haven CT, Estados Unidos da América) entrando em inumeros testes clinicos
ell

Quelantes de ferro de tio-semicarbazona agem |
ao ferro e ao cobre, formando complexos redox ativos, conduzindo a pr
espécies de oxigénio reativas (EOR), que induzem a citotoxicidade de células
Um dos compostos mais ativos desenvolvidos até hoje &€ uma class
semicarbazonas do quelante de ferro, di-2-piridil-cetona-4,4-dimetil-3-tio-semi
(aqui abreviado como Dp44mT), o qual é descrito no documento WO 2004/0
demonstrado que Dp44mT reduz, de maneiras marcante e significativa, o cres
inimeros tumores diferentes, in vitro e in vivo, e constatou-se que ele é mais
menos téxico o que a Triapine®. No entanto, estudos, usando doses nao 6tima
de Dp44mT, demonstraram que ele induziu alguma cardiotoxicidade em can
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de metastase, NDRG1. NDRG1 inibe tanto o crescimento quanto a metast
como a angiogénese de cancer pancreatico in vivo, conduzindo a reduzida pro
tumor. Além disso, NDRG1, recentemente, também tem sido relaciona
diferenciagdo aumentada de canceres pancreaticos e seu potencial com
terapéutico promissor contra o cancer pancreatico tem sido relatado (po
Kovacevic, Z. e D. R. Richardson (20086). Carcinogenesis 27: 2355-66; Maruy:
Ono, et al. (2006). Cancer Res 66: 6233-42). NDRG1 tem inuUmeros alvos n
chave em cancer pancreatico, incluindo os supressores de tumor PTEN e SMA
0s quais sao regulados a montante em resposta a NDRG1. Portanto, NDRG
um alvo terapéutico promissor, especialmente para o tratamento de cancer p
Recentemente, constatou-se que NDRG1 é regulado a montante usando-
anticancer quelantes de ferro, in vitro e in vivo. Quelantes de ferro aum
expressdo de NDRG1 via mecanismos dependentes de fator de transcrigao in
hipéxia (HIF-1), embora as vias independentes de HIF-1 também tém sido o
Agentes anticancer quelantes de ferro, portanto, fornecem uma importante of
para expressao de NDRG1 dirigida em células de cancer por deplegao de ferro
Existe uma demanda por tratamentos novos e :
para o cancer. A presente invengdo é dirigida a uma selegao de compos
semicarbazona, que inibem, de maneira vantajosa, a proliferagdo celular e ¢
ser Uteis para o tratamento de cancer.
Sumario da Invencéo

Em um aspecto, a presente invencao se refere a
de tio-semicarbazona da férmula geral (l):

na qual R' é ciclo-hexila ou etila;
e sais, hidratos e solvatos do mesmo.

Em uma modalidade preferida, a invengdo se
composto di-2-piridil-cetona 4-etil-4-metil-3-tio-semicarbazona (abreviado &z
Dp4e4mT), e sais, hidratos e solvatos do mesmo.

Em outra modalidade preferida, a invengdo se
composto di-2-piridil-cetona 4-ciclo-hexil-4-metil-3-tio-semicarbazona (abrev
como Dp4cycH4mT), e sais, hidratos e solvatos do mesmo.

Em modalidades preferidas, os sais
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uma modalidade particularmente preferida da invengao.

Em outros aspecto da invengao se refer
composigao farmacéutica compreendendo um composto de férmula (1), ou um
ou solvato do mesmo, em conjunto com um excipiente, diluente ou
farmaceuticamente aceitavel.

Em um aspecto adicional, a presente invengao .
um método de tratamento de cancer em um mamifero, o método compre
administragdo, a um mamifero que dela necessite, de uma quantidade efi
composto de férmula (l), ou de um sal, hidrato ou solvato do mesmo,
composigao farmacéutica dos mesmos. Em modalidades preferidas, o mamife
humano.

Em outro aspecto, a presente invengdo se
aplicacdo de um composto de férmula (l), ou de um sal, hidrato ou solvato do
fabricagcdo de um medicamento para o tratamento de cancer.

Em um aspecto adicional, a invengao se re
composto de férmula (I), ou a um sal, hidrato ou solvato do mesmo,
composic¢ao farmacéutica dos mesmos, para o tratamento de cancer.

Os compostos da invengao séo uteis para o traf
uma ampla variedade de canceres, incluindo tumores soélidos e nao soélidos
mas nao limitados a, melanoma, cancer de pele, cancer do seio, cancer d
cancer da bexiga, cancer do figado, cancer gastrointestinal, cancer do célon
cancer do cérebro, cancer da cabega e do pescogo, cancer dsseo, cancer p
cancer uterino, cancer ovariano, cancer cervical, cancer do pulmao, assim cor
hematolégicos (por exemplo, leucemias e linfomas). Em modalidades preferida
é selecionado a partir de cancer pancreatico, cancer do pulméo e cancer do ¢
modalidades particularmente preferidas, o cancer é cancer pancreatico.
modalidades particularmente preferidas, o cancer & cancer do pulmao.
modalidades particularmente preferidas, o cancer € tumor do cérebro. Em m
preferidas, os compostos da inveng¢ao séo uteis para o tratamento de tumor
Em outras modalidades preferidas, os compostos da invengao sao ute
tratamento de tumores nao sdlidos.

Outras modalidades da invengao descritas
direcionadas a um método de inibigdo de proliferagdo celular, 0 método comp
a colocagao em contato de uma ou mais células com uma quantidade efic
composto de féormula (1), ou de um sal, hidrato ou solvato do mesmo. As célu
estar in vitro ou in vivo. De preferéncia, as células sédo células de mamiferos.

A Lloammesn o bndn aonds ol leron slonenmedicsom o s o
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“compreende” ou “compreendendo’, serdo entendidas a implicar na inclus
elemento, nimero inteiro ou etapa mencionados ou a grupos de elementos, ¢
inteiros ou de etapas mencionados, mas ndo na exclusdo de qualquer outrc
numero inteiro ou etapa ou grupos de elementos, de numeros inteiros ou
Portanto, no contexto deste relatério descritivo, a palavra “compreendend
“incluindo principalmente, mas ndo necessariamente somente”.

Qualquer discussao de documentos, atos,
dispositivos, artigos ou os similares, que tenham sido incluidos no presen
descritivo, € meramente para a finalidade de fornecimento de um conte:
presente inven¢do. Ela ndo deve ser tomada como uma admissao de que qu
ou todas essas matérias fagam parte da base da técnica anterior ou
conhecimento geral comum no campo relevante em relagdo a presente in
Australia ou em qualquer outro lugar, antes da data de prioridade de cada re
deste pedido de patente.

Breve Descricao dos Desenhos

Figura 1. A. Formula estrutural dos compostos [
Dp4cycH4mT. B. Esquema sintético geral para Dp4cycH4mT.

Figura 2. Atividade antiproliferativa de Dy
Dp4cycH4mT contra neuroepitelioma SK-N-MC.

Figura 3. Atividade antiproliferativa de Dp4cycH«
linhagens de células de cancer pancreatico.

Figura 4. Estudos de efluxo de ferro (A) e de assi
ferro (B) em células de neuroepitelioma SK-N-MC.

Figura 5. Crescimento de carcinoma do pulm32
em camundongos nus. Estudo de administragao i.v. de Dp4e4mT.

Figura 6. Crescimento de carcinoma do pulmao ¢
em camundongos nus. Estudo de administragdo i.v. de Dp4e4mT: avaliacdo
cardiaca.

Figura 7. Crescimento de carcinoma do pulmao ¢
em camundongos nus. Estudo de administragao oral de Dp4e4mT: A. Tamanh
versus dias de tratamento. B. Peso do tumor.

Figura 8. Carcinoma do pulmdo em camundc
Estudo de administracdo oral de Dp4ed4mT: Analise histoloégica de coraga
figado.

Figura 9. Crescimento de carcinoma pancreaticc
1 em camundongos nus. Estudo de administragdo i.v. de DpdcycH4mT: A. Tz

tumor verciice diae de tratamenta B Peen AdAna thimar & Entaarafine A,
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Figura 10. Crescimento de carcinoma pancreatic
1 em camundongos nus. Estudo de administragdo i.v. de Dp4cycH4m
histologica de coracao, bago e figado.

Figura 11. Crescimento de carcinoma pancreatic
1 em camundongos nus. Estudo de administragdo i.v. de Dp4cycH4mT:
Dp4cycH4mT em NDRG-1, moléculas do ciclo celular e TfR.

Figura 12. Efeito de DFO e quelantes tio-sem
em formacao de metHb in vitro. CVSs integrais foram incubadas com quelante
37°C durante 3 h. As células foram lisadas com H;O ultrapura e os niveis de m
medidos espectrofotometricamente. Os resultados sdo a média + DP a |
experimentos.

Figura 13. Efeito de quelantes de tio-semicar
formagdo de metHb in vivo. MetHb depois de tratamento com Dp44mT, T
Dp4cycH4mT in vivo, em uma dose de 6 mg/Kg administrada intravenosament
caudal. Camundongos no grupo de controle foram tratados somente com veic
minutos apés a administragdo, o sangue integral foi coletado para determi
niveis de metHb.

Figura 14. Efeito de quelantes de tio-semicar
formagdo de metMb in vivo. Os niveis de MetMb depois de tratamento con
Triapine® ou Dp4cycH4mT in vivo, em uma dose de 6 mg/Kg a
intravenosamente via a veia caudal. Camundongos no grupo de controle fora
somente com veiculo. Em 30 minutos ap6s a administragdo, coragdes inte
coletados para determinagao dos niveis de metMb.

Definicdes

As seguintes sao algumas definigdes que poder
no entendimento da descricdo da presente invengdo. Pretende-se que es
definicbes gerais e, de maneira alguma, devem limitar o escopo da presente in
relagdo aquelas palavras ou expressdes isoladamente, mas devem ser conce
um melhor entendimento da descrigdo que se segue.

A menos que o contexto exija de outra maneira C
mencionado de maneira especifica o contrario, numeros inteiros, etapas ou ele
invengdo, mencionados aqui como numeros inteiros, etapas ou elementos
claramente englobam as formas tanto no singular quanto no plural dos numer
etapas ou elementos mencionados.

Os técnicos especializados no assunto aprecia
invencdo descrita aqui € suscetivel a variagbes e modificagbes diferentes

mememsaifiaamyantas Aacsaritacs acrs cosr smbormrlimdom mrim = femerontmm o Son ol 18 S odom o b o
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e compostos, aos quais se refere ou que sejam indicados neste relatério
individualmente ou coletivamente, e todas e quaisquer combinagdes de quai:
ou mais etapas, caracteristicas, composigdes e compostos mencionados.

Os compostos de férmula () sdo ligantes
capazes de quelar ions de metais de transicdo, tais como ferro (Fe(ll)
Consequentemente, ao longo de todo este relatério descritivo, pode-se
compostos da invengdo como “ligantes”, “quelantes” ou “quelantes de ferro”. A
todo este relatério descritivo, uma referéncia a “composto(s)” ou “que
“ligante(s)” da invengdo & uma referéncia a compostos de férmula (1), incl
hidratos e solvatos do mesmo, a menos se expressamente indicado de outra ir

A presente invengao inclui dentro de seu escop
formas isoméricas dos compostos de féormula (I) , e de sais, hidratos e sc
mesmos, descritos aqui, incluindo todos os isémeros diastereomeérico (in
isdmeros cis/ftrans), racemados e enancidémeros.

No contexto desta invengdo, a palavra “admin
variagdes desta palavra, incluindo “administrar’ e “administragao”, incluem col
contato, aplicagao, entrega ou fornecimento de um composto ou de uma com
invengdo a um organismo, a um mamifero ou a uma superficie, por quaisc
apropriados.

