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“COMPOSICAO FARMACEUTICA, METODO PARA TRATAR
CANCER E ALIVIAR OS EFEITOS COLATERAIS DO INIBIDOR DA
HDAC, E, METODO DE SE OBTER UM COMPLEXO DE QUELATO
INIBIDOR DA HDAC DE METAL”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo prové composi¢cdes farmacéuticas de um
inbidor de HDAC e um composto de metal quelativel. Em uma forma de
realizacdo, a invengdo prové um método para tratar cancer e aliviar os efeitos
colaterais do inibidor de HDAC mediante administragdo da composic¢éo
farmacéutica. Em outra forma de realizagdo, a presente invengdo também
prové composi¢des farmacéuticas de complexos de quelato inibidores de
HDAC de metal. Em outra forma de realizagéo, a inveng¢do prové métodos de
tratar do cancer mediante administragdo das composi¢des farmacéuticas. A
invengdo prové composigdes cristalinas de complexos de quelato inibidores
de HDAC de metal e métodos de produzi-los.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Na totalidade deste pedido, sdo feitas referéncia a varias

publicagGes por numeros arabicos dentro de parénteses. As referéncias
completas para estas publicagdes podem ser encontradas no final deste
relatorio descritivo imediatamente antes das reivindicagdes.

O céncer ¢ um distarbio no qual uma populagéo de células tem
se tornado, em graus variaveis, insensiveis aos mecanismos de controle que
normalmente reprimem a proliferagado e a diferenciagdo. Por muitos anos, tem
havido duas estratégias principais para o tratamento quimioterapico do
cancer: a) bloquear a proliferagdo das células tumorais dependentes de
hormoénio pela interferéncia com a produgdo ou agdo periférica dos hormdnios
sexuais; e b) matar as células do cancer diretamente pela sua exposi¢do a
substincias citotoxicas, as quais danificam tanto as populagdes de células

neoplasticas quanto as normais.
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A terapia do cancer estd também sendo tentada pela indugdo
da diferenciagdo terminal das células neoplasticas (1). Nos modelos de cultura
celular, a diferenciagdo tem sido relatada pela exposi¢do das células a uma
variedade de estimulos, incluindo: AMP ciclico e acido retindico (2, 3),
aclarrubicina e outras antraciclinas (4).

N&o obstante os muitos avangos no campo da oncologia, a
maioria dos tumores sélidos permanecem incurdveis nos estagios avangados.
A terapia citotoxica é usada na maioria dos casos, entretanto ela causa
frequentemente morbidez significativa ao paciente sem beneficios clinicos
significativos. Agentes menos toxicos e mais especificos para tratar e
controlar malignidades avangadas estdo sendo explorados.

Existe evidéncia abundante de que a transformacéo neoplastica
ndo destrdi necessariamente o potencial das células do céncer para diferenciar
(1, 5, 6). Existem muitos exemplos de células tumorais que ndo respondem
aos reguladores normais da proliferagdo e parecem ser bloqueados na
expressdo de seu programa de diferenciagdo, e ainda podem ser induzidas
para diferenciar e cessar a replicagdo. Uma variedade de agentes, incluindo
alguns compostos polares relativamente simples (5, 7 a 9), derivados da
vitamina D e acido retinodico (10 a 12), hormédnios esterdides (13), fatores do
crescimento (6 a 14), proteases (15, 16), promotores tumorais (17, 18) e
inibidores do DNA ou da sintese do RNA (4, 19 a 24), pode induzir varias
linhagens celulares transformadas e explantes tumorais humanos primarios
para expressar caracteristicas mais diferenciadas.

Os inibidores da histona desacetilase, tais como o 4&cido
suberoilanilida hidroxiamida (SAHA), pertencentes a esta classe de agentes
que tém a capacidade de induzir a parada, diferenciagdo e/ou apoptose do
crescimento das células tumorais (25). Estes compostos sdo dirigidos aos
mecanismos inerentes a capacidade de uma célula neoplastica tornar-se

maligna, ja que elas ndo parecem ter toxicidade em doses eficazes para
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inibi¢do do crescimento tumoral nos animais (26). Existem varias linhas de
evidéncia de que a acetilagdo e a desacetilagio da histoma sdo mecanismos
pelos quais a regulagdo transcricional em uma célula é obtida (27). Pensa-se
que estes efeitos ocorram através de mudancgas na estrutura da cromatina pela
alteragdo da afinidade das proteinas da histoma para com o DNA espiralado
no nucleossoma. Existem cinco tipos de histonas que foram identificados nos
nucleossomas (designados H1, H2A, H2B, H3 e H4). Cada nucleossoma
contém dois de cada tipo de histona dentro do seu ntcleo, exceto quanto ao
HI1, que se acha presente unicamente na por¢do externa da estrutura do
nucleossoma. Acredita-se que, quando as proteinas de histona sejam
hipoacetiladas, exista uma afinidade mais elevada da histona a estrutura de
fosfato do DNA. Esta afinidade faz com que o DNA seja rigorosamente
ligado & histona e torne o DNA inacessivel aos elementos e mecanismos
reguladores transcricionais. A regulagdo dos estados acetilados ocorre através
do equilibrio da atividade entre dois complexos enzimaticos, a histona acetil
transferase (HAT) e a histona desacetilase (HDAC). Pensa-se que o estado
hipoacetilado iniba a transcrigio do DNA associado. Este estado
hipoacetilado € catalisado por grandes complexos de multiproteinas que
incluem as enzimas da HDAC. Em particular, tem sido verificado que as
HDACSs catalisam a remog¢do dos grupos acetila das histonas do nucleo da
cromatina.

SAHA [ZOLINZA® (vorinostat)] tem sido apresentado como
sendo util para tratar do céancer, seletivamente induzindo a diferenciag¢io
terminal das células neoplasticas, induzindo a parada do crescimento celular
e/ou induzindo a apoptose. Julga-se que a inibi¢do da HDAC pelo SAHA
ocorra através da interagdo direta com o sitio catalitico da enzima, como
demonstrado pelos estudos de cristalografia de raios-X (28). N&o se acredita
que o resultado da inibicdo da HDAC tenha um efeito generalizado sobre o

genoma, mas, ao invés disso, apenas afeta um pequeno subconjunto do
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genoma (29). A evidéncia fornecida pelas microdisposi¢des do DNA usando-
se linhagens de células malignas cultivadas com inibidor de HDAC mostra
que existe um ndmero finito (1 a 2 %) de genes cujos produtos sdo alterados.
Por exemplo, as células tratadas em cultura com inibidores da HDAC
apresentam uma indugdo consistente do inibidor p21 da cinase dependente de
ciclina (30). Esta proteina desempenha um papel importante na parada do
ciclo celular. Pensa-se que os inibidores da HDAC aumentem o indice de
transcrigdo de p21 mediante a propaga¢do do estado hiperacetilado das
histonas na regido do gene p21, dessa forma tornando o gene acessivel ao
maquinismo transcricional. Os genes cuja expressdo ndo seja afetada pelos
inibidores da HDAC n&o apresentam mudangas na acetilagdo das histonas
regionais associadas (31).

SUMARIO DA INVENCAO

A presente inveng¢do fornece composi¢des farmacéuticas de
um inibidor da HDAC e um composto de metal suscetivel de quelagdo. Em
uma forma de realizagdo, a inven¢do fornece um método de tratamento do
cancer e alivio dos efeitos colaterais do inibidor da HDAC pela administragdo
da composi¢do farmacéutica. Em outra forma de realizagdo, a presente
invencdo também fornece composi¢des farmacéuticas dos complexos de
quelato inibidor da HDAC de metal. Em outra forma de realizagdo, a
inven¢do fornece métodos de tratar do cancer mediante a administragdo das
composi¢des farmacéuticas. A invengdo fornece composi¢des cristalinas de
complexos de quelato inibidor da HDAC de metal e métodos para produzi-las.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra o perfil de dissolu¢do do SAHA da parte
das capsulas de referéncia. As capsulas contém cerca de 100 mg de
ingrediente ativo SAHA e excipientes.

A Figura 2 mostra o difratograma de raio-x para o complexo

cristalino do quelato de SAHA de ferro.
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A Figura 3 mostra o difratograma de raio-x para SAHA com o
Difratémetro de P6 Automatico Siemens D500. Figuras 3A a 3E: Formala 'V
de SAHA.

A Figura 4 apresenta difratogramas de raio-x para a Forma I de
SAHA medida com o difratémetro de raio-X X’PERT Pro Phillips.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A expressio “carreador farmaceuticamente aceitavel” inclui
qualquer um e todos os solventes, meios de dispersdo, revestimentos, agentes
antibacterianos e antifungicos, agentes isotdnicos e retardadores da absorg¢éo,
e outros, compativeis com a administragdo farmacéutica. Carreadores
adequados sdo descritos na edi¢gdo mais recente de Remington’s
Pharmaceutical Sciences, um texto de referéncia padrdo na area, o qual fica
aqui incorporado como referéncia. Lipossomas e veiculos aquosos ndo
lipossomas, tais como os 6leos fixos, também podem ser usados. O uso de tais
meios e agentes para substincias farmaceuticamente ativas, € bem conhecido
na técnica. Exceto na medida em que qualquer meio ou agente convencionais
sejam incompativeis com as Composi¢des desta invengdo, seu uso nas
composi¢des € considerado. Os compostos suplementares ativos também
podem ser incorporados nas composi¢des.

As siglas “f2” ou “F2’ referem-se a um fator de similaridade
determinado através de uma comparagio ponto por ponto de um novo perfil
de dissolugdo in vitro com um perfil de dissolugdo de referéncia in vitro,

como mostrado na equagéo 1.

tai

» ~0.8
f2 =501og {[I-rl/nZ(R, -T,)’] xlOO}

(Equagédo 1)

R, refere-se ao percentual de composto dissolvido em cada

ponto do tempo (t) para a referéncia. T, refere-se ao percentual de composto
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dissolvido em cada ponto do tempo (t) para a amostra de teste. n refere-se ao
numero de pontos do tempo usados para o calculo. Os valores de f, de 50 ou
mais sdo considerados como refletindo indices de dissolugdo in vitro
semelhantes.

Para os fins desta invengdo, os indices ou perfis de dissolug¢do
in vitro do SAHA inteiro da composigdo farmacéutica so medidos da
composi¢do farmacéutica inteira de acordo com as etapas e condi¢des do
Exemplo 4. Em uma forma de realizagio, os indices ou perfis de dissolugéo in
vitro sdo medidos pelo uso de um USP Dissolution Apparatus II com
depressor helicoidal (Quality Lab Accessories L.L.C., Manville, NJ) em 900
ml de Tween a 2,0 % (TCI America, Portland, Oregon) em uma temperatura
de 37 £ 0,5 °C, e pas giradas em 100 rpm. A composi¢cdo farmacéutica total
inclui o SAHA total e o composto de metal quelatavel e, se a composi¢do
farmacéutica contiver uma casca de capsula, carreador, excipiente, diluente,
agente desintegrador, lubrificante, aglutinante ou qualquer agente adicional
descrito na Sec¢do de Composigdes Farmacéuticas abaixo, a medicdo ¢€
realizada com aqueles componentes.

A expressdo “cerca de”, quando usada no contexto de uma
quantidade, refere-se a £10 % da quantidade especificada.

Para os fins desta inveng¢do, quanto aos padrdes de difracdo de
raio-X, dependendo da calibragdo, da amostra ou da instrumenta¢io, os picos
em 20 podem deslocar-se até £0,3 graus (erro) em uma dire¢do. Por exemplo,
todos os picos no padrdo de difragdo de raio-X deslocam-se até +0,3 graus, ou
até -0,3 graus. Um padrio de difragdo de raio-X ou picos dentro desse erro €
considerado o mesmo ou substancialmente semelhante.

Composi¢dao Farmacéutica compreendendo o Inibidor da HDAC e o composto

de metal Quelatavel

Em uma forma de realizagdo, a invengdo prové uma

composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade terapeuticamente
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eficaz de inibidor da Histona Desacetilase (HDAC) e um composto de metal
quelatavel, e um carreador farmaceuticamente aceitavel. A composi¢do
farmacéutica pode formar o complexo de quelato inibidor da HDAC de metal
in vivo quando administrada ao paciente.

Em uma forma de realiza¢do, o inibidor da HDAC é um
derivado do 4cido hidroxdmico. Em outra forma de realizacdo, o inibidor da
HDAC tem um ligando de ligagdo a metal (isto é, de ferro ou zinco), por
exemplo o grupo carbonila, grupo hidroxila, grupo amino, grupo tiol, grupo
amida, e outros grupos encontrados nos inibidores de HDAC conhecidos (por
exemplo, a Benzamida). E uma forma de realiza¢io, o inibidor de HDAC é o
acido suberoiolanilida hidroxdmico (SAHA) ou seu sal, ou hidrato ou solvato
farmaceuticamente aceitaveis. Em uma forma de realiza¢do, o SAHA total na
composi¢do farmacéutica tem um perfil de dissolugdo in vitro com um fator
de similaridade (f2) de pelo menos 50 a 100, em comparag¢do com o perfil de
dissolugdo de referéncia mostrado na Figura 1. Em uma forma de realizacio,
0 2 é 56 a 100. Em uma forma de realizac¢io, o f2 é 60 a 100. Em uma forma
de realizagdo, o f2 é 65 a 100. Em outra forma de realizagdo, o 2 é 80 a 100.
Em uma outra forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica € uma capsula
unica, em que a quantidade do SAHA é de cerca de 100 mg.

Em uma forma de realizagdo, o SAHA total na composi¢cio
farmacéutica ¢ de 43 a 63 % dissolvidos em 10 minutos, 66 a 86 %
dissolvidos em 30 minutos, e de 77 a 97 % dissolvidos em 60 minutos, in
vitro. Em uma forma de realizagdo, o SAHA total da composi¢io
farmacéutica é de 52 a 72 % dissolvidos em 15 minutos, de 66 a 86 %
dissolvidos em 30 minutos, e de 73 a 93 % dissolvidos em 45 minutos, in
vitro. Em outra forma de realizagdo, o SAHA total da composigdo
farmacéutica é de 43 a 63 %, dissolvidos em 10 minutos, de 52 a 72 %
dissolvidos em 15 minutos, de 58 a 78 % dissolvidos em 20 minutos, 66 a 86

% dissolvidos em 30 minutos, 73 a 93 % dissolvidos em 45 minutos e 77 a 97
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% dissolvidos em 60 minutos, in vitro. Em uma forma de realizacdo, o SAHA
total da composi¢do farmacéutica é de 46 a 60 % em peso dissolvidos em 10
minutos, 55 a 69 % em peso dissolvidos em 15 minutos, 61 a 75 %
dissolvidos em 20 minutos, 69 a 83 % dissolvidos em 20 minutos, 76 a 90 %
dissolvidos em 45 minutos, € 80 a 94 % dissolvidos em 60 minutos, in vitro.
Em uma forma de realizagéo, pelo menos 45 %, porém menos ou igual a 75 %
do SAHA total, sdo dissolvidos em 15 minutos, pelo menos 75 % do SAHA
total sdo dissolvidos em 60 minutos.

O inibidor da HDAC ou composto de metal quelatiavel pode
estar na forma amorfa. O inibidor da HDAC ou composto de metal quelatavel
pode ser micronizado, ou pode ser aglomerado, de granulos particulados, pds,
6leos, suspensdes oleosas ou de qualquer outra forma de sélido.

Em uma forma de realizacéo particular, o inibidor da HDAC é
o 4cido suberoilanilida hidroxdmico cristalino. Em uma forma de realizagéo, o
SAHA cristalino ¢ a Forma I da SAHA e caracterizado por um padrio de
difra¢do de raio-X substancialmente semelhante aquele apresentado na Figura
3A. Em outra forma de realizagdo, a SAHA cristalina é a Forma I da SAHA ¢
caracterizada por um padrio de difragdo de raio-X substancialmente
semelhante aquele apresentado na Figura 4. Em uma forma de realizacdo, a
Forma I da SAHA ¢é caracterizada por um padrio de difra¢do de p6 de raio-X
com radiagdo Ko de cobre, incluindo os picos caracteristicos em 9,0, 9.4,
17,5, 19,4, 20,0, 24,0, 24,4, 24,8, 25,0, 28,0 graus 20. Em outra forma de
realizagdo, a Forma I da SAHA ¢ caracterizada por um padrio de difracdo de
po de raio-X com radiagdo Ko de cobre, incluindo os picos caracteristicos em
cerca de 9,0, 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0, 24,4, 24,8, 25,0, 28,0 e 43,3 graus 20.
Em uma forma de realizagdo, a Forma I da SAHA ¢é caracterizada por um
padrdo de po6 de difragdo de raio-X com radia¢do Ko de cobre, incluindo os
picos caracteristicos em 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0 e 28,0 graus 20. Em outra