No contexto deste relatério descritivo, a palavra
inclui seres humanos e individuos de qualquer espécie de importancia social,
ou em pesquisa, incluindo, mas ndo limitados a, membros dos géneros ovir
equino, porcino, felino, canino, primatas (incluindo primatas humanos e nao hul
roedores, murino, caprino, leporino e de aves. Em modalidades preferidas, o r
um ser humano.

No contexto deste relatério descritivo, a palavra “t
se refere a todas e quaisquer aplicagdes, que remediem um estado oL
patologicos, que previnam o estabelecimento de doengas, ou, de outra me
previnam, impegam, retardem ou revertam a progressao de doengas ou outro
indesejaveis, de qualquer maneira que seja. Portanto, para que se eviter
referéncias aqui a “tratamento” incluem referéncias a tratamento curativo,
profilatico.

No contexto deste relatério descritivo, a
“quantidade eficaz” inclui dentro de seu significado uma quantidade suficiente
toxica, de um composto ou de uma composigdo da invengdo, para fornec
terapéutico desejado. A quantidade exata necessaria variara de sujeito pz
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o0 modo de administragdo, e assim por diante. Portanto, ndo & possivel espe
‘quantidade eficaz” exata. Entretanto, para uma dado caso, uma “quantid
apropriada pode ser determinada por um técnico especializado no assunto
somente experimentagao de rotina.
Descricdo Detalhada de Modalidades da Invencdo

A presente invengao é dirigida a uma selegao de

de tio-semicarbazona, que apresentam propriedades antiproliferativas e q
portanto, ser Uteis no tratamento de cancer. Em particular, a presente inveng?
a compostos de tio-semicarbazona de féormula geral (1):

)
na qual R' & ciclo-hexila ou etila;
e sais, hidratos e solvatos do mesmo.

Mais particularmente, a presente invengao de re
piridil-cetona-4-etil-4-metil-3-tio-semicarbazona (Dp4e4mT) e a di-2-piridil-cett
hexil-4-metil-3-tio-semicarbazona (Dp4cycH4mT), e a sais, hidratos e so
mesmos:

Dp4edmT Dp4cycH4mT

Compostos de acordo com a presente inve
quelantes de ferro e podem quelar Fe(ll) e Fe(lll). Consequentemente, con
ferro (isto &, complexos de Fe(ll) e de Fe(lll)) dos compostos de formula (1) s:
englobados pela presente invengao.

Compostos de férmula () de acordo com &
invengao, os sais, hidratos ou solvatos dos mesmos, podem ser preparados pt
conhecidos pelos técnicos especializados no assunto, incluindo, por e
Condensagéo com Base de Schiff de uma imina com uma cetona, conforme d
exemplo, em Advanced Organic Chemistry, 4° Ed. (John Wiley & Sons, New Y
e em Vogel's Textbook of Practical Organic Chemistry, 5 Ed. (John Wiley & ¢

A . A SOy
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Um esquema sintético geral exemplifica
preparagao de compostos de férmula (1), € mostrado abaixo no Esquema 1:

CS. & Ria
2
NHRaRb - HO/U\,/S e Mo
Haloacetato, base s
»  He
7\ NH,NH, . H,
N
O ]
- Ra
N
Al
N—Rb - NN
“ ) HNT 7 “Rb
Acido S
Esquema 1

A primeira etapa envolve a formagao de um ditio
de carboxi-metila a partir da reagao de uma amina secundaria (NHRaRb) con
de carbono. Os grupos Ra e Rb da amina secundaria podem ser iguais ou d
podem ser uma C,¢-alquila linear ou ciclica. Em modalidades preferidas da in
acordo com o Esquema 1, Ra & metila e Rb € etila ou ciclo-hexila. Exemplc
acetatos adequados incluem cloro-acetato e bromo-acetato. Bases adequadas
conhecidas pelos técnicos especializados no assunto e incluirdo, por exemplc
de sédio, hidroxido de potassio, hidréxido de litio, aménia, dietila-amina, e as
Tipicamente, a primeira etapa é realizada em temperatura ambiente (por exer
de 20-25°C). O processamento com acido padrédo (por exemplo, acido cloric
sulfdrico, etc.) fornece o ditio-carbamato de carbéxi-metila.

A proxima etapa envolve a formagdo de um con
intermediario de tio-semicarbazida, por reagio do ditio-carbamato de carbéxi-
hidrato de hidrazina. Tipicamente, essa etapa é realizada em agua com ac
suave em uma temperatura na faixa de cerca de 25°C a cerca de 60°C. De mai
€ usado um excesso molar de hidrato de hidrazina.

A seguir, o composto de tio-semicarbazida & r
uma reagdo de Condensagdo com Base de Schiff com di-2-piridil-cetona, par
composto de tio-semicarbazona de férmula (I). Tipicamente, essa reagao
realizada em qualquer solvente polar adequado, tais como etanol,
tetraidrofurano, e os similares. Tipicamente, a reagdo € realizada por aquec
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ser durante cerca de 1 a cerca de 24 horas, por exemplo, durante cerca de 2 ¢
horas, mais tipicamente, durante cerca de 2 a cerca de 4 horas. Opcionalme
produzida durante a reagdo de condensacao pode ser removida pela inclu
agente de secagem, por exemplo, TiCl, ou uma peneira molecular, ou pol
azeotrépica.

Formas de sal dos compostos de férmula (l)
prontamente preparadas usando-se técnicas conhecidas pelos técnicos esy
no assunto. Por exemplo, sais de adigao de acido podem ser preparados por
de um composto de férmula () em um solvente ndo polar adequado, tais col
dicloro-metano, etc., e agitagdo com um acido aquoso correspondendo ao sz
Por exemplo, acido cloridrico forneceria o sal de cloridrato, acido nitrico forn
de nitrato, acido sulfurico forneceria o sal de sulfato, etc.

Compostos de féormula geral (l), ou seus sais,
solvatos, podem ser purificados usando-se técnicas padrao conhecidas pel
especializados no assunto. Em modalidades preferidas, os compostos de
podem ser purificados por cristalizagdo a partir de um solvente adequado ou
solventes. Solventes adequados seriam conhecidos pelos técnicos especi
assunto e incluem, por exemplo, metanol, etanol, acetonitrila, acetato de
dimetil-formamida, sulféxido de dimetila, e misturas dos mesmos. |
modalidades, o produto pode ser recristalizado a partir de uma mistura de
compreendendo um ou mais solventes organicos, tais como aqueles listadc
agua. Depois de purificagao, os compostos de féormula (I) podem ser isoladc
forma que seja pelo menos cerca de 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % ou 99 % p
Terapia

A presente invengdo também se refere a ap
compostos de tio-semicarbazona de férmula geral (l), e sais, hidratos e st
mesmos, em terapia. Em particular, os compostos de tio-semicarbazona de
apresentam propriedades antiproliferativas e, portanto, podem ser Uteis no tra
cancer. Os compostos de tio-semicarbazona da presente invengdo sdo qu
ferro. Os compostos da invengdo podem ser uteis para o tratamento de t
variedade de canceres (tumores), incluindo, mas ndo limitados a, melanoma,
pele, cancer do seio, cancer da prostata, cancer da bexiga, cancer do figa
gastrointestinal, cancer do célon e do reto, cancer do cérebro, cancer da cz
pescogo, cancer 0sseo, cancer pancreatico, cancer uterino, cancer ovarial
cervical, cancer do pulméo, assim como tumores hematolégicos (por exemplo,
e linfomas). Em modalidades particularmente preferidas, o cancer é cancer p

Fm niitrae maodalidadee narticiilarmanta nrafaridac A Rrirerar & ~rameasr Ao mo
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preferidas, os compostos da invengdo sdo uteis para o tratamento de tumor
Em outras modalidades preferidas, os compostos da invengdo sao Ute
tratamento de tumores ndo sélidos.

O cancer pancreatico € uma doenga devastac
fatal em 98-100 % dos casos dentro dos primeiros 5 anos do diagnosti
sobrevivéncia a esta doenga sendo a mesma hoje como era ha 20 anos atras
tratamento atualmente disponivel para o cancer pancreatico € o agente
gemcitabina, que € um analogo do nucleosideo deoxicitidina. A gemcitabina
droga, que € convertida dentro da célula nos metabdlitos ativos di- e trifosfato
deoxicitidina (dFACDP, dFdCTP). O sucesso de gemcitabina no tratamento
pancreatico tem sido limitado. De fato, testes clinicos usando-se esse ¢
demonstrado que, em média, ele aumenta a expectativa de vida de pa
somente cerca de 3 meses. A gemcitabina tem sido combinada com outr
anticancer, tais como 5-fluoro-uracila (5-FU) resultando em algum aperfeigo
sua atividade. No entanto, o prognéstico para pacientes de cancer |
permanece funesto.

Surpreendentemente, os compostos de tio-sem
da presente invengao, ou sais, hidratos ou solvatos dos mesmos, de maneira
exibem propriedades antiproliferativas, que que sao pelo menos tao boas
preferéncia, melhores do que, as dos agentes anticancer conhecidos. Por ex
modalidades preferidas, os compostos de tio-semicarbazona da invengao
eficazes na inibigdo de células de cancer (por exemplo, células de cancer pz
quando comparados a gemcitabina e S5-fluoro-uracila. Os compostos d:
invencao (usados isoladamente ou em combinagcdo com outros agentes anti
como parte de um regime terapéutico) sdo, portanto, agentes anticancer :
possuindo uma ou mais propriedades terapéuticas vantajosas, comparados a
anticancer existentes.

Outra vantagem surpreendente e vantajosa d:
invencdo é que os compostos de tio-semicarbazona da presente invengac
hidratos ou solvatos dos mesmos, inibem, de maneira substancial, o cresc
tumor pancreatico, o qual € bem conhecido como sendo uma forma
particularmente agressiva. Os compostos da presente invencdo podem, po
usados, isoladamente ou em combinagao, com outros agentes anticancer ou
de um regime terapéutico, no tratamento de cancer pancreatico. Em m
preferidas, o composto de tio-semicarbazona é Dp4ed4mT, ou um sal ou
mesmo. Em outras modalidades preferidas, a tio-semicarbazona é Dp4cycH4:

oaml Al IRidrats Ao A s s e s
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presenta invengdo € que os compostos de tio-semicarbazona da present
podem ser mais eficazes e menos toxicos do que o potente compo:
semicarbazona antiproliferativo di-2-piridil-cetona-4,4-dimetil-3-tio-serr
(Dp44mT). Em modalidades particularmente preferidas, os composto
semicarbazona da presente invengao, por exemplo, Dp4cycH4mT ou Dp4e4r
substancialmente menos cardiotoxicidade do que Dp44mT.

A proteina mioglobina (Mb) desempenha um
papel no armazenamento e doagdo aos musculos de oxigénio e € uma
monomérica em relagdo a hemoglobina. Em testes clinicos de cancer,
Triapine®, a indugdo de met-hemoglobinemia e hipéxia, tem sido observadz
efeito colateral limitante de dose (Attia S, Kolesar J, et al., (2008). Invest Nev
369-379 ; Ma B, Goh BC, et al. (2008). Invest New Drugs 26: 169-73). Em pa
estejam se submetendo a quimioterapia para cancer, essa complicagéo & i
uma vez que estes pacientes frequentemente reduziram o seu desempenho r
Consequentemente, a produgdo excessiva de metHb reduz a utilidade
Triapine®. Os compostos da presente invengao, em particular, o composto Dp.
possuem uma vantagem adicional em relagdo a outros agentes anticancer f
nao induzem a formagao de met-hemoglobina (metHb) e/ou de metmioglobin
ou os compostos induzem a formagdo de metHB e/ou de metMb em um:
significativamente menor do que outros agentes anticancer, tais como
Triapine®, embora mantendo a atividade antitumor.