forma de realizagdo, a forma I do acido suberoilanilida hidroxdmico (SAHA)
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¢ caracterizada por um padrdo de difragdo de p6 de raio-X que inclui os picos
caracteristicos em cerca de 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0 e 28,0 graus 26, em que
a difra¢do de po6 de raio-X é medida com uma fonte de raio-X de Cobre; e
ainda caracterizada por um termograma de Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC) tendo um Unico valor maximo em cerca de 164,4 + 2,0,
medido por um Instrumento DSC 6 Elmer Perkins. Em outra forma de
realizagcdo, a Forma I do 4acido suberoilanilida hidroxdmico (SAHA) é
caracterizada por um padrdo de difragdo de p6 de raio-X incluindo os picos
caracteristicos em cerca de 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0 e 28,0 graus 20, e picos
faltos em cerca de 13,4 a 14,0 e 22,7 a 23,0 graus 20, em que a difracdo de pod
de raio-X € medida com uma fonte de raio-X de Cobre. Em uma outra forma
de realizag@o, a Forma I do 4cido suberoilanilida hidroxamico é caracterizada
por um padrdo de difracdo de p6 de raio-X incluindo os picos caracteristicos
em 9,1, 10,8, 12,3, 17,2, 19,2, 19,8, 23,7, 24,1, 25,7, 26,8 e 27,7 graus 20 e
faltos dos picos em 13,4 a 14,0 e 22,7 a 23,0 graus 20 com o uso de uma fonte
de raio-X de Cobre.

Em uma forma de realizacdo, a Forma um da SAHA ¢é
caracterizada por um padrdo de difragdo de p6 de raio-X com radiacdo Ko de
cobre, incluindo os picos caracteristicos em 9,0, 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0,
24,4, 24,8, 25,0, 28,0 graus 20, e faltando os picos em 13,4 a 14,0 e 22,7 a
23,0 graus 20. Em outra forma de realizagdo, a Forma I da SAHA &
caracterizada por um padrdo de difragdo de p6 de raio-X com radiaciio Ko de
cobre, incluindo os picos caracteristicos em 9,0, 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0,
24,4, 24,8, 25,0, 28,0, 43,3 graus 20 e carentes dos picos 13,4 a 14,0 e 22,7 a
23,0 graus 20. Em uma outra forma de realizagdo, a Forma I da SAHA ¢€
adicionalmente caracterizada pela falta de pelo menos um pico em cerca de
<8,7, 10,0 a 10,2, 13,4 a 14,0, 15,0 a 15,2, 17,5 a 19,0, 20,1 a 20,3, 21,1 a
21,3, 22,0, a 22,22, 22,7 a 23,0, 25,0 a 25,5, 26,0 a 26,2 ¢ 27,4 a 27,6 graus
20.
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Em outra forma de realiza¢gdo a Forma I da SAHA ¢
caracterizada ainda por um termograma de Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC) tendo um valor maximo unico de cerca de 164,4 + 2,0,
medido por um Instrumento de DSC 6 Perkin Elmer. Em uma forma de
realizagdo, a Forma I da SAHA tem parametros celulares unitarios de a = 10,9
A, b=79A,c=16,4A, a=90° B=97,8°,y=90° grupo especial P2,/n.

Em uma forma de realiza¢3o particular, o acido suberoilanilida
hidroxadmico cristalino ¢ a Forma IV de SAHA e € caracterizado por um
padrdo de difragdo de pd de raio-X com radiacdo Ko de cobre, incluindo
picos caracteristicos em cerca de 8,8, 9,3, 11,0, 12,4, 17,4, 19,4, 19,9, 22.4,
22,9, 23,83, 24,2, 24,8, 25,8, 27,0, 27,8, 28,4 graus 20.

Em uma forma de realizagdo, a invengfo prové uma capsula
unica compreendendo cerca de 100 mg de 4cido suberoilanilida hidroxamico
e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA total tem um perfil de
dissolugdo in vitro caracterizado por: pelo menos 45 %, porém igual ou
menos do que 75 % da SAHA total sdo dissolvidos em 15 minutos, pelo
menos 75 % da SAHA total sdo dissolvidos em 60 minutos, em que a SAHA
seja cristalina e caracterizada por um padrio de difragdo de p6 de raio-X com
radiacdo Ka\ de cobre, incluindo os picos caracteristicos em 9,0, 9,4, 17,5,
19,4, 20,0, 24,0, 24,4, 24,8, 25,0, 28,0 graus 20 e faltando picos em 13,4 a
14,0 e 22,7 a 23,0 graus 26.

Em uma forma de realizagdo, a inven¢do prové uma cépsula
unica compreendendo cerca de 100 mg do 4cido suberoilanilida hidroxamico,
e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA total tem um perfil de
dissolugdo in vitro caracterizado por: pelo menos 45 %, porém menos ou
igual a 75 % da SAHA total, sdo dissolvidos em 15 minutos, pelo menos 75
% da SAHA total sdo dissolvidos em 60 minutos, em que a SAHA ¢€ cristalina
e caracterizada por um padrio de difragdo de p6 de raio-X com radiacdo Ko

de cobre, incluindo os picos caracteristicos em 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0 e
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28,0 graus 20, em que a difra¢do de raio-X é medida com uma fonte de raio-X
de Cobre; e ainda caracterizada por um termograma de Calorimetria de
Varredura Diferencial (DSC) tendo um valor maximo Unico em cerca de
164,4 * 2,0, medido por um Instrumento de DSC 6 Perkin Elmer.

Em uma forma de realizagdo, a inveng¢do prové uma céapsula
unica contendo cerca de 100 mg de acido suberoilanilida hidroxamico, e o
composto de metal quelatdvel, em que a SAHA total tem um perfil de
dissolugdo in vitro caracterizado por: pelo menos, porém menos ou igual a 75
% da SAHA total sédo dissolvidos em 15 minutos, pelo menos 75 % da SAHA
total sdo dissolvidos em 60 minutos, em que a SAHA ¢é cristalina e
caracterizada por um padrio de difragdo de p6 de raio-X com radiagdo Ko de
cobre, incluindo picos caracteristicos em 9,1, 10,8, 12,3, 17,2, 19,2, 19,8,
23,7, 24,1, 25,7, 26,8 e 27,7 graus 20 e faltando picos em 13,4 a 14,0 € 22,7 a
23,0 graus 20 usando uma fonte de raio-X de cobre.

Em outra forma de realizagdo, a invengdo prové uma capsula
unica compreendendo cerca de 100 mg de acido suberoilanilida hidroxdmico,
e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA total tem um perfil de
dissolugdo in vitro com um fator de similaridade (f2) de pelo menos 50 a 100
em comparacdo com o perfil de dissolugdo de referéncia mostrado na Figura
1, em que a SAHA ¢ cristalina e caracterizada por um padrio de difragdo de
poO de raio-X com radiacdo Ko de cobre, incluindo picos caracteristicos em
9,0, 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0, 24,4, 24,8, 25,0, 28,0 graus 20, e faltando um
picoem 13,4 a 14,0 e 22,7 a 23,0 graus 26.

Em outra forma de realizagdo, a invengdo prové uma capsula
unica compreendendo cerca de 100 mg de acido suberoilanilida hidroxamico,
e o composto de metal quelatdvel, em que a SAHA total tem um perfil de
dissolugdo in vitro com um fator de similaridade (f2) de pelo menos 50 a 100
em comparag¢do com o perfil de dissolugdo de referéncia mostrado na Figura

1, em que a SAHA ¢é cristalina e caracterizada por um padrdo de difragdo de
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p6 de raio-X com radiagdo Ko de cobre, incluindo picos caracteristicos em
9.4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0 e 28,0 graus 20, em que a difracdo de raio-X ¢
medida com uma fonte de raio-X de Cobre; e ainda caracterizada por um
termograma de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) tendo um valor
maximo unico em cerca de 164,4 + 2,0, medido por um Instrumento de DSC
6 Perkin Elmer.

Em outra forma de realizagdo, a inven¢do prové uma capsula
unica compreendendo cerca de 100 mg de acido suberoilanilida hidroxamico,
e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA inteira tem um perfil de
dissolug¢do in vitro com um fator de similaridade (f2) de pelo menos 50 a 100
em compara¢do com o perfil de dissolugdo de referéncia mostrado na Figura
1, em que a SAHA ¢ cristalina e caracterizada por um padrio de difragdo de
p6 de raio-X com radiagdo Ko de cobre, incluindo picos caracteristicos em
9,1, 10,8, 12,3, 17,2, 19,2, 19,8, 23,7, 24,1, 25,7, 26,8 e 27,7 graus 20 e
faltando picos em 13,4 a 14,0 e 22,7 a 23,0 graus 20 com o uso de uma fonte
de raio-X de Cobre.