Formulagdes

De acordo com a presente invengao, quando use
tratamento ou a prevengao de uma infecgdo, de uma doenga ou de um dis
composto(s) da invengado pode(m) ser administrado(s) isoladamente ou em ¢
com outros agentes, como parte de um regime terapéutico. Os compostos
administrados como uma formulagdo farmacéutica ou veterinaria, que compr
menos um composto de acordo com a invengdo. O(s) composto(s) també
estar presente(s) como sias adequados, incluindo sais farmaceuticamente acei

Composigdes farmacéuticas adequadas para a
compostos da presente invengdo e métodos para sua preparagao serao pi
evidentes aos técnicos especializados no assunto. Tais composi¢des e métodc
preparagao podem ser encontrados, por exemplo, em Remington's Phar
Sciences, 192 Edigao (Mack Publishing Company, 1995).

Em outras modalidades, o(s) composto(s) de
invengao pode(m) ser incluido(s) em regimes de tratamento de combinagéo c
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agentes adjuvantes ou profilaticos. Agentes adequados sao listados, por e»
Merck Index, An Encyclopaedia of Chemicals, Drugs and Biologicals, 12° E
contetido inteiro do qual é aqui incorporado por referéncia.

Por exemplo, quando usados no tratamento d
solidos, os compostos da presente invengdo podem ser administrados com u
agentes quimioterapéuticos ou combinagdées dos mesmos, tais como: adriami
docetaxel, fluoro-uracila, melfalan, cisplatina, alfa-interferon, COMP (ciclc
vincristina, metotrexato e prednisona), etoposida, mBACOD (metotrexato, t
doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina e dexametasona)), PROMA
(prednisona, metotrexato (w/leucovin rescue), doxorubicina, ciclofosfami
etoposida/mecloretamina, vincristina, prednisona e procarbazina), vincristina, \
angioinibinas, TNP-470, polissulfato de pentosano, fator de plaquetas 4, angios
609, SU-101, CM-101, tecgalan, talidomida, SP-PG e os similares.

Outros exemplos de agentes anticancer incluem :
alquilagdo, tais como mostardas de nitrogénio (por exemplo, mecloretamina
clorambucil, ciclofosfamida, (L-sarcolisina), e ifosfamida), etileno-iminas
melaminas (por exemplo, hexametil-melamina, tiotepa), sulfonatos de al
exemplo, busulfan), nitroso-uréias (por exemplo, carmustina, lomustina, |
estreptozocina), triazenos (por exemplo, dacarbazina (dimetil-triazenc
carboxamida), temozolomida), analogos de acido félico (por exemplo, me
analogos de pirimidina (por exemplo, 5-fluoro-uracila, floxuridina, citarabina, ger
analogos de purinas (por exemplo, 6-mercapto-purina, 6-tio-guanina, pentos
deoxicoformicina), cladribina, fludarabina), alcaloides de vinca (por exemplo, \
vincristina), taxanos (por exemplo, paclitaxel, docetaxel), epipodofillotox
exemplo, etoposida, teniposida), camptotecinas (topotecan, irinotecan), antibit
exemplo, actinomicina D, daunorubicina (daunomicina, rubidomicina), do:
bleomicina, mitomicina C, metramicina), enzimas (por exemplo, L-aspsz
interferon-alfa, interleucina-2, cisplatina, carboplatina, mitoxantrona, hic
procarbazina, mitotano, amino-glutetimida, imatinib, adrenocorticosteréides (po
prednisona), progestinas (por exemplo, caproato de hidroxi-progesterona, &
medroxiprogesterona, acetato de megestrol), estrogénios (por exemplo, dietil-e
etinil-estradiol), antiestrogénios (por exemplo, tamoxifen, anastrozol), androg
exemplo, propionato de testosterona, fluoximesterona), antiandrogénios (por
flutamida), e analogos de horménios que liberam gonadotropina (por
leuprolida).

Em modalidades particularmente preferidas, umr
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Regimes de combinagdo podem envolver os age
sendo administrados em conjunto, sequencialmente ou espagados entre s
apropriado em cada caso. Combinagdes de agentes ativos, incluindo con
invencgdo, podem ser sinergisticas.

Por sal farmaceuticamente aceitavel, entende-
sais dentro do escopo de julgamento médico seguro, sdo adequados para af
contato com os tecidos de seres humanos e animais inferiores sem toxicidad
resposta alérgica indevidas, e os similares, e sdo sopesados com ur
beneficio/risco razoavel. Sais farmaceuticamente aceitaveis sdo bem con
técnica. Sais de adigdo de acido, tais como sais de cloridrato, sdo uma |
particularmente preferida da invengao.

Por exemplo, sais farmaceuticamente
adequados, de compostos de acordo com a presente invengdo, podem ser
por misturacdo dos compostos da invengdo com um acido farmaceuticament
(incluindo Aacidos inorganicos e organicos) ou uma base farmaceuticament
(incluindo bases inorganicas e organicas). Sais farmaceuticamente aceitaveis
dos compostos da presente invengao, portanto, incluem sais de adicao de ac
de bases.

Sais farmaceuticamente aceitaveis adequados in
nao estao limitados a, acido acético, acido benzeno-sulfénico, acido benz
canforsulfénico, acido citrico, acido eteno-sulfénico, acido fumarico, acido glicé
glutamico, acido bromidrico, acido cloridrico, acido isetidnico, acido latico, aci
acido malico, acido maldnico, acido mandeélico, acido metano-sulfénico, aci
acido nitrico, acido pamoéico, acido pantoténico, acido fosférico, acido oxz
succinico, acido sulfurico, acido tartarico, acido p-tolueno-sulfénico, e os sim
de adicdo de acidos atualmente preferidos sédo os sais de cloridrato, de
fosférico sulfurico, e muitissimo particularmente preferido € o sal de cloridrato.

Sais de bases adequados podem ser formados
bases que formem sais ndo téxicos. Exemplos incluem os sais de alumini
benzatina, célcio, colina, dietil-amina, diolamina, glicina, lisina, magnésio, T
olamina, potassio, sédio, trometamina e zinco.

Hemi-sais e acidos e de bases também ¢
formados, por exemplo, sais de hemi-sulfato e de hemi-calcio.

S. M. Berge et al. descrevem sais farmace
aceitaveis em detalhes em J. Pharmaceutical Sciences, 1977, 66:1-19, e ui
sobre sais adequados é fornecida por Handbook of Pharmaceutical Salts:
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Os sais podem ser preparados in situ durante o
e a purificagdo finais dos compostos da invengao, ou separadamente, por
composto de base livre com um acido organico adequado. Sais de adigao
representativos incluem sais de acetato, adipato, alginato, ascorbato, asparatc
sulfonato, benzoato, bissulfato, borato, butirato, canforato, canforsulfona
digliconato, ciclopentano-propionato, dodecil-sulfato, etano-sulfonato, fumai
heptanoato, glicerol-fosfato, hemi-sulfato, heptanoato, hexanoato, bromidrato
iodidrato, 2-hidréxi-etano-sulfonato, lactobionato, lactato, laurato, lauril-sulfa
maleato, malonato, metano-sulfonato, 2-naftaleno-sulfonato, nicotinato, nitrz
oxalato, palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenil-propionato, fosfa
pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato, tartarato, tio-cianato, toluenc
undecanoato, valerato, e os similares. Sais de metais alcalinos e de meta
terrosos incluem sais de sédio, litio, potassio, calcio, magnésio, e os simil
como cations nao toxicos de amdnio, amonio quaternario e de amina, incluind
limitados a, aménio, tetrametil-aménio, tetraetil-aménio, metil-amina, din
trimetil-amina, trietil-amina, etil-amina, trietanol-amina, e os similares.

Modos de administragao convenientes de com
invengao incluem administragdo parenteral (por exemplo, técnicas de inje
infusdo subcutanea, intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal,
intraocular, intranasal, intraventricular), intraperitoneal, oral, inalagao,
transdérmica, cremes ou géis ou pés topicos, ou administragao retal. Depender
de administragao, a formulagdo e/ou o composto podem ser revestidos com u
para proteger o composto da agdo de enzimas, acidos e outras condigdes na
possam inativar a atividade terapéutica do composto.

Dispersbes dos compostos de acordo com &
também podem ser preparadas em glicerol, poli(etileno glicéis) liquidos, e mi
mesmos e em 6leos. Sob condigdes ordinarias de armazenamento e de uso, pt
farmacéuticas podem conter um preservante para prevenir o crescimento
organismos.

Composigbes farmacéuticas adequadas par
incluem solugdes (para agentes ativos sollveis em agua adequados) ou
aquosas estéreis e pdés estéreis para a preparagdo extemporanea de sc
dispersdes injetaveis estéreis. Idealmente, a composicédo é estavel sob as col
fabricagdo e de armazenamento e pode incluir um preservante para es
composigdo contra a agdo de contaminagdo de micro-organismos, tais como |
fungos.
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um veiculo ingerivel assimilavel. O(s) composto(s) e outros ingredientes tamt
ser encerrados em uma capsula de gelatina de concha dura ou macia, comp
tabletes ou incorporados diretamente em uma dieta individual. Para adi
terapéutica oral, o(s) composto(s) podem ser incorporados com excipientes e
forma de tabletes ingeriveis, tabletes bucais, pastilnas, capsulas, elixires, s
xaropes, wafers, e os similares. Adequadamente, tais composigbes e preparag
conter pelo menos 1 % em peso de composto ativo. Obviamente, a percent:
composto(s) da invengcdo em composicoes e preparagées farmacéuticas
variada. Por exemplo, de maneira conveniente, a quantidade pode variar de c
a cerca de 90%, de cerca de 5% a cerca de 80%, de cerca de 10% a cerca ¢
cerca de 15% a cerca de 65%; de cerca de 20% a cerca de 60%, de cerca
cerca de 50%, de cerca de 30% a cerca de 45%, ou de cerca de 35% a cerca
peso da unidade de dosagem. A quantidade de composto em cc
terapeuticamente uteis € tal que uma dosagem adequada possa ser obt
adequadas podem ser obtidas por administragées Unicas ou mdltiplas.

A expressdo ‘“veiculo farmaceuticamente
pretende incluir solventes, meios de dispersao, revestimentos, agentes antiba
antifungicos, agentes de retardamento de absorgao e isotnicos, e 0s similares
tais meios e agentes para substancias farmaceuticamente ativos € bem col
técnica. Exceto e tanto quanto quaisquer meios ou agentes sejam incompati
composto, 0 uso dos mesmos nas composicdes terapéuticas e nos m
tratamento e de profilaxia € contemplado. Compostos ativos suplementare
podem ser incorporados as composicoes de acordo com a presente in
especialmente vantajoso formular composi¢cdes parenterais em forma
dosagem para facilidade de administragéo e uniformidade de dosagem.

A expressao “forma unitaria de dosagem”, confo
aqui, se refere a unidades fisicamente discretas adequadas como dosagen
para o individuo a ser tratado; cada unidade contendo uma quantidade pré-ds
de composto(s) calculada para produzir o efeito terapéutico desejado em asso
o veiculo farmacéutico necessario. O(s) composto(s) pode(m) ser formula
administragdo conveniente e eficaz, em quantidades eficazes, com u
farmaceuticamente aceitavel adequado em uma unidade de dosagem aceitave
de composigées contendo ingredientes ativos suplementares, as dosa
determinadas por referéncia a dose usual e a maneira de administr
mencionados ingredientes.

Em uma modalidade, o veiculo pode ser u
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de dosagem formulada como granulos, tabletes ou capsulas entericamente
para administracao oral.