Em uma outra forma de realizagdo, a inven¢do prové uma
capsula Unica compreendendo cerca de 100 mg de acido suberoilanilida
hidroxamico, e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA inteira tem
um perfil de dissolugdo in vitro caracterizado por 43 a 63 % dissolvidos em
10 minutos, 66 a 86 % dissolvidos em 30 minutos, € 77 a 97 % dissolvidos
em 60 minutos, em que a SAHA ¢€ cristalina e caracterizada por um padrdo de
difragdo de pd de raio-X com radiagcdo Ko de cobre, incluindo picos
caracteristicos em 9,0, 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0, 24,4, 24,8, 25,0, 28,0 graus
20, e faltando picos em 13,4 a 14,0 € 22,7 a 23,0 graus 26.

Em uma outra forma de realizagdo, a inveng¢do prové uma
capsula Unica compreendendo cerca de 100 mg de &cido suberoilanilida
hidroxamico, e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA inteira tem

um perfil de dissolugéo in vitro caracterizado por 43 a 63 % dissolvidos em
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10 minutos, 66 a 86 % dissolvidos em 30 minutos, € 77 a 97 % dissolvidos
em 60 minutos, em que a SAHA ¢ cristalina e caracterizada por um padrio de
difracdo de pdé de raio-X com radiagdo Ko de cobre, incluindo picos
caracteristicos em 9,4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0 ¢ 28,0 graus 20, em que a
difracdo de raio-X € medida com uma fonte de raio-X de cobre; e ainda
caracterizada por um termograma de Calorimetria de Varredura Diferencial
(DSC) tendo um valor maximo unico em cerca de 164 £ 2,0, medido por um
Instrumento DSC 6 Perkin Elmer tendo um valor maximo dnico em cerca de
164,4 + 2,0, medido por um Instrumento de DSC 6 Perkin Elmer.

Em uma outra forma de realizagdo, a invengdo prové uma
capsula Unica compreendendo cerca de 100 mg de acido suberoilanilida
hidroxamico, e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA inteira tem
um perfil de dissolugdo in vitro caracterizado por 43 a 63 % dissolvidos em
10 minutos, 66 a 86 % dissolvidos em 30 minutos, e 77 a 97 % dissolvidos
em 60 minutos, em que a SAHA ¢€ cristalina e caracterizada por um padrio de
difracdo de pd de raio-X com radiagdo Ko de cobre, incluindo picos
caracteristicos em 9,1, 10,8, 12,3, 17,2, 19,2, 19,8, 23,7, 24,1, 25,7, 26,8 €
27,7 graus 20 e faltando picos em 13,4 a 14,0 e 22,7 a 23,0 graus 26 com o
uso de uma fonte de raio-X de Cobre.

Em uma outra forma de realizacdo, a inven¢do prové uma
capsula unica compreendendo cerca de 100 mg de acido suberoilanilida
hidroxamico, e o composto de metal quelatavel, em que a SAHA inteira tem
um perfil de dissolugdo in vitro caracterizado por 43 a 63 % dissolvidos em
10 minutos, 66 a 86 % dissolvidos em 30 minutos, € 77 a 97 % dissolvidos
em 60 minutos, em que a SAHA ¢ cristalina e caracterizada por um padréo de
difracdo de po6 de raio-X com radiagdo Ko de cobre, incluindo os picos
caracteristicos em 9,0, 9.4, 17,5, 19,4, 20,0, 24,0, 24,4, 24,8, 25,0, 28,0 graus
20, e faltando picos em 13,4 a 14,0 e 22,7 a 23,0 graus 20.

Em uma forma de realizagdo, o composto de metal quelatavel
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compreende ferro. O composto de ferro pode estar em qualquer forma
biodisponivel ao paciente, que forma o complexo de quelato inibidor do
HDAC de ferro in situ, por exemplo uma forma de composi¢do farmacéutica
tal como a forma de tablete ou de capsula. Em uma forma de realizagdo, o
composto de ferro ¢ um suplemento de ferro na forma de gliconato ferroso,
gliconato férrico, sulfato ferroso, sulfato férrico, fumarato ferroso, fumarato
férrico, quelato de aminoacido de ferro ou bis-glicinato ferroso. O suplemento
de ferro pode também conter outras vitaminas e minerais. Em outra forma de
realizagdo, o inibidor da HDAC e o ferro na composi¢do farmacéutica acha-se
em uma relagdo estequiométrica de 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1 ou 2:1. Em uma
forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica compreende cerca de 100 mg
de SAHA e cerca de 1 a 10 equivalentes molares de suplemento de ferro. Em
outra forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica compreende cerca de
150 mg de SAHA e cerca de 1 a 10 equivalentes molares de suplemento de
ferro. Em uma outra forma de realizagdo, a composicdo farmacéutica
compreende cerca de 200 mg de SAHA e cerca de 1 a 10 equivalentes
molares de suplemento de ferro. Em uma forma de realizagdo alternativa, a
composi¢do farmacéutica compreende cerca de 50 mg de SAHA e cerca de 1
a 10 equivalentes molares de suplemento de ferro. Em uma forma de
realizagdo, o composto de metal quelatavel compreende zinco. O composto de
zinco pode estar em qualquer forma biodisponivel ao paciente e que forme o
complexo de quelato inibidor da HDAC de zinco in situ, por exemplo, na
forma de composig¢do farmacéutica, tal como na forma de tablete ou capsula.
Em uma forma de realizagdo, o composto de zinco € um suplemento de zinco
na forma de gliconato de zinco, picolinato de zinco, citrato de zinco, quelato
de aminoacido de zinco ou o6xido de zinco. O suplemento de zinco pode
também conter outras vitaminas e minerais. Em outra forma de realizagdo, a
SAHA e o zinco na composi¢io farmacéutica acham-se em uma relagdo

estequiométrica de 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1 ou 2:1 de SAHA para zinco. Em uma
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forma de realizag@o, a composi¢do farmacéutica compreende cerca de 100 mg
de SAHA e cerca de 1 a 10 equivalentes molares de suplemento de zinco. Em
outra forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica compreende cerca de
200 mg de SAHA e cerca de 1 a 10 equivalentes molares de suplemento de
zinco.

Composicdo Farmacéutica compreendendo o Complexo de Quelato de

inibidor da HDAC de Metal

Em uma forma de realizagdo, a inven¢do prové uma
composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade terapeuticamente
eficaz do complexo de quelato inibidor da HDAC de metal ou seu hidrato ou
solvato, e um carreador farmaceuticamente aceitavel.

O complexo de quelato inibidor da HDAC de metal pode estar
na forma amorfa. O complexo inibidor da HDAC de metal pode ser cristalino,
micronizado, ou pode ser aglomerado, granulos particulados, péds, oleos,
suspensdes oleosas ou qualquer outra forma de sélido. O complexo de quelato
inibidor da HDAC de metal, ou seu hidrato ou solvato, pode estar em
qualquer forma cristalina. Em uma forma de realizag3o, o inibidor de HDAC
€ um derivado do 4cido hidroxdmico. Em uma forma de realizacgfo, o inibidor
da HDAC é SAHA.

Em uma forma de realizagdo, a inven¢do prové uma
composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade terapeuticamente
eficaz do complexo de quelato de SAHA de ferro, ou seu hidrato ou solvato, e
um carreador farmaceuticamente aceitivel. Em uma forma de realizacdo, a
relacdo de ferro para SAHA é de 1:3, 1:2 ou 1:1.

Em uma forma de realizagdo, o complexo de quelato de SAHA
de ferro € cristalino, e é caracterizado por um padrdo de difracdo de raio-X
substancialmente semelhante aquele apresentado na Figura 1. Em outra forma
de realiza¢do, o complexo de quelato de SAHA de ferro € caracterizado por

um padrdo de difragdo de p6 de raio-X com radia¢cdo Ka de cobre, incluindo
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0s picos caracteristicos em 8,8, 14,5 e 21,8 graus 20. Em uma outra forma de
realizag¢do, o complexo de quelato de SAHA de ferro é caracterizado por um
padrio de difragdo de p6 de raio-X com radiagdo Ka de cobre, incluindo os
picos caracteristicos em 8,8, 13,3, 14,5, 20,3, 21,8 e 24,6 graus 20. Em uma
outra forma de realizagdo, o complexo de quelato de SAHA de ferro ¢
caracterizado por um padrdo de difra¢do de pd de raio-X com radiagdo Ka de
cobre, incluindo os picos caracteristicos em 8,8, 13,3, 14,5, 18,5, 20,3, 21,8,
24,6, 25,8 e 33,3 graus 20.

Em outra forma de realizagdo, a invengdo também prové uma
composi¢do farmacéutica compreendendo uma quantidade terapeuticamente
eficaz do complexo de quelato de SAHA de zinco, ou seu hidrato ou solvato,
e um carreador farmaceuticamente aceitavel. Em uma forma de realizagio, a
relacdo de zinco para SAHA é de 1:3, 1:2 ou 1:1.

A invengdo também inclui composi¢des farmacéuticas
compreendendo hidratos ou solvatos do complexo de quelato inibidor da
HDAC de metal, ou SAHA. O termo “hidrato” inclui, porém sem limitar,
hemi-hidrato, monoidrato, diidrato, triidrato e outros.

Composicdes Farmacéuticas

O carreador farmaceuticamente aceitdvel nas composi¢des
farmacéuticas pode estar na forma de particulas sélidas. Qualquer excipiente
inerte que seja comumente usado como o carreador ou diluente pode ser
usado nas formulagdes da presente invengdo, tais como, por exemplo, uma
goma, um amido, um agucar, um material celuldésico, um acrilato, ou misturas
destes. Em uma forma de realizag¢ao, o diluente é celulose microcristalina. As
composi¢des da presente invencdo (por exemplo, inibidor de HDAC;
composto de metal quelatavel; inibidor da HDAC e composto de metal
quelatavel; ou complexo de quelato inibidor da HDAC de metal) podem ainda
compreender um agente de desintegracdo (por exemplo, croscarmelose

sodica) e um lubrificante (por exemplo, o estearato de magnésio), e, além
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disso, pode compreender um ou mais aditivos selecionados de um aglutinante,
um tampéao, um inibidor da protease, um tensoativo, um agente solubilizante,
um plastificante, um emulsificante, um agente estabilizador, um agente de
aumento da viscosidade, um edulcorante, um agente formador de pelicula, ou
qualquer combinagdo destes. Além disso, as Composi¢des da presente
invengdo podem estar na forma de formulagdes de liberagdo controlada ou de
liberagdo imediata.

Em uma forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica aqui
descrita pode ainda consistir em celulose microcristalina, croscarmelose
sodica e estearato de magnésio. O percentual das Composi¢des desta invengdo
e dos varios excipientes nas formulagdes, pode variar. Por exemplo, a
composigdo farmacéutica pode compreender entre cerca de 20 e 90 %, entre
cerca de 50 e 80 %, ou entre cerca de 60 e 70 %, em peso das Composigdes
desta invengdo. Além disso, a composi¢do farmacéutica pode compreender
entre cerca de 1 e 30 %, entre cerca de 1 € 10 %, entre cercade 2 ¢ 5 %, em
peso, de croscarmelose sodica, como um desintegrante. Além disso,a
composi¢do farmacéutica pode compreender entre cerca de 0,1 e 5 % ou cerca
de 0,5 e 1,5 % em peso de estearato de magnésio, como um lubrificante.

Em uma forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica da
invengdo € de cerca de 50 a 80 % em peso das Composi¢des desta invengdo;
cerca de 20 a 40 % em peso de celulose microcristalina; cercade 1 a 10 % em
peso de croscarmelose sodica; e cerca de 0,1 a 5 % em peso de estearato de
magnésio. Em outra forma de realizagdo, a composi¢cdo farmacéutica da
invenc¢do € de cerca de 60 a 70 % em peso das Composi¢des desta invengio;
de cerca de 25 a 35 % em peso de celulose microcristalina; cerca de 2 a 5 %
em peso de croscarmelose sddica; e cerca de 0,5 a 1,5 % em peso de estearato
de magnésio. Em uma forma de realizagcdo, a composi¢do farmacéutica
descrita compreende cerca de 50 a 200 mg ou 50 a 600 mg da Forma I da

SAHA.
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Uma forma de realizagdo particular da inveng¢do € uma
formulagdo soélida das Composigbes desta invengdo com celulose
microcristalina, NF (Avicel Ph 101), croscarmelose sddica, NF (AC-Di-Sol) e
estearato de magnésio, NF, contidos em uma capsula de gelatina. Uma outra
forma de realiza¢do é uma composigdo farmacéutica compreendendo cerca de
100 mg das Composi¢des desta invengdo, cerca de 44,3 mg de celulose
microcristalina, cerca de 4,5 mg de croscarmelose sodica, cerca de 1,2 mg de
estearato de magnésio.

Em uma forma de realiza¢do, as composi¢des farmacéuticas
sdo administradas oralmente, e sdo assim formuladas em uma forma adequada
para administragdo oral, isto é, como uma forma soélida ou liquida.
Formulagdes orais soélidas adequadas incluem, por exemplo, tabletes,
capsulas, pilulas, granulos, pelotas e outras. Formula¢des orais liquidas
adequadas incluem, por exemplo, emulsdes, Oleos etc. Em uma forma de
realizacdo da presente invengdo, a Composi¢do € formulada em capsulas. De
acordo com esta forma de realizagdo, as composi¢des farmacéuticas da
presente invencdo compreendem uma capsula de gelatina dura além das
Composi¢des desta invengdo, mais o carreador ou diluente inertes.

Carreadores/diluentes solidos incluem, porém sem limitar,
uma goma, um amido (por exemplo o amido de milho, o amido pré-
gelatinizado), um agucar (por exemplo lactose, manitol, sacarose, dextrose),
um material celuldsico (por exemplo a celulose microcristalina), um acrilato
(por exemplo o polimetilacrilato), o carbonato de calcio, o 6xido de magnésio,
talco, ou as misturas destes.

Para as formulagdes liquidas, oS carreadores
farmaceuticamente aceitaveis podem ser solugdes ndo aquosas, suspensoes,
emulsdes ou 6leos. Exemplos de solventes ndo aquosos sdo o propileno glicol,
o polietileno glicol, e ésteres orgénicos injetaveis tais como o oleato de etila.

Exemplos de Oleos sdo aqueles de petréleo, animal, vegetal, ou de origem
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sintética, por exemplo o 6leo de amendoim, o Oleo de soja, 6leo mineral,
azeite, 6leo de girassol e 6leo de figado de peixe. As suspensdes também
podem incluir os seguintes componentes: Oleos fixos, polietileno glicéis,
glicerina, propileno glicol ou outros solventes sintéticos; agentes
antibacterianos tais como o 4alcool benzilico ou os metil parabenos;
antioxidantes tais como o acido ascérbico ou o bissulfito de sodio; agentes de
quelagdo tais como o acido etilenodiaminatetraacético (EDTA).

Além disso, as composi¢Bes farmacéuticas podem ainda
compreender aglutinantes (por exemplo, acécia, amido de milho, gelatina,
carbomero, etil celulose, goma guar, hidroxipropil celulose, hidroxipropil
metil celulose, povidona), agentes desintegrantes (por exemplo o amido de
milho, a fécula de batata, o acido alginico, didxido de silicio, croscarmelose
sodica, crospovidona, goma guar, amido glicolato de sédio, Primogel),
detergentes (por exemplo, Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, sais de acido
biliar), inibidores da protease, tensoativos (por exemplo o lauril sulfato de
sodio), intensificadores da permeagdo, agentes solubilizantes (por exemplo,
glicerol, polietileno glicerol), um deslizante (por exemplo, o diéxido de silicio
coloidal), antioxidantes (por exemplo, acido ascoérbico, metabissulfito de
sodio, hidroxianisol butilado), estabilizadores (por exemplo, hidroxipropil
celulose, hidroxipropilmetil celulose), agentes de aumento da viscosidade (por
exemplo, carbomero, dioxido de silicio coloidal, etil celulose, goma guar),
edulcorantes (por exemplo, sacarose, aspartame, acido citrico), agentes de
sabor (por exemplo, horteld-pimenta, salicilato de metila ou sabor de laranja),
preservativos (por exemplo, Thimerosal, alcool benzilico, parabenos),
lubrificantes (por exemplo, acido estearico, estearato de magnésio, polietileno
glicol, lauril sulfato de sédio), auxiliares de circulagdo (por exemplo, didéxido
de silicio coloidal), plastificantes (por exemplo, o ftalato de dietila, o citrato
de trietila), emulsificantes (por exemplo, carbomero, hidroxipropil celulose,

lauril sulfato de sédio), revestimentos poliméricos (por exemplo, poloxadmeros



10

15

20

25

20

ou poloxaminas), agentes formadores de revestimento e de pelicula (por
exemplo, a etil celulose, acrilatos, polimeracrilatos) e/ou adjuvantes.