Estdao também incluidas no escopo desta
formulagdes de liberagao retardada ou estendida.

Em uma modalidade preferida, o(s) comps
invengdo pode(m) ser administrado(s) por injegdo. No caso de solugbes ir
veiculo pode ser um meio solvente ou de dispersédo contendo, por exemplo,
exemplo, dgua para inje¢do), salina, solugdo de glicose a 5 %, etanol,
exemplo, glicerol, propileno glicol, e poli(etileno glicol) liquido, e os similares
adequadas dos mesmos, e 6leos vegetais. A fluidez apropriada pode ser m
exemplo, pelo uso de um revestimento, tal como lecitina, pela manutengéo d
de particula necessario no caso de dispersdo e pelo uso de tensoativos (po
polissorbato 80). A prevencdo da agdo de micro-organismos pode ser cons
inclusdo de varios agentes antibacterianos e/ou antifungicos. Agentes adeq
bem conhecidos pelos técnicos especializados no assunto e incluem, poi
parabenos, cloro-butanol, fenol, alcool benzilico, acido ascérbico, timerc
similares. Em muitos casos, pode ser preferivel incluir agentes isoténicos, pc
acUcares, polialcodis, tais como manitol, sorbitol, cloreto de sédio, na com
absorgdo prolongada das composigdes injetaveis pode ser provocada por ir
composi¢do, de um agente que retarde a absorgao, por exemplo, monoes
aluminio e gelatina.

Solugbes injetaveis estéreis podem ser prepe
incorporagao do analogo na quantidade necessaria em um solvente apropriac
ou uma combinagdo de ingredientes enumerados acima, conforme necessar
por esterilizagao filtrada. De maneira geral, as dispersfes podem ser prep:
incorporagao do analogo a um veiculo estéril, que contenha um meio de disper
e os outros ingredientes necessarios, daqueles enumerados acima.

Tabletes, pastilhas, pilulas, capsulas e os similare
podem conter o seguinte: um aglutinante, tais como goma de tragacanto, acé
de milho ou gelatina; excipientes, tal como fosfato dicalcico; um agente de desi
tal como amido de milho, amido de batata, acido alginico e os similares; um |i
tal como estearato de magnésio; e um agente de adogamento, tais como
lactose ou sacarina ou um agente flavorizante, tais como hortela-piments
gaultéria ou flavorizante de cereja. Quando a forma unitaria de dosagem for un
ela pode conter, em adicao a materiais do tipo acima, um veiculo liquido. Va
materiais podem estar presentes como revestimentos ou para, de outre
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pode conter o analogo, sacarose como o agente de adogcamento, metil-
parabenos como preservantes, um corante e um agente flavorizante, tal com
cereja ou de laranja. Obviamente, qualquer material usado na preparagéo d
forma unitaria de dosagem deve ser farmaceuticamente puro e substancial
toxico nas quantidades empregadas. Em adigao, o analogo pode ser inco
preparagdes e as formulagdes de liberagao sustentada.

De preferéncia, a composicdo farmacéutica p
adicionalmente um tampao adequado para minimizar a hidrélise acida. A
tamponamento adequados s&o bem conhecidos pelos técnicos especia
assunto e incluem, mas ndo estdo limitados a, fosfatos, citratos, carbonatos
dos mesmos.

Administracées Unicas ou multiplas das cc
farmacéuticas de acordo com a invengdo podem ser realizadas. U
especializado no assunto seria capaz, por experimentagao de rotina, de detern
de dosagem nao téxicos, eficazes, do composto e/ou da composi¢ao da inve
padrao de administragao, que seria adequado para tratar as doengas e/ou a:
as quais 0s compostos e as composigoes sejam aplicaveis.

Além disso, sera evidente, para um técnico espec
assunto, que o curso 6timo de tratamento, tal como u nimero de doses do cc
da composigdo da invengao dadas por dia durante um nimero definido de dia:
verificado usando-se curso convencional de testes de determinagao de tratame

De maneira geral, uma dose eficaz por 24 horas
na faixa de cerca de 0,0001 mg a cerca de 1.000 mg por Kg de peso
adequadamente, de cerca de 0,001 mg a cerca de 750 mg por Kg de peso dc
cerca de 0,01 mg a cerca de 500 mg por Kg de peso do corpo; de cerca de
cerca de 500 mg por Kg de peso do corpo; de cerca de 0,1 mg a cerca de 250
de peso do corpo; ou de cerca de 1,0 mg a cerca de 250 mg por Kg de pesc
Mais adequadamente, uma dosagem eficaz por 24 horas pode estar na faixa d
1,0 mg a cerca de 200 mg por Kg de peso do corpo; de cerca de 1,0 mg a ce
mg por Kg de peso do corpo; de cerca de 1,0 mg a cerca de 50 mg por Kg ¢
corpo; de cerca de 1,0 mg a cerca de 25 mg por Kg de peso do corpo; de ce
mg a cerca de 50 mg por Kg de peso do corpo; de cerca de 5,0 mg a cerca de
Kg de peso do corpo; ou de cerca de 5,0 mg a cerca de 15 mg por Kg de peso

Alternativamente, uma dosagem eficaz pode ser
de acordo com a Area de Superficie do Corpo (ASC) do paciente a ser tratad
de um paciente pode ser prontamente calculada usando-se métodos conhec
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na faixa de cerca de 10 a cerca de 500 mg/m?, cerca de 25 a cerca de 350 m
de 25 a cerca de 300 mg/m? cerca de 25 a cerca de 250 mg/m’, cerca de 50
250 mg/m?, e cerca de 75 a cerca de 150 mg/m”.

A invencdo sera agora descrita com refer
seguintes exemplos nao limitantes.
EXEMPLOS
Exemplo 1 - Sintese de Dp4cychdmT, Dp4edmT e sais de

correspondentes
Metodologia:

Os quelantes di-2-piridil-cetona-4-etil-4:
semicarbazona (Dp4ed4mT) e di-2-piridil-cetona-4-ciclo-hexil-4-metil-3-tio-sem
(Dp4cycH4mT) foram sintetizados usando-se uma combinagdo de
estabelecidos (Scovill, J P (1990). Phosphorous, Sulphur and Silicon |
Richardson, D.R. et al. (2006). J Med Chem. 49: 6510-6521). De man:
dissulfeto de carbono (0,2 moles) foi adicionado gota a gota a N-metil-ciclo-he;
N-etil-metil-amina (0,2 moles) em solugdo de NaOH (250 mL, 0,8 M) de deix:
até que a camada organica quase desaparecesse. A seguir, cloro-acetato de
moles) foi adicionado ao extrato aquoso e deixados reagir durante um
temperatura ambiente. A adigdo de HCI concentrado (25 mL) deu o intermed
de tio-carbamato de carbéxi-metila. Aproximadamente, 0,08 moles de intern
tio-carbamato de carboxi-metila foram dissolvidos em 20 mL de hidrato de hidr
10 mL de agua. Isso foi seguido por cinco ciclos de aquecimento suave (até :
de fumos) e de resfriamento. A solugdo foi, entdo, deixada repousar até q
formados cristais brancos finos de intermediario de tio-semicarbazida. Uma
intermediario de tio-semicarbazida (10 mmoles) em agua (15 mL) foi adicion:
piridil-cetona (10 mmoles) dissolvida em EtOH (15 mL). A seguir, 5 gotas de ac
glacial foram adicionadas e a mistura foi refluxada durante 2 horas e resfriadz
para dar o precipitado amarelo de Dpd4cycH4mT ou de Dp4edmT, respec
Finalmente, Dp4cycH4mT ou Dp4edmT foi dissolvido em volume minimo de he
HCI equimolar foi adicionado para dar o sal de HCI correspondente. O es
sintese € mostrado na Figura 1B.

Resultados:

Dp4cycH4mT: Rendimento 64% (a partir de CS,). Andlise calculada. Para Cig
64.56; H, 6.56; N, 19.81%. Encontrada: C, 64.51; H, 6.47; N, 20.04%.
Dp4cycH4mT.HCI.5H,0: Rendimento 87% (a partir de Dp4cycH4mT). Andlise

Para C,gH;3NsS.HCI 5.5H,0: C, 47.54; H, 7.14; N, 14.59%. Encontrada: C, 47.C
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376.3 (M + H, 5), 376 (M + Na, 34).

Dp4ed4mT: Rendimento 44% (a partir de CS,). Analise calculada. Para Cis
63.4; H, 5.7; N, 19.7%. Encontrada: C, 62.8; H, 5.9; N, 19.5%.
Dp4e4mT.HCI.5.5H,0: Rendimento 91% (a partir de Dp4e4mT). Analise calct
CisH17NsS.HCI 5.5H,0: C, 41.42; H, 6.72; N, 16.10%. Encontrada: C, 41.31,
15.95%. 'H-NMR (DMSO-ds): 5 8.84 (d, 1H), 8.66 (d, 1H), 8.13-8.09 (t, 1H), 8.
2H), 7.67-7.59 (dt, 3H), 3.32 (s, 3H), 1.20 (s, 3H). MS m/z (%) 322.0 (M + Na, -
(M; dimero, + Na, 100).

Exemplo 2 — Atividade Antiproliferativa de Dp4e4mT and Dp4cycH4mT

Metodologia:

Células de neuroepitelioma humano SK-N-|
obtidas a partir da American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, US
cultivadas de acordo com os métodos previamente descritos (Richardson, |
(1995). Blood 86: 4295-306). As células foram mantidas em meios essencia
(MEM,; Invitrogen, CA, EUA), que continham soro de bezerro fetal a 10 % |
Biosciences, Kansas, EUA), aminoacidos ndo essenciais a 1 % (Gibc
Australia), penicilina/estreptomicina/glutamina a 1 % (Gibco, VIC, Australia) €
(0,28 ng/mL; Squibb Pharmaceuticals, Montreal, Canada).

As linhagens de células de cancer pancreatico
MIAPaCa-2, PANC 1, CAPAN-2 e CFPAC-1 foram um generoso present
Andrew Biankin (Garvan Institute, NSW, Australia). As linhagens de células N
PANC 1 e CFPAC-1 foram cultivadas em meio DMEM (/nvitrogen) e as células
foram cultivadas em meio de McCoy (/nvitrogen). Todos os meios foram supl
com soro de bezerro fetal a 10 % (v/v) (Invitrogen), aminoacidos n&o essenc
(v/v) (Invitrogen), piruvato de soédio a 1 % (v/v) (/nvitrogen), L-glutami
(/nvitrogen), 100 pg/mL de estreptomicina (/nvitrogen), 100 U/mL de penicilina (
e 0,28 ug/mL de fungizona.

Resultados:

A capacidade dos compostos em inibir a prolifera
foi avaliada inicialmente em células SK-N-MC pelo ensaio MTT. Tanto Dp4e4
Dp4cycH4mT exibiram atividade antiproliferativa significativamente maior do ¢
de DFO (p < 0,05) e do quelante de ferro 2-hidréxi-1-naftil-aldeido-isonicotinoil
(3117) (p < 0,05) em células SK-N-MC (Figura 2; Tabela 1), com valores de Cls
e de 0,013 uM, respectivamente.

Tabela 1. Atividade antiproliferativa de Dp4e4mT e Dp4cycH4mT contra neurc
SK-N-MC.
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MTT. Células foram semeadas e deixadas se ligar as cavidades durante :
entdo, incubadas durante 72 h & 37°C, com meio de controle ou os quelantes.
sdo média + DP (3 experimentos).

Clso (M)
DFO 134137
311 0,72+ 0,32
Dp4mT 0,34 £ 0,11
DpdmdeT 0,0041 £ 0,0015

Dp4cycH4mT 0,013+ 0,0016

Os quelantes Dp4e4mT e Dp4cycH4mT sao estr
relacionados ao composto di-2-piridil-cetona-4-metil-3-tio-semicarbazonz
através da substituicdo de um atomo de hidrogénio no nitrogénio terminal (N4)
funcionais alquila. A formagao de Dp4e4mT envolve a substituicdo de um
hidrogénio em N4 de Dp4mT com um grupo etila, enquanto que Dp4cycH4m’
um substituinte de ciclo-hexila. Constatou-se que essas modificagdes
aumentam de maneira significativa (p < 0,001) a atividade antiproliferativa d
analogos em relagao a Dp4mT, o qual tem um valor de Cls; de 0,34 uM (Figur
1).

Para se examinar adicionalmente o espectro d
antiproliferativa, Dp4cycH4mT foi testado contra cancer pancreatico in vitro,
ensaios de proliferagdo MTT com células de cancer pancreatico PANC 1, |
CFPAC-1 e CAPAN-2. Como uma comparagao, tratamentos usados atuall
cancer pancreatico, incluindo gemcitabina e 5-fluoro-uracila, também foram |1
quelante de ferro, DFOQ, foi incluido como um controle positivo.

Em células MIAPaCa-2, PANC 1 e CAPAN.
elevada atividade antiproliferativa foi observada com Dp4cycH4mT (Figura .
com valores de Cls, sendo significativamente (p < 0,01) mais baixos con
gemcitabina e a 5-fluoro-uracila (Tabela 2A). De fato, os valores de
Dp4cycH4mT eram pelo menos 100 vezes e 1.000 vezes mais baixos em 2
de células, quando comparados a gemcitabina e a 5-fluoro-uracila, respe
(Tabela 2A). O controle positivo, DFO, tinha atividade antiproliferativa rel
baixa.

Tabela 2A. Atividade antiproliferativa de Dp4cycH4mT contra linhagens de

cancer pancreatico.

Valores de Cls; (UM) para crescimento e
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uracila, conforme determinado pelo ensaio MTT. Células foram semeadas e
ligar as cavidades durante 24 horas e, entéo, incubadas durante 72 h a 37°C
de controle ou os quelantes. Resultados sdo média £ DP (3 experimentos).

ICso (UM)
DFO DpdcycH4mT  Gemcitabina  5-Fluc
MIAPaCa-2 387+62  0,009+0,0003 0,020,005 24,
PANC 1 9,5+ 1,4 0,05 + 0,002 11,0+ 0,8 62,
CAPAN-2 70+54 0,04 + 0,008 40,8 + 4,7 59,
CFPAC-1 147 £ 3,1 0,4+0,2 0,02 £ 0,02 41

Ao contrario dos outros tipos de células, em
semicarbazonas apresentaram a mais elevada atividade antiproliferativa,
CFPAC-1 foram as mais sensiveis & gemcitabina. De fato, o valor de
gemcitabina era significativamente (p < 0,05) mais baixo do que aquele de D)
(Figura 3D e Tabela 2A). Dp4cycH4mT apresentou valores de Clg mais bai
gemcitabina em células CFPAC-1 (Figura 3D, Tabela 2B). Portanto, es
sugerem que as tio-semicarbazonas apresentam o potencial para ir
completamente a proliferagao deste tipo de célula in vitro, quando usadas em
elevadas, enquanto que a atividade antiproliferativa de gemcitabina € m:
(Figura 3D), demonstrando a diferenga em resposta dentre os diferentes tipos
Tabela 2B. Atividade antiproliferativa de Dp4cycH4mT contra linhagens de

cancer pancreatico.

Valores de Clsp (UM) de Dp4cycH4mT em uma v
linhagens de células pancreaticas e em comparagdo a DFO e as drog
clinicamente, gemcitabina e 5-fluoro-uracila, conforme determinado pelo el
Células foram semeadas e deixadas se ligar as cavidades durante 24 hora
incubadas durante 72 h a 37°C, com meio de controle ou os quelantes. Resi
média + DP (3 experimentos).

ICq (M)
DFO DpdcycH4mT  Gemcitabina 5-Fluo
MIAPaCa-2 > 80 >5 >5
PANC 1 >80 >5 >5 3
CAPAN-2 > 80 >5 >5 >

CFPAC-1 >80 54111 304122 >
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Transferrina por Dp4e4mT and Dp4cycH4mT
Metodologia:

Ensaio de Efluxo de Ferro

O efeito dos quelantes de ferro Dp4e4mT e Dy
sobre a liberagdo de *°Fe a partir de células de neuroepitelioma SK-N-MCs ¢
marcadas foram examinadas usando métodos estabelecidos (por exemplo, E
al. (1992). Hepatology 15: 492-501). Células SK-N-MC foram inicialmente plaq
sobre placas de cultura de 35 mm e incubadas a 37°C em uma incubadora co
/| 95 % de ar umidificado até que elas estivessem aproximadamente 80 %
Depois disso, as células foram previamente marcadas através de uma incul
horas a 37°C com meios apropriados contendo 0,06 mg/mL de **Fe-Tf (prepz
destacado em Baker, E. et al. (1992). Hepatology 15: 492-501). As placas
foram, entdo, colocadas em gelo, o sobrenadante contendo excesso de
aspirado e as células foram lavadas 4 vezes com PBS gelado. As células fo
incubadas durante um adicional de 3 horas a 37°C, com meios contendo quela
ou meios isoladamente (controle). Depois de 3 horas, as placas de cul
novamente colocadas sobre gelo, os meios foram coletados em tubos de cont:
forneceu uma medigdo de *Fe liberado. PBS gelado (1 mL) foi adicionad
contendo células e as células foram raspadas a partir da superficie plastica u
espatula de Teflon e também coletadas em tubos de contagem. Esses tubos re
o teor de *Fe intracelular. Resultados sdo expressos como *Fe total liberado
percentagem de *°Fe total. A radioatividade foi medida usando-se um Wallac
Gamma Counter (PerkinEimer, MA, EUA).

Ensaio de Assimilagéo de Ferro

O efeito dos quelantes de ferro Dp4e4mT e Dg
sobre a capacidade de SK-N-MCs manter **Fe a partir de meios foi examinada
métodos estabelecidos (Richardson, D R, et al. (1995). Blood 86: 4295-306; Ba
(1992). Hepatology 15: 492-501). As células foram cultivadas da mesma m

para os experimentos de efluxo de ferro. Uma vez que as células
aproximadamente 80 % confluentes, elas foram incubadas durante 3 horas a
meios contendo quelantes 25 uM ou meios isoladamente (controle). **Fe-Tf (0,
foi adicionado aos meios. No final da incubagdo, as placas de cultura foram
sobre gelo, os meios foram aspirados e as células foram lavadas 4 vezes
gelado. Solugdo de protease (1 mL; 1 mg/mL; Sigma-Aldrich, NSW, Au
adicionada a cada placa e deixada incubar sobre gelo durante 30 min. Isso
remogdo de *°Fe-Tf ligado & membrana. As células foram, entdo, raspadas
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entéo, transferido para tubos de contagem e o pélete de células foi ressusper
antes de ser também transferido para outro conjunto de tubos de c«
radioatividade foi medida usando-se um Wallac Wizard 3” Gamma Counter (F
MA, EUA). Os resultados sdo expressos como teor de *°Fe médio da fragéo c:
uma percentagem do valor de controle.
Exemplo 3a — Efluxo de Fe Celular Mediado por Dp4e4mT and Dp4cycH4i
Todos os compostos de dipiridil-tio-semicarbazo
atividade de efluxo de ferro significativamente aumentada comparados as
controle (p < 0,001) (Figura 4A). As células de controle liberaram 7 % do **Fe
depois de uma reincubagao durante 3 horas com meios frescos (Figura 4A). (
Dp4e4mT foi capaz de mobilizar 38 % de *°Fe celular (Figura 4A), o qual foi
ao composto Dp4mT, que mobilizou 42 % do Fe celular. O composto D
mobilizou somente 22 % do *°Fe celular, o que era similar ao quelante ¢
usado, DFO, que mobilizou 16 % de Fe celular, mas menos do que
estruturalmente relacionado Dp4mT (Figura 4A). Isso sugere que Dp4cyct
apresentar outros mecanismos de agdo além da quelagdo de Fe consid
atividade antiproliferativa com relagdo ao DFO e Dp4mT (Tabela 1). O perfil ¢
ferro do composto 311 também foi examinado como um padrao interno e con
estudos prévios.

Exemplo 3b — Inibicdo de Assimilacdo de **Fe Celular a partir de Transt

por Dp4e4mT e Dpd4cycH4mT
Para caracterizar adicionalmente a eficacia de ¢

Fe, a capacidade de Dp4e4mT e de Dp4cycH4mT em inibir a assimilagdo de °
de *°Fe-Tf foi comparada ao composto estruturalmente relacionado, Dp4mT
limitou a assimilagdo de **Fe a 12 % do controle, que foi comparavel a Dp4
limitou a assimilagdo de **Fe celular a 6 % do controle (Figura 4B). Dp4c
menos eficaz do que ou Dp4e4mT ou Dp4mT, limitando a assimilagdo de *
(Figura 4B). No entanto, todos os compostos exibiram atividade consideraveln
do que DFO (p < 0,001), o que limitou a assimilagdo de *°Fe a somente 84 % ¢
foi visto em células nédo tratadas (Figura 4B). Similarmente aos estudos de
ferro, o composto 311 também foi examinado como um padrdo interno
assimilagdo de *°Fe celular a 5 %, o que concordou com estudos prévios (pc
Richardson, D R, et al. (1995). Blood 86: 4295-306).

Exemplo 4 - Inibicdo In Vivo de Crescimento de Tumor por D,

Dp4cychdmT
Metodologia:

s imeodmamereme mitm ERmamemin TIDAI Do mesdmssdy O -
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Comité de Etica Animal (Universidade de Sydney). Xenoenxertos de tumor es
por técnicas padréo (Whitnall, M, J. Howard, et al. (2006). Proc Natl/ Acad St
14901-6). Em estudos examinando o crescimento de carcinoma do pulmé
células crescendo exponencialmente foram coletadas e uma mistura 1:1
contendo células e Matrigel® (BD Biosciences, MA, EUA) foi preparada usand
células/100 pL. A mistura de células/matrigel foi injetada s.c. ao flanco
camundongos anestesiados com metoéxi-fluorano. Em estudos examinando o ¢
de células de cancer pancreatico, cada camundongo foi injetado subcutanearr
x 10° células PANC 1 suspensas em Matrigel (BD Biosciences, San Jose, C
tamanho de tumor foi medido por calibres Vernier e o volume de tumor fc
conforme previamente descrito (Balsari, A., M. Tortoreto, et al. (2004). Eur J
1275-81). Uma vez que os tumores alcangaram uma média de 90 mm® o
comegou (Dia 0; Figura 5).

Dp44mT e DpdcycH4mT.HCI foram dissc
propileno glicol a 30 % em salina a 0,9 % e injetados intraperitonealmente
caudal) 5 dias/semana ou dados por tubo de ingestado oral 5 dias/semana n
especificada no respectivo estudo.

No estudo com PANC 1, gemcitabina foi dis
propileno glicol a 15 % em salina a 0,9 % e foi injetada intraperitonealme
terceiro dia e cada grupo (n = 8) receberam ou gemcitabina (5 mg/Kg), D
ma/Kg), Dp4cycH4mT.HCI (5 mg/Kg) ou controle de veiculo. No estudo com
controle de veiculo foi subdividido em dois grupos (n = 4) com um recebendo L
intravenosa de propileno glicol a 30 % em salina a 0,9 % 5 dias/semana, que :
um controle para o grupo de tratamento com quelante de ferro. O outro gru
propileno glicol a 15 % em salina a 0,9 % intraperitonealmente a cada terceiro
controle apropriado para o tratamento com gemcitabina. Uma vez que os f
controle alcangaram 1.000 mm?®, os animais foram submetidos a eutanasi
exigéncias éticas.