Em uma forma de realizagdo, as Composi¢des desta invengdo
sdo preparadas com carreadores que as protejam contra a rapida eliminagéo
do corpo, tal como uma formula¢do de liberagcdo controlada, incluindo
implantes e sistemas de liberagdo microencapsulada. Polimeros
biodegradaveis, biocompativeis, podem ser usados, tais como o vinil acetato
de etileno, os polianidridos, o acido poliglicdlico, colageno, poliortoésteres e
acido polilactico. Métodos para a preparagdo de tais formula¢des serdo
evidentes aqueles habilitados na técnica. Os materiais também podem ser
obtidos comercialmente da Alza Corporation e da Nova Pharmaceuticals, Inc.
As suspensdes lipossdmicas (incluindo os lipossomas dirigidos as células
infectadas com anticorpos monoclonais aos antigenos virais) podem também
ser usadas como carreadores farmaceuticamente aceitaveis. Estes podem ser
preparados de acordo com métodos conhecidos daqueles habilitados na
técnica, por exemplo como descrito na Patente U.S. n®4.522.811.

A preparacdo das composi¢des farmacéuticas que contém um
componente ativo € bem entendida na técnica, por exemplo, pelos processos
de mistura, granulagdo ou formagdo de tabletes. Para administra¢do oral, os
agentes ativos sdo misturados com aditivos costumeiros para esta finalidade,
tais como veiculos, estabilizadores ou diluentes inertes, e transformados por
métodos costumeiros nas formas adequadas para administragdo, tais como
tabletes, tabletes revestidos, cdpsulas de gelatina dura ou macia, solugdes
aquosas, alcodlicas ou oleosas, e outros, como detalhado acima.

Em uma forma de realizagdo, as composi¢des orais sdo
formuladas na forma unitaria de dosagem para facilidade de administrag@o e
uniformidade da dosagem. A forma unitaria de dosagem, como aqui usada,
refere-se a unidades fisicamente discretas adequadas como dosagens unitérias

para o paciente a ser tratado, cada unidade contendo uma quantidade
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predeterminada das Composi¢des desta invengdo, calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associagdo com o carreador farmacéutico
requerido. A especificacdo para as formas unitarias de dosagem da invengdo
sdo prescritas e diretamente dependentes das caracteristicas Unicas das
Composi¢des desta invengdo, e do efeito terapéutico especifico a ser
alcangado, e das limitagdes inerentes na técnica de composi¢do de um tal
composto ativo para o tratamento dos pacientes. Em certas formas de
realizagdo, a unidade de dosagem contém cerca de 600 mg, 550 mg, 500 mg,
450 mg, 400 mg, 350 mg, 300 mg, 250 mg, 200 mg, 150 mg, 110 mg, 105
mg, 100 mg, 95 mg, 90 mg, 85 mg, 80 mg, 75 mg, 70 mg, 65 mg, 60 mg, 55
mg, 50 mg, 45 mg ou 40 mg das Composi¢des desta invengdo. Em uma forma
de realizagdo, a quantidade das Composi¢cdes desta invencdo € de cerca de
100 mg.

As composi¢des farmacéuticas podem ser incluidas em um
recipiente, pacote ou dispensador, junto com instru¢des para administragdo.
Em uma forma de realizacdo, a composi¢do farmacéutica é uma capsula
unica, em que a quantidade das Composi¢Oes desta invengdo € de cerca de
100 mg. Em uma forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica é em duas
capsulas, em que cada capsula contém Composi¢des desta invengdo de cerca
de 50 mg.

Método de se Obter um Complexo de Quelato Inibidor da HDAC de Metal e

Cristalizacdo

A invengdo também prové um método de se obter um
completo de quelato inibidor da HDAC de metal compreendendo a etapa de
adicionar um composto de metal quelatavel e base com o inibidor da HDAC
em um meio de reacdo. Em uma forma de realiza¢do, o meio de reagdo € um
solvente orgénico ou mistura de solvente organico e agua. Em uma forma de
realizagdo, o solvente orgéanico € etanol. Em uma forma de realizagdo, o

composto de metal quelatavel compreende ferro ou zinco. Em outra forma de
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realiza¢do, o composto de metal quelatavel, base e inibidor de HDAC sé&o
soluveis no meio de reagdo. Em uma forma de realiza¢do, a base é N,N-
diisopropiletilamina ou etéxido de s6dio. Em uma forma de realizag¢do, o
composto de metal quelatavel € cloreto férrico ou cloreto de zinco.

A invengdo também prové um método de se obter um
complexo de quelato inibidor da HDAC de metal cristalino compreendendo a
etapa de cristalizar o complexo de quelato em um solvente orginico ou em
uma mistura de solvente organico e dgua. Em uma forma de realizac¢io, o
metal € zinco ou ferro.

Em uma forma de realizagdo particular, o complexo de quelato
inibidor da HDAC de metal cristalino € cristalizado de um solvente organico.
O solvente organico pode ser um alcool, tal como metanol, etanol ou
isopropanol. Em uma forma de realizagdo, o solvente orginico é um ou mais
dentre metano, etanol, acetonitrila, isopropanol e acido acético. Em uma
forma de realizagdo, o solvente organico é etanol. Em uma forma de
realizagdo particular, o solvente organico usado no meio de rea¢do € o mesmo
daquele na cristalizag3o.

Em outra forma de realizagio, a mistura de solvente orgéanico e
agua compreende cerca de 1 a 99 % de solvente orginico e cercade 99 a 1 %
de agua. Em outra forma de realizagdo, a mistura compreende 40 a 99 % de
etanol e 60 a 1 % de agua. Em uma forma de realiza¢do a mistura compreende
cerca de 15 a 85 % de solvente e cerca de 1 a 15 % de agua. Em uma forma
de realizagdo particular, a mistura compreende cerca de 85 % de solvente
organico e cerca de 15 % de 4gua. Em outra forma de realizagdo particular, a
mistura compreende etanol e 4gua a 1:1. Em ainda outra forma de realizagdo
particular, a mistura compreende etanol e agua a 9:1. As relagdes ou
percentuais de solvente organico para agua aqui descritos sdo em volume.

Em uma forma de realizag¢do particular, o solvente organico ¢

um alcool (por exemplo, metanol, etanol, isopropanol e outros). Entretanto,
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deve ser evidente a uma pessoa habilitada na técnica, que as cristalizagdes ou
reagdes aqui descritas podem ser realizadas em quaisquer solventes ou
misturas de solventes adequados, os quais podem ser facilmente selecionados
por uma pessoa habilitada na técnica da sintese orgédnica. Tais solventes
organicos adequados, como aqui usados, podem incluir, por meio de exemplo
e sem limitac¢do, solventes clorados, solventes de hidrocarboneto, solventes de
€teres, solventes proticos polares e solventes apréticos polares. Solventes
halogenados adequados incluem, porém sem limitacdo, tetracloreto de
carbono, bromodiclorometano, dibromoclorometano, bromoférmio,
cloroférmio, bromoclorometano, dibromometano, cloreto de butila,
diclorometano, tetracloroetileno, tricloroetileno, 1,1,1-tricloroetano, 1,1,2-
tricloroetano, 1,1-dicloroetano, 1,2-dicloroetano, 2-cloropropano,
hexafluorobenzeno, 1,2,4-triclorobenzeno, o-diclorobenzeno, clorobenzeno,
fluorobenzeno, fluorotriclorometano, clorotrifluorometano,
bromotrifluorometano, tetrafluoreto de carbono, diclorofluorometano,
clorodifluorometano, trifluorometano, 1,2-diclorotetrafluoroetano e
hexafluoroetano. Solventes de hidrocarboneto adequados incluem, porém sem
limitar, benzeno, cicloexano, pentano, hexano, tolueno, cicloeptano,
metilcicloexano, heptano, etilbenzeno, m-, o- ou p-xileno, octano, indano,
nonano. Solventes de éter adequados incluem, sem limitar, dimetoximetano,
tetraidrofurano, 1,3-dioxano, 1,4-dioxano, furano, éter dietilico, é&ter
dimetilico de etileno glicol, éter dietilico de etileno glicol, éter dimetilico de
dietileno glicol, éter dietilico de dietileno glicol, éter diisopropilico de
trietileno glicol, anisol ou éter t-butil metilico.

Solventes proticos polares adequados incluem, sem limitar,
metanol, etanol, 2-nitroetanol, 2-fluoroetanol, 2,2,2-trifluoroetanol, etileno
glicol, 1-propanol, 2-propanol, 2-metoxietanol, 1-butanol, 2-butanol, alcool i-
butilico, alcool t-butilico, 2-etoxietanol, dietileno glicol, 1-, 2-, ou 3-pentanol,

alcool neo-pentilico, 4lcool t-pentilico, éter monometilico de dietileno glicol,
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¢ter monoetilico de dietileno glicol, cicloexanol, alcool benzilico, fenol e
glicerol. Solventes aproticos polares adequados incluem, sem limitar,
dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida (DMAC), 1,3-dimetil-3,4,5,6-
tetraidro-2(1H)-pirimidona (DMPU), 1,3-dimetil-2-imidazolidinona (DMI),
N-metilpirrolidinona  (NMP), formamida, N-metilacetamida, N-
metilformamida, acetonitrila (ACN), dimetilsulf6xido, propionitrila, formiato
de etila, acetato de metila, hexacloroacetona, acetona, cetona etil metilica,
acetato de etila, acetato de isopropila, acetato de t-butila, sulfolano, N,N-
dimetilpropionamida, nitrometano, nitrobenzeno, hexametilfosforamida.

Meétodos de Tratamento

Os inibidores da HDAC que possuem dominios de ligagdo de
metal, tais como os derivados de acido hidroxdmico, sdo capazes de
sequestrar certos sais endogenos, tais como o ferro e o zinco. Estes sais sdo
requeridos pelos sistemas biologicos para a saide e sobrevivéncia a longo
prazo. Adicionalmente, os sais quelataveis, tais como o ferro, sdo requeridos
pelas enzimas e proteinas tais como as lipoxigenases, a superfamilia P450 de
enzimas, as monoamina oxidases, heme e numerosos outros, para manter a
fun¢do normal.

O zinco ¢ essencial para a divisdo e crescimento celular e
auxilia na formagdo do DNA. O zinco também € importante para auxiliar no
funcionamento apropriado da insulina e se acha envolvido na satde do
sistema imune. A deficiéncia de zinco pode causar atrofia mucosa intestinal,
anemia, diarréia, absorc¢do reduzida de 4gua e de nutrientes (desidratacdo e
anorexia), sabor prejudicado, alopecia, atrofia timica, atrofia dos testiculos;
hiperglicemia, glicose sérica aumentada, aumento da creatina, insuficiéncia,
dano ou falha renais.

Experiéncias clinicas adversas ou efeitos colaterais tais como a
diarréia, a fadiga, ndusea, trombocitopenia, anorexia, disgeusia, redugdo do

peso, espasmos musculares, alopecia, anemia, aumento da creatinina do
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sangue, vOmitos, calafrios, tém sido observados quanto a SAHA no
tratamento de pacientes com céncer, alguns dos quais podem estar associados
com a deficiéncia de ferro ou de zinco como um resultado do sequestro destes
ions pelo dominio de ligagdo de metal da SAHA. A toxicidade pré-clinica da
SAHA inclui a perda de peso ou a inapeténcia, a supressio imune
(leucopenia, linfopenia, atrofia timica) em todas as espécies de animais; a
trombocitopenia nos ratos; a toxicidade gastrintestinal (atrofia mucosa,
inflamag¢do aguda, necrose, lesdes multiplas), desidratagdo, perda de
eletrdlitos, atrofia testicular nos cies.

Da mesma forma, outros quelantes de zinco compartilham de
toxicidades ou efeitos colaterais semelhantes ao dos inibidores da HDAC. Por
exemplo, o Lithostat (dcido acetoidroxdmico) causa efeitos colaterais tais
como nausea, vOmito, anorexia, fadiga, mal-estar, reticulocitose, anemia,
trombocitopenia, leucopenia e cefaléia. A desferrioxamina (desferiprona)
causa efeitos colaterais como a fadiga, a atrofia da medula 6ssea, a atrofia
timica e a neutropenia.

Assim, a coadministragdo/coformulagdo dos inibidores da
HDAC e um composto de metal quelatavel, tal como o ferro ou zinco, devem
ser benéficos em manter a disponibilidade do ferro, do zinco e de outros
suprimentos de sais quelataveis, e eliminar os efeitos colaterais dos inibidores
da HDAC. Além da coadministragdo e da coformulagdo, considera-se que a
pré-formagdo do complexo de quelato inibidor da HDAC de metal, deve ter
um efeito semelhante.

Assim sendo, em uma forma de realizag¢io, a invenc¢io fornece
um método para tratar cancer e aliviar os efeitos colaterais do inibidor da
HDAC, compreendendo a etapa de coadministrar ao paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz do inibidor da HDAC e um composto de metal
quelatavel. Em outra forma de realizagfo, a inveng¢do também prové um uso

de um inibidor da HDAC para a preparagdo de um medicamento para o
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tratamento do céncer e alivio dos efeitos colaterais do inibidor da HDAC,
compreendendo a etapa de coadministrar a um paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz do inibidor da HDAC e um composto de metal
quelatavel. Em uma forma de realizagdo, o composto de metal quelatavel é
administrado diariamente ao paciente. Em outra forma de realizagfo, o
composto de metal quelatavel ¢ administrado antes ou apds a administragdo
do inibidor da HDAC. Em outra forma de realiza¢do, o composto de metal
quelatavel € simultaneamente administrado com o inibidor da HDAC. Em
uma outra forma de realizagdo, a invengdo prové um kit compreendendo pelo
menos uma dosagem unitaria farmaceuticamente eficaz do inibidor de HDAC,
e instrugdes para o tratamento do cancer e alivio dos efeitos colaterais do
inibidor da HDAC pela coadministracdo de um composto de metal quelatavel
com o inibidor da HDAC. A dosagem unitaria farmaceuticamente eficaz do
SAHA, seu sal ou hidrato farmaceuticamente aceitavel, pode ser de 200 mg,
300 mg, 400 mg, 500 mg ou 600 mg. O composto de metal quelatavel pode
estar na forma de uma composi¢do farmacéutica, por exemplo um suplemento
vitaminico ou suplemento mineral, que pode também compreender outras
vitaminas e minerais.

Em outra forma de realizagdo, a inven¢do também prové um
método para tratar cancer e aliviar os efeitos colaterais do inibidor da HDAC,
compreendendo a etapa de administrar a um paciente uma composi¢do
farmacéutica compreendendo um inibidor da HDAC e um composto de metal
quelatavel. Em outra forma de realizagdo, a invengdo prové um uso para a
preparagdo de um medicamento contendo um inibidor da HDAC e um
composto de metal quelatavel para o tratamento do céancer, e aliviar os efeitos
colaterais do inibidor da HDAC. Em uma outra forma de realiza¢do, a
invencdo fornece uma composi¢do farmacéutica compreendendo inibidor de
HDAC e um composto de metal quelatavel, para uso no tratamento do cancer

e aliviar os efeitos colaterais do inibidor da HDAC. Em uma forma de
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realizagdo, o composto de metal quelatavel compreende ferro e zinco. Em
outra forma de realizagdo, o inibidor de HDAC é o acido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA).

Em uma forma de realizagdo, o efeito colateral é ndusea,
vOmito, diarréia, anorexia, atrofia mucosa intestinal ou toxicidade
gastrintestinal. Em outra forma de realiza¢do, o efeito colateral é anemia,
fadiga ou trombocitopenia. Em uma outra forma de realizacdo, o efeito
colateral é nausea, vOmito, diarréia, anorexia, atrofia mucosa intestinal,
toxicidade gastrintestinal, fadiga ou trombocitopenia.

Em uma outra forma de realizagdo, a inven¢do ainda fornece
um método para tratar cancer, compreendendo a etapa de administrar a um
paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz de complexo de quelato
inibidor da HDAC de metal ou seu hidrato ou solvato. Em outra forma de
realizagdo, a invengdo fornece um uso para a preparacdo de um medicamento
contendo uma quantidade terapeuticamente eficaz do complexo de quelato
inibidor da HDAC de metal ou seu hidrato ou solvato, para o tratamento do
cancer. Em uma outra forma de realizacdo, a invenc¢do fornece uma
composi¢do farmacéutica compreendendo o complexo de quelato inibidor da
HDAC de metal ou seu hidrato ou solvato, para uso no tratamento do cancer.