Hematologia, Bioquimica e Histologia:

Quando se completou o experimento in vivo, o
coletado por pungéo cardiaca e os indices hematolégicos foram ensaiados p
padrdo (Dunn, L.L, et al. (2006) Carcinogenesis 27: 2157-69). Tecidos incluinc
tumores, foram embutidos em blocos de parafina e seccionados. Foram util
tingimentos diferentes, a saber. hematoxilina e eosina (H & E), corante d
corante Gomori-Tricromo. No estudo com xenoenxerto de tumor PANC 1,
histolégica e a quantificagdo de caracteristicas patoldgicas foram realizad

natnlanieta vetarinarin indenandanta (FDr Tarraeanrae Rathweall Pathwall Cancrilt
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Andlise Estatistica:
Os dados foram comparados por uso de teste ¢

Os resultados foram expressos como média + EPM a menos se indicac
maneira. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando
Exemplo 4a — Efeito de Dp4e4dmT.HCI por Administracéo i.v. sobre a Inibi
de Carcinoma do Pulmao Humano DMS-53

Uma potente resposta a Dp4ed4mT.HCI foi ob
modelo de xenoenxerto de DMS-53 em camundongos nus (Figura 5). Depois
o tamanho de tumor liquido médio em camundongos tratados com veiculo de
780 % do volume de tumor inicial, enquanto que nos camundongos tratados
mg/Kg de Dp4ed4mT, o tamanho de tumor liquido era 120-122 % do volume
era comparavel ao grau de inibicao de tumor exibido por 0,75 mg/Kg Dp44m
o crescimento do tumor para 122 % do volume de tumor inicial (Figura 5).

Exemplo 4a(i) — Avaliacao Biolégica Sequindo o Tratamento com Dp:

Analises de Perda de Peso e Hematoldgica em Camundongos Portando
do Pulmado Humano DMS-53

No estudo com carcinoma do pulméao
camundongos tratados iv. com 0.75 mg/Kg Dp44mT perderam 9 % de |
(Tabela 3). Ao contrario, camundongos tratados com Dp4e4mT.HCI em 4 ¢
experimentaram perda de peso de 06 % e de 7 % de peso do cc
respectivamente, (Tabela 3) depois de 25 dias de tratamento. Camundongos ¢
neste experimento, perderam 6 % de peso do corpo inicial (Tabela 3).

Tabela 3. Crescimento de carcinoma do pulméo DMS-53 em estudo de admin
de Dp4e4mT em camundongos nus: Pesos do corpo e de 6rgéos (q).

Grupos Experimentais (n = 6)

Orgao Controle Dp4e4mT-HCl Dp4e4mT-HClI Dpded4mT-HCI
(6 mg/Kg) (4 mg/Kg) (1,5mg/Kg) (0,

Perda de
peso inicial

95,45 £ 3,41 93,38 + 3,96 99,41 +175 95,14 £ 0,97 !
(% peso
inicial)
Figado 1,05+ 0,13 1,1 0,08 1,03+ 0,02 1,01 £ 0,02
Bago 0,13+ 0,02 0,089 + 0,01 0,08 + 0,003 0,11+0,01 (
Rim 0,26 + 0,02 0,27 £ 0,01 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 (
Coragdo 0,09 + 0,01 0,11+ 0,01 0,1+0,01 0,1+ 0,004 (
Cérebro 0,31+ 0,02 0,36+ 0,03 0,36 + 0,01 0,26+ 0,13 (
Tumor 0,97 £ 0,08 0,04 + 0,03* 0,11 £ 0,09 0,48 +0,6* C




26/37

Em termos de hematologia, depois de 2 st
tratamento com Dp44mT em 0,75 mg/Kg ou com Dp4ed4mT.HCl em 1,5, 4 ¢
ndo houve mudanga significativa na contagem de células vermelhas do ¢
hemoglobina ou na contagem de células brancas do sangue (Tabela 4). Isso
em nas doses e no programa de administragdo usados, Dp4e4mT.HCI foi bem
Tabela 4. Crescimento de carcinoma do pulmdo DMS-53 em estudo de admin
de Dp4e4mT em camundongos nus: Hematologia.

CBS Ccvs HGB HCT
(10° células/L) (1072 células /L) (g/L) (1

Controles
DP 2,77 10,03 144,67 0,44
Média 0,57 0,13 8.5 0,03
Dp4edmT HCI
(1,5 mg)
DP 3,34 8,76 150,60 0,4
Média 1,12 3,31 7,98 0,14
Dp4edmT.HCl
(4 mg)
DP 294 10,74 153,75 0,47
Média 0,56 0,33 4,92 0,01
Dp4edmT.HC
(6 mg)
DP 4,63 9,33 132,33 0,41
Média 2,46 1,01 16,26 0,05
Dp4dmT
(0,75 mg)
DP 5,38 9,87 135,50 0,43
Média 1,46 0,83 10,61 0,01

CBS - células brancas do sangue; CVS — células vermelhas do sangue; HGB — hemoglc
hematoécrito; PLT - plaquetas

Exemplo 4a(ii) — Efeitos_de Dp4e4mT sobre a Histologia de Tecidos
Tratamento i.v. com Dp4edmT em Camundongos Portando Carcinoma ¢

Humano DMS-53

A avaliacdo histolégica foi realizada em tecidos
experimento com carcinoma do pulmdo humano DMS-53 iv. Os resu
discutidos comparando-se tecidos a partir de camundongos xenoenxertados
B3 tratados com veiculo Dpd44mT (2 semanas em 0 75 ma/Ka) o Dpdad
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E), nenhuma diferenga significativa foi encontrada na histologia do figado,
cérebro ou tumor a partir de camundongos tratados com controle e quelante.

No entanto, lesbes do miocardio foram obse
camundongos tratados com Dp44mT (0,75mg/Kg; Figura 6). Tais lesdes con:
focos pobremente diferenciados de necrose, sendo substituidos por tec
imaturo, o qual era evidente usando-se tingimento com Gomori-Tricromo (set:
e era consistente com aqueles descritos previamente para Dp44mT (Whit
Howard, et al. (2006). Proc Natl Acad Sci USA 103: 14901-6). No entanto, Dp
ndo induziu lesdes no miocardio em 4 mg/Kg ou 6 mg/Kg depois de 2 s
administragao i.v. (Figura 6).
Exemplo 4b — Efeito de Dp4e4mT.HCI por Administracdo Oral sobre a_
Vivo de Carcinoma do Pulmao Humano DMS-53

Similarmente aquilo que foi encontradc
Dp4e4mT.HCI foi dado por administragcao iv. (Figura 5), foi observada ur
resposta a Dp4e4mT.HCI por tubo de ingestado oral, em camundongos nus
xenoenxerto de DMS-53 (Figura 7A). Depois de 21 dias, o tamanho de tul
médio em camundongos tratados com veiculo de controle era 1.124 % do

tumor inicial, enquanto que, em camundongos tratados com 7,5 ou 10
Dp4edmT, o tamanho de tumor liquido era 404 % e 284 % do volume de tu
respectivamente (Figura 7A). Doses mais baixas de Dp4ed4mT.HCI (2,5 e
também limitaram o crescimento de tumor em 645 % e 733 % dos volum
respectivamente (Figura 7A).

Considerando o peso do tumor, no final do |
tratamento de 21 dias, camundongos de controle ndo tratados, tinham tu
pesavam, em média, 1,8 g (Figura 7B). Camundongos tratados com Dp4e4n
10 mg/Kg por tubo de ingestao oral, exibiram uma diminui¢cao potente e signif
0,0002) no peso de tumor médio para 0,46 g (Figura 7B). Doses mais
Dp4e4mT.HCI por tubo de ingestao oral também inibira, de maneira significat
de tumor (Figure 7B). Por exemplo, a mais baixa dose administrada, 2,5 mg/K
em uma reducao significativa (p < 0,002) no peso de tumor médio para 0,6:
7B).

Exemplo 4b(i) — Avaliacdo Biolégica Segquindo o Tratamento Oral
Dp4e4mT: Analises de Perda de Peso e Hematolégica em Camundongos

Carcinoma do Pulméo Humano DMS-53

No estudo com carcinoma do pulmao
camundongos tratados oralmente com Dp4ed4mT.HCI, nenhum grupo de

evibiu aualaler nercda de necen cianificativa am ramnararan an arinn de contre
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enquanto que camundongos tratados com a dose mais elevada de Dp4e4
mg/Kg) retiveram 94 % de seu peso inicial, indicando que o tratamento ne:
bem tolerado (Tabela 5).

Tabela 5. Crescimento de carcinoma do pulmioc DMS-53 em estudo de ac
oral de Dp4e4mT em camundongos nus: Pesos do corpo e de érgaos (q).

Grupos Experimentais

Controle DpdedmT DpdedmT DpdedmT
Orgao (n=11) (2,5 mglKg) (5 mg/Kg) (7,5 mglKg)
(n=8) (n=10) (n=9) )
Peso corpo
i 96,3+£1,7 941+1,3 916+24 91,6+22
(% inicial)
Figado 0,84 £ 0,04 0,87 £ 0,02 0,77 £ 0,02 0,83+ 0,03
Bago 0,082 £ 0,003 0,075 £ 0,004 0,075 + 0,004 0,061 £ 0,009
Rim 0,205 £ 0,003 0,194 £ 0,005 0,187 £ 0,006 0,193 +£ 0,008
Coragado 0,083 £ 0,002 0,078 + 0,002 0,078 £ 0,002 0,092 £ 0,005
Cérebro 0,367 £ 0,007 0,372 £ 0,006 0,367 £ 0,007 0,356 + 0,007
Pulmao 0,115+ 0,003 0,121 £ 0,005 0,117 £ 0,003 0,119 £ 0,004
Tumor 1,76 2 0,24 0,63+017" 0,89 £0,14* 0,60 + 0,15*

Valores expressos como média + EPM. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 comparados ao contre
conforme determinado pelo teste T de Student.

Em termos de hematologia, depois de 21 dias de
com Dp4edmT.HCl em 2,5, 5 7,5 ou 10 mg/Kg, houve mudangas signif
contagem de células vermelhas do sangue, em hematécrito ou na contagem
brancas do sangue (Tabela 6). Embora em 5 mg/Kg, Dp4e4mT.HCI reduziu
significativa (p < 0,05) as células brancas do sangue, e, em 10 mg/Kg reduziu
significativa (p < 0,05) a hemoglobina, em comparagdo aos animais néo ti
entanto, o significado clinico destas mudangas nao esta claro. Glob:
hematologia indicou que as doses e o programa de administragdo q
Dp4e4mT.HCI foram bem tolerados.

A analise bioquimica do soro mostrou que o trata
Dp4e4mT.HCl em 5 mg/Kg diminuiu significativamente (p < 0,05) a “cap:
ligagao de ferro total” (CLFT) em relagdo ao controle (53,1 + 1,2 em relagao
pumoles/L, respectivamente; Tabela 6). No entanto, grupos de tratamento conr
mais elevadas ndo exibiram supressdao de CLFT (Tabela 6). Adicion:
“capacidade de ligagao de ferro insaturada” (CLF) foi aumentada de maneira s
(p < 0,01) no grupo de tratamento com 5 e 7,5 mg/Kg de Dp4e4mT.HCI, em r
controles ndo tratados, mas o grupo de tratamento com 10 mg/Kg nao exibi
mudanca significativa (Tabela 6). A fosfatase alcalina estava também elevada «
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comparados aos controles nao tratados (89,5 £ 4,5 em relagao a 6t
respectivamente; Tabela 6) e também estava elevada de maneira significativa
de 2,5 e de 7,5 mg/Kg (Tabela 6).
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Exemplo 4b(ii) - Efeitos de Dpde4mT em Histologia de Tecidos
Tratamento com Dp4e4mT Oral em Camundongos Portando Carcinoma
Humano DMS-53

A avaliacao histolégica foi realizada em tecidos
experimento com carcinoma do pulmao humano DMS-53. Os resultados sa
comparando-se tecidos a partir de camundongos xenoenxertados com DMS.
com veiculo, Dp44mT (2 semanas em 0,75 mg/Kg) ou Dp4e4mT.HCI (3 sema
5; 7,5 e 10 mg/Kg). Em segdes tingidas com hematoxilina e eosina (H & E
diferenga significativa foi encontrada na histologia do figado, bago, rim, céreb
a partir de camundongos de controle e tratados com tio-semicarbazona (Figur:

Entretanto, lesGes do miocardio foram obse
camundongos tratados com Dp44mT (0,75mg/Kg; Figura 8). Tais les6es con
focos de necrose pobremente diferenciados, sendo substituidos por tec
imaturo, o qual foi evidenciado usando corante Gomori-Tricromo (seta; Fi
entanto, Dp4e4mT.HCI n&o induziu lesées do miocardio depois de 3 semana:
7,5 e 10 mg/Kg de administragéo oral (Figura 8).

Exemplo 4c — Efeito de Dp4cycH4mT.HCI| por Administracao i.v. na Inibi
de Carcinoma Pancreatico Humano PANC 1

A analise in vitro demonstrou que as tio-sem

Dp44mT e DpdcycH4mT.HCI sd3o consideravelmente mais eficazes e

proliferagdo de uma gama de linhagens de células de cancer pancreati
comparadas a gemcitabina (Figuras 3A-C, Tabelas 2A e B). Foram realizac
para caracterizar adicionalmente a eficacia das tio-semicarbazonas cor
pancreatico in vivo.

Usando-se xenoenxertos de PANC 1, depois de
de tratamento, os camundongos de controle de veiculo atingiram um tamant
meédio de aproximadamente 640 % do volume de tumor inicial, enquanto que
tratados com gemcitabina, Dp44mT e Dp4cycH4mT.HCI atingiram uma médiz
305 % e 112 % do tamanho de tumor original, respectivamente (Figura 9A). C
(p < 0,01), Dp44mT (p < 0,05) e Dp4cycH4mT.HCI (p < 0,001) todos re
maneira significativa o volume de tumor, em relagdo ao controle, depois de
tratamento.

Além disso, os pesos de tumor finais depois de
tratamento refletiram os volumes de tumor, com tumores de controle pesando
de 292 + 65 mg, enquanto que os tumores tratados com gemcitabina,
Dp4cycH4mT.HCI pesarem uma média de 67 + 25 mg, 122 + 33 mg e 4(
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Vivo.

Embora a diferenca entre volumes de
Dp4cycH4mT.HCI e gemcitabina nao foi estatisticamente significativa (p > 0,0
obtidos indicam que, depois do dia 32, os tratamentos tanto com gemcitabina
Dp44mT foram levemente menos eficazes em inibir o crescimento de tun
comparados aquele com Dp4cycH4mT.HCI (Figura 9A). Como o tamanho ¢
grupo de controle de veiculo era o fator limitante na duragao deste experime
possivel continuar adicionalmente o tratamento depois de 43 dias, devido
éticas.
Exemplo 4c(i) - Avaliacdo Biolégica Segquindo o _Tratamento
Dp4cycH4mT.HCI: Analises de Perda de Peso e Hematolégica em Can
Portando Carcinoma Pancreatico Humano PANC 1

Para determinar se os diferentes agentes

estudos in vivo acima estavam associados com qualquer toxicidac
hematolégicos, assim como os pesos do corpo e dos 6rgaos foram analisados
eutanasia.

Tabela 7A. Crescimento de carcinoma pancreatica PANC-1 em estudo de ad

i.v. de Dp4cycH4mT em camundongos nus. Pesos do Corpo e de Orgéos (Q).

Grupo Experimental (n = 8)
Orgéo Controle Dpd4cycH4mT Gemcita
(5 mg/Kg/dia) (5 mg/Kg

Perda peso corpo i ;

Figado 0,96 + 0,11 0,80+ 0,03 E 1,04 £ 0
Baco 0,12 £ 0,01 0,08 £ 0,01* 0,130
Rim 0,15+ 0,02 0,17 £ 0,02 0,190
Coragao 0,10 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,100
Cérebro 0,32 + 0,02 0,30 + 0,01 | 0,32+ 0
Tumor 0,29+ 0,07 0,04 £ 0,01*** = 0,07 £ 0,

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

O peso do corpo dos animais depois de 6 s
tratamento permaneceu préximo a 100 % do peso de pré-tratamento para c
com excegao de Dp4cycH4mT.HCI (Tabela 7A). Esses animais exibiram um
peso significativa (p < 0,001) de 12 %, quando comparada a seu peso de pré

(Tahala 7AY Emhnara nanhiima difaranra nae rnaene Ane ArrEne Enocm o mme b e
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Dp4cycH4mT.HCI também tinha um bago significativamente (p < 0,001) me
comparado ao grupo de controle (Tabela 7A). Uma analise histologica do bag
que a polpa vermelha esplénica de camundongos, em todos 0s grupos, c
populacdo normal de células hematopoiéticas. Portanto, ndo houve exigénc
toxicidade esplénica (Figura 10).

Tabela 7B. Crescimento de carcinoma pancreatico PANC 1 em estudo de ac

i.v. de Dp4cycH4mT i.v. em camundongos nus: Hematologia.

Grupos Experimentais (n=8) |

Controle Dp4cycH4mT Gem

(5 mg/Kg/dia) (5 mg

CVS x 10"/L 10,17 £ 0,15 9,46 + 0,31 9,6¢
Hb g/L 146,44 + 1,68 131,88 + 4,31** 147,
HCT 0,44 + 0,01 0,41 + 0,01 0,4
Plaquetas 10°/L 1042 + 147 1283 + 160 106
CBS x 10°/L 4,53+ 0,44 35+0,34 5,51
Reticulécitos x 10™/L 0,56 + 0,06 0,77 + 0,08* 0,3¢

p<0,05, ** p<0,01

indices hematolégicos, em particular, sinais
eram um importante parametro para examinar como os compostos de tio-sen
s3o quelantes de ferro. Nenhuma diferenga significativa nas contagens
vermelhas do sangue (CVS), de células brancas do sangue (CBS) ou de p
detectada entre o grupo de controle e os diferentes grupos de tratamento (Tat

os grupos de Dp44mT e de Dp4cycH4mT.HCI apresenta

entanto,
significativamente (p < 0,01) mais baixos de hemoglobina (Hb) e significativz
0,05) mais elevados de reticulécitos, quando comparados ao grupo de conti
7B). Isso pode ser um indicador de uma leve anemia nesses animais.

Exemplo 4cf(ii) — Efeitos sobre a Histologia de Tecido Sequindo o Tratai
Dp4cycH4mT.HCI Oral

Humano PANC 1

em_Camundongos Portando Carcinoma F

Para investigar adicionalmente os efeitos téxico:
dos diferentes tratamentos sobre os érgaos, foi realizada uma analise his
baco, rim, figado, coragéo, pulmdes, cérebro e medula éssea, por tingimento
(para patologia geral), corante de Pearl (para presenca de ferro) e corante
Tricromo (para fibrose). A analise histolégica foi realizada por um patologista v
os resultados sao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Avaliagdo Histopatolégica Independente

Grupo |MEDULA[ RIM [ FIGADO | PULMAO MIOCARDIO
Tratamento HP Fe HP HP HP Fibrosis
N + N N N R
N - N N N 2
N . N N N -
© N 4 N N N -
3 N == N N N -
3 N - N N N -
N - N +/- N -
N - N = N -
N +- N N N -
N + N N N -
N - N N N -
N - N N N -
& N - N N N =
% N - i { :\' i N al
’E’ N 5 N N N -
N - N N N -
N - N N N -
N ++ N N + ++
N + N N sl -
- N ++ N +- + +
I T T =TT T
&= = — . -~
N + — N + +
N +- +i- + ~ +
B N - N N N .
o N + N +i- N -
= N + +/- N N -
‘_TE: N + +/- N N -
- N El +/- N N -
A N + N N N -
~ N - N N N -

HP — Mudangas histopatolégicas; Fe — Classificagio para presenca de ferro tingido por corante
HPC - Classificagéo para a presenga de células hematopoiéticas na polpa vermelha esplénica;
N — Nenhuma mudangas histopatolégica detectada.

() Nenhum dado; (+/-) Lesdo muito suave, localizada; (+) Menos do que 10 % de les&o; (++) Me
20 % de lesédo.

Dois camundongos tratados com Dp44mT
alguma evidéncia de células hematopoiéticas no figado. Em adigéo, depésit
foram observados nos rins de 5 dos 10 camundongos tratados com controle
animais tratados com Dp44mT e Dp4cycH4mT.HCI (Tabela 8), o que pode s
ferro na dieta e a excrecdo do complexo de ferro formado pelos quelan
semicarbazona na urina, respectivamente. O grupo tratado com gemcitabin:
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grupo de Dp44mT exibiu lesées do miocardio, que foram caracterizadas por ¢
e necrose de fibras do miocardio, com substituicdo por tecido fibroso. (Figurs
8). As mudancgas patolégicas observadas foram muitissimo pronunciadas n:
ventriculo direito e também no miocardio subjacente ao endocardio dc
esquerdo (Figura 10). Isto esta de acordo com um estudo prévio, que tambe
cardio-fibrose em camundongos nus tratados com Dp44mT. Nao houve
significativa de lesdes fibréticas no coragao do grupo tratado com Dp4cy
demonstrando que este composto era mais potente e de longe menos t6;
Dp44mT in vivo, em doses mais elevadas.

De maneira significativa, ndo houve evidéncia ¢
em qualquer dos outros o6rgaos examinados (Tabela 8), sugerindo
Dp4cycH4mT.HCI, nem gemcitabina induziram lesdao de tecido marcar
comparados aos controles nao tratados.

Exemplo 4d: Efeito de Dp4cycH4mT na Expressdao da Proteina de Su
Metastase NDRG-1, Receptor de Transferrina e Moléculas de Control

Celular
Metodologia:
Anélise western blot

O isolamento da proteina foi realizado confori
previamente (Dunn, L.L., et al. (2006) Carcinogenesis 27: 2157-69).

A anadlise western foi realizada via protocolos es
(Gao, J. e D. R. Richardson (2001). Blood 98: 842-50). Os anticorpos prima
eram contra NDRG1 (Abcam; RU), p21, ciclina D1, receptor 1 de transfe
Santa Cruz, CA, EUA) e B-actina (Sigma-Aldrich), com anticorpos de ¢
camundongo conjugados a HRP secundarios (Sigma-Aldrich).

Resultados:

Dp4cycH4mT foi examinado para determinar se
regular a montante a expressdo de NDRG-1. Para avaliar adicionalmente
quelante Dp4cycH4mT sobre outras moléculas chave envolvidas na progress
celular, foi examinada a expressdo do inibidor de quinase dependente de ¢
assim como da ciclina D1, em células MIAPaCa-2. Como um controle posi
tratamento com quelante de ferro, o receptor 1 de transferrina (TfR1) f
examinado, uma vez foi previamente constatado que esta proteina é regulada
por compostos de tio-semicarbazona.

Tanto Dp44mT quanto Dp4cycH4mT regularam :
de maneira significativa (p < 0,01), a expressdo de NDRG1 em células A

anrmiiantsa s & Aarmaitanimea PRa Aarmersanommtars bt mmemrrmearmdom T s s A AN
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de ciclina D1, embora aumentando marcadamente (p < 0,05) a expressao de
células (Figure 11). Além disso, os niveis de TfR1 também foram regulados
de maneira significativa (p < 0,05), nas células MIAPaCa-2, seguindo o trat:
0os compostos de tio-semicarbazona, sugerindo que estes agentes estava ¢
esvaziando as células de ferro (Figura 11). Por outro lado, o tratamento com
nao modulou os niveis de ciclina D1, p21 ou TfR1 nas células MIAPaCa-2
indicando que seu mecanismo de acao € diferente daquele das tio-semicarbaz
Coletivamente, esses resultados mostram que
marcadamente regulada a montante por Dp4cycH4mT, sugerindo que Dp4cyc
ser uma estratégia de tratamento benéfica contra canceres tendo-se f
expressao de NDRG1 em células de cancer.
Exemplo 5 : Modulagao /In Vitro e In Vivo dos Niveis de Met-Hemoglobin:
de Metmioglobina (metMb) por Quelantes de Ferro
Metodologia
Entes Quimicos

Triapine® foi sintetizada e caracterizada de &
métodos publicados (Liu MC, Lin TC, et al. (1992). J Med Chem 35:
Dp44mT, Bp4eT, DpC, di-2-piridil-cetona-4-etil-4-metil-3-tio-semicarbazona
di-2-piridil-cetona-4-fenil-3-tio-semicarbazona (Dp4pT) e di-2-piridil-cetona-Z
semicarbazona (Dp2mT) também foram sintetizadas e caracterizadas
procedimentos publicados (Richardson DR, Sharpe PC, et al. (2006). J Me(
6510-6521; Kalinowski DS, Yu Y, et al., (2007). J Med Chem 50: 3716-3729
outros entes quimicos foram adquiridos a partir de Sigma-Aldrich (St. Louis,
Para uso nos ensaios descritos abaixo, os compostos foram recém-prerg
DMSO e diluidos ([DMSQ] final < 0,05%).
Isolamento das células vermelhas do sanque

Amostras de sangue integral foram coletadas

doadores humanos saudaveis ou de camundongos, em tubos de coleta
adequados contendo EDTA, e usadas imediatamente. Células vermelhas
(CVS) foram isoladas por centrifugagao (480 x g / 5 min / 4°C), entao lavadas
de sal balanceada de Hank (HBSS). As CVS foram novamente suspensas r
1:1 em HBSS e os ensaios com CVS integrais foram realizados a 37°C.
Preparacado de Mioglobina

Tecido de coragdo de camundongo foi exal
perfundido com HBSS gelado para remover sangue e homogeneizado em HE
contendo coquetel inibidor de protease (Roche, Basiléia, Suiga). Os homoge

Aeranarn fararm soemtrif imardas AR DO w i | AL wmioe | ADIY = o oo b e e o ol e ko T
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Medicdo de metHb e de metMb por Espectrofotometria UV-Vis

Os niveis de metHb e de metMb em lisados de
determinados usando-se um espectrofotémetro UV-Vis Shimadzu (UV-1800
Corporation, Kioto, Japao) a 577 nm e 630 nm para metHb e metMb, de :
métodos publicados (Winterbourn CC e Carrell RW (1977). Biochem J 165: 14
Formacdo de metHB e de metMb em camundongos

Camundongos C57BL/6 (7-8 semanas de id
usados sob um protocolo aprovado pelo Comité de Etica Animal da Unive
Sydney. Dp44mT, Triapine® ou Dp4cycH4mT (todos em 6 mg/Kg) foram diss
propileno glicol a 30 % / salina e administrados i.v. via a veia caudal. SubseqL

30 minutos depois da administragdo, os camundongos foram anestes
isoflurano e amostras de sangue foram obtidas por puncdo cardiaca. As a
sangue foram lisadas com 2,5 volumes de agua ultrapura para estimativa de
camundongos foram sacrificados com isoflurano, o coragdo foi exat
perfundido com HBSS e a Mb isolada.
Estatistica

Os dados foram comparados usando-se o
Student. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. Os
sdo meédia + DP.

Exemplo 5a — Capacidade de Quelantes de Ferro Induzirem a Formacao

em CVSs Humanas

Foi avaliado o efeito da concentragéo de quelant:
na geracao de metHb com CVSs intactas (Figura 12). O aumento dependen
significativo (p < 0,001) em metHb, em relagdo ao controle, foi detectado el
concentragdes de ligante em CVSs intactas tratadas com Triapine® ou Dp44m’
3 h / 37°C (Figura 12), que foram os unicos quelantes a demonstrar uma cap
induzir a formacdo de metHb. Em 25 yM, esses quelantes aumentaram a fc
metHb para 19,95 + 1,0 e 19,9 + 3,0 % de Hb total, Respectivamente (Fig
quelante de controle negativo Dp2mT, por projeto, apresenta um grupo
impede a formagao de complexo. Consequentemente, esse quelante ndo pod
na interagdo redox com o ferro, que da origem a formagao de metHb (|
Adicionalmente, o quelante ativo ndo redox, DFO, atualmente usado como um
para disturbios de sobrecarga de ferro, também ndo aumentou a formagao de

De maneira significativa, Dp4cycH4mT n&o pote
formagao de metHb in vitro (Figura 12). Isso pode constituir uma clara va
terapia com DpcycH4mT em relagéo aquela com Triapine®.

EFvambnle Bh — Canacridade dae Chialantae da Earrns Trianina DBnddrnmT a M
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Para confirmar os resultados in vitro do E
mostrando que Dp4cycH4mT nao potencializou a formagao de metHb, foi e
formacao de metHb em um modelo com camundongo, conforme descrito acirr

A camundongos C57BL/6 foram administrados
mg/Kg), Triapine® (6 mg/Kg) ou Dp4cycH4mT (6 mg/Kg), intravenosamente,
se o sangue depois de 30 minutos, para avaliar metHb (Figura 13). Confor
previamente, Dp44mT induziu, de maneira significativa (p < 0,001), os nivei
em relagao ao veiculo (6,3 £ 0,8 comparado a 1,3 £ 0,9 % de % de metHb %
respectivamente), enquanto que os niveis de metHb induzidos por Dp4cyc
comparaveis ao controle (Figura 13).

Esse resultado com Dp4cycH4mT confirmou o
dos estudos in vitro no Exemplo 5a e adicionalmente sugere que Dp4cycl
apresentar a vantagem especifica de ndo induzir metHb comparado a Dp44m’
Exemplo 5¢c — Capacidade do Quelantes de Ferro Triapine, Dp44mT e Dj
em Induzir a Formacao de metMioglobina (metMb) /n Vivo

A proteina mioglobina (Mb) desempenha um

papel no armazenamento nos e na doagéo de oxigénio aocs musculos € uma
monomérica da hemoglobina. Consequentemente, foi avaliado o efeito de
ativos anticancer potentes sobre a formacao de metMb in vivo. A camundongc
foram administrados Dp44mT (6 mg/Kg), Triapine® (6 mg/Kg) ou Dp4cycH4m]|
intravenosamente, e amostrou-se o sangue depois de 30 minutos para av:
(Figura 14).

O quelante Dp44mT induziu, de maneira signif
0,001), os niveis de metMb (82,3 £ 2,6 %), que eram similares aqueles d
(75,2 £ 4,2 %), enquanto que Dp4cycH4mT gerou niveis significativamente
mais baixos de metMb (31,7 £ 3,2%, Figura 14).

No entanto, niveis mediados por Dpd4cycH4mT
eram significativamente (p < 0,001) mais elevados do que o controle (12,6 + 2,
14).

Coletivamente, as propriedades de Dp4cyc
termos de ser significativamente menos eficaz em induzir a formacao de n
metMb, embora mantendo a atividade antitumor (Kovacevic Z, Chikhani S, et
Mol Pharm 80: 598-609) sugerem que Dp4cycH4mT apresenta vantagens s
sobre Triapine® e Dp44mT.
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Reivindicagoes
1. Composto, caracterizado pela formula geral (
7 N

na qual R' é ciclo-hexila ou etila;
e sais, hidratos e solvatos do mesmo.

2. Composto, de acordo com a reivinc
caracterizado pelo fato de ser di-2-piridil-cetona-4-etil-4-metil-3-tio-semica
sais, hidratos e solvatos da mesma.

3. Composto, de acordo com a reivinc
caracterizado pelo fato de ser di-2-piridil-cetona-4-ciclo-hexil-4
semicarbazona, e sais, hidratos e solvatos da mesma.

4. Composto, de acordo com qualquer
reivindicagbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que os sais sdo sais farmace
aceitaveis.

5. Composto, de acordo com a reivinc
caracterizado pelo fato de que é cloridrato de di-2-piridil-cetona-4-etil-4
semicarbazona.

6. Composto, de acordo com a reivin
caracterizado pelo fato de que é cloridrato de di-2-piridil-cetona-4-ciclo-hex
tio-semicarbazona.

7. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pe
compreender um composto de férmula (1), ou um sal, hidrato ou solvato do
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 6, em conjunto com um
diluente ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel.

8. Método de tratamento de cancer em um
caracterizado pelo fato de compreender a administragdo, a um mamifert
necessite, de uma quantidade eficaz de um composto de férmula (I), ou .
hidrato ou solvato do mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoe
de uma composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 7.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 8, car
pelo fato de que o cancer é selecionado a partir de melanoma, cancer de pele
seio, cancer da proéstata, cancer da bexiga, cancer do figado, cancer gast
cancer do coélon e do reto, cancer do cérebro, cancer da cabeca e do pesce
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pulmao e tumores hematolégicos (por exemplo, leucemias e linfomas).

10. Método, de acordo com a reivindicaga
caracterizado pelo fato de que o cancer é selecionado a partir de cancer |
cancer do pulmao e cancer do cérebro.

11. Método, de acordo com a reivine
caracterizado pelo fato de que o cancer € um tumor sélido.

12. Meétodo, de acordo com qualquer
reivindicagdes 8 a 11, caracterizado pelo fato de que o mamifero € um ser hu

13. Aplicagdo de um composto de férmula (l), ot
hidrato ou solvato do mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindica:
caracterizada pelo fato de ser para a fabricagdo de um medicamento para c
de cancer.

14. Aplicagdo, de acordo com a reivind
caracterizada pelo fato de que o cancer € selecionado a partir de melanomz
pele, cancer do seio, cancer da préstata, cancer da bexiga, cancer do fig:
gastrointestinal, cancer do célon e do reto, cancer do cérebro, cancer da c
pescogo, cancer 6sseo, cancer pancreatico, cancer uterino, cancer ovariz
cervical, cancer do pulmao e tumores hematolégicos (por exemplo, e
linfomas).

15. Aplicagdo, de acordo com a reivindi
caracterizada pelo fato de que o cancer é selecionado a partir de cancer |
cancer do pulmao e cancer do cérebro.

16. Aplicagao, de acordo com a reivindi
caracterizada pelo fato de que o cancer & um tumor sélido.

17. Composto de férmula (1), ou um sal, hidrato
do mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 6, caracte
fato de ser para aplicagao no tratamento de cancer.
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Tamanho de Tumor DMS-53 (% Dia 0)
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Resumo

Compostos de tio-semicarbazona e apli
tratamento de cancer

A presente invengao se refere a compostos de
semicarbazona, a composi¢cdes farmacéuticas contendo aqueles compc
aplicagao daqueles compostos e composi¢goées no tratamento de cancer.