A invengdo ainda fornece um método para tratar cancer,
compreendendo a etapa de administrar a um paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz do complexo de quelato de SAHA de zinco ou ferro,
ou seu hidrato ou solvato, mencionado nas formas de realiza¢do acima.

Em uma forma de realizagdo, o método da presente invengao
destina-se ao tratamento de pacientes humanos com céancer. Entretanto, ¢
também provavel que o método deva ser eficaz no tratamento do cincer em
outros mamiferos. O céncer inclui, sem limitagdo, qualquer cdncer causado
pela proliferagdo das células neoplasticas, tal como o cancer dos pulmdes, O

mieloma linféide agudo, o linfoma de Hodgkins, o linfoma ndo de Hodgkins,
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o melanoma da bexiga, o carcinoma renal, o carcinoma de mama, o
carcinoma prostatico, o carcinoma ovariano ou o carcinoma colorretal. De
acordo com a inven¢do, as composi¢gdes farmacéuticas podem ser usadas no
tratamento de uma ampla variedade de cénceres, incluindo, porém sem
limitar, tumores sélidos (por exemplo, tumores da cabega e do pescogo, dos
pulmdes, mamas, coélon, prostata, bexiga, reto, cérebro, tecido gastrico, 0ssos,
ovario, tireéide ou endométrio), malignidades hematologicas (por exemplo,
leucemias, linfomas, mielomas), carcinomas (por exemplo carcinoma da
bexiga, carcinoma renal, carcinoma mamario, carcinoma colorretal),
neuroblastoma ou melanoma. Exemplos ndo limitativos destes céanceres
incluem o linfoma de células-B grandes difuso (DLBCL), os lingomas de
células-T ou leucemias, por exemplo o linfoma de células-T cutineas
(CTCL), o linfoma de células-T periféricas ndo cutineas, o linfoma associado
com o virus linfotréfico de células-T humanas (HTLV), leucemia/linfoma de
células-T adultas (ATLL), bem como a leucemia linfocitica aguda, a leucemia
ndo linfocitica aguda, a leucemia mieldide aguda, a leucemia linfocitica
cronica, a leucemia mielogenosa cronica, a doenga de Hodgkin, o linfoma nio
de Hodgkin, mieloma, mieloma multiplo, mesotelioma, tumores solidos da
infincia, neuroblastoma cerebral, retinoblastoma, glioma, tumor de Wilms,
cancer 0sseo e sarcomas do tecido macio, tumores sélidos comuns de adultos,
tais como os canceres da cabeca e do pescogo (por exemplo orais, laringeo e
esofagico), canceres geniturindrios (por exemplo, da prostata, da bexiga,
renal, uterino, ovariano, testicular, retal e colb6nico), cancer pulmonar (por
exemplo, o carcinoma de células pequenas e o carcinoma pulmonar de células
ndo pequenas, incluindo o carcinoma de células escamosas e o
adenocarcinoma), cancer de mamas, cancer pancreatico, melanoma e outros
cinceres da pele, carcinoma basocelular, carcinoma metatastico da pele,
carcinoma de células escamosas tanto do tipo ulcerativo quando do tipo

papilar, cancer do estdmago, cancer do cérebro, cancer do figado, cancer
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adrenal, cancer dos rins, cancer da tiredide, carcinoma medular,
osteossarcoma, sarcoma do tecido macio, sarcoma de Ewing, sarcoma de
c€lulas do veticulum, e sarcoma de Kaposi. Acham-se também incluidas as
formas pediatricas de qualquer dos cinceres aqui descritos.

Métodos de Administracio

Em todos os métodos descritos neste relatério descritivo, a
composi¢do farmacéutica pode ser administrada oralmente em uma capsula de
gelatina. A composi¢do pode ser administrada em dosagens unitdrias de
acordo com os métodos aqui descritos, uma vez por dia, duas vezes por dia ou
trés vezes por dia.

A administragdo diéria € entfo repetida continuamente por um
periodo de vérios dias a vérios anos. O tratamento oral pode continuar entre
uma semana e a vida do paciente. Em uma forma de realizagdo, a
administracdo tem lugar por cinco dias consecutivos apds cujo tempo o
paciente pode ser avaliado para se determinar de outra administracdo é
necessaria. A administragdo pode ser continua ou intermitente, isto &,
tratamento por varios dias consecutivos seguidos por um periodo de repouso.

As composi¢des farmacéuticas da presente invengdo podem
ser administradas oralmente em uma dose diéria total entre 25 a 4000 mg/m?,
por exemplo cerca de 25 a 1000 mg,, 50 a 1000 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg,
400 mg, 600 mg, 800 mg, 1000 mg etc. Tipicamente o composto é
administrado como uma dose Unica quando da administragdo de até 400 mg
ao paciente. Quanto as dosagens totais mais elevadas (isto €, mais elevadas co
que 400 mg), o total € repartido em dosagens multiplas, por exemplo duas
vezes por dia, trés vezes por dia ou coisa parecida, ou disperso através de
periodos de tempo iguais durante o dia. Por exemplo, duas doses, por
exemplo, 500 mg cada, podem ser administradas com intervalo de 12 horas
para se obter uma dosagem total de 1000 mg em um dia.

Em uma forma de realizagcdo, o SAHA ¢é administrado ao
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paciente em uma dosagem diaria total de 200 mg. Em outra forma de
realizagdo, o SAHA ¢ administrado ao paciente em uma dosagem didria total
de 400 mg. Em outra forma de realizagio, o SAHA ¢ administrado ao
paciente em uma dosagem diaria total de 600 mg.

Em uma forma de realizagdo, a quantidade do inibidor da
HDAC administrada ao paciente é menor do que uma quantidade que pudesse
causar toxicidade incontrolavel no paciente. Em certas formas de realizagdo, a
quantidade do inibidor da HDAC que € administrado ao paciente é menor do
que a quantidade que faz com que uma concentragdo do composto no plasma
do paciente seja igual ou exceda ao nivel téxico do composto. Em uma forma
de realizagdo, a concentragdo do inibidor da HDAC no plasma do paciente ¢
mantida entre cerca de 10 nM e cerca de 5000 nM. A quantidade 6tima do
inibidor da HDAC que deve ser administrada ao paciente na pratica da
presente invengdo dependera do composto particular usado e do tipo de
cancer que esteja sendo tratado.

Histona Desacetilases e Inibidores das Histona Desacetilases

As histona desacetilases (HDACSs), como essa expressdo € aqui
usada, sdo enzimas que catalisam a remog¢ao dos grupos acetila dos residuos
de lisina nas caudas terminais amino das histonas do nucleo nucleossémico.
Como tal, as HDACs juntamente com as histonas acetil transferases (HATS)
regulam o estado de acetilagdo das histonas. A acetilagdo das histonas afeta a
expressdo de genes e inibidores das HDAC:Ss, tal como o acido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA) do composto polar hibrido com base no &acido
hidroxamico induz a parada do crescimento, a diferenciacdo e/ou a apoptose
das células transformadas in vitro e inibe o crescimento tumoral in vivo. As
HDACs podem ser divididas em trés classes com base na homologia
estrutural. As HDACs de Classe I (HDACs 1, 2, 3 e 8) levam com elas a
similaridade a proteina da levedura RPD3, sdo localizadas no nucleo e sdo

encontradas nos complexos associados com 0s co-repressores transcricionais.
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As HDAC:s de Classe II (HDACs 4, 5, 6, 7 e 9) sdo semelhantes a proteina de
levedura HDAI1, e tém localizacdo subcelular tanto nuclear quanto
citoplasmatica. As HDACs tanto de Classe I quanto II sdo inibidas pelos
inibidores das HDACs com base no acido hidroxamico, tal como o SAHA. As
HDACs de Classe III formam uma classe estruturalmente distante das
enzimas dependentes de NAD que sdo relacionadas as proteinas de levedura
SIR2 e nfo sd3o inibidas pelos inibidores da HDAC a base do acido
hidroxamico.

Os inibidores da histona desacetilase ou os inibidores da
HDAC, como essa expressdo € aqui usada, sdo compostos que sio capazes de
inibir a desacetilagdo das histonas in vivo, in vitro ou ambos. Como tais, 0s
inibidores da HDAC inibem a atividade de pelo menos uma histona
desacetilase. Como resultado da inibi¢do da desacetilagdo de pelo menos uma
histona, um aumento na histona acetilada ocorre e a acumulag¢io da histona
acetilada ¢ um marcador biologico adequado para avaliar a atividade dos
inibidores da HDAC. Portanto, os procedimentos que podem analisar quanto a
acumulagdo das histonas acetiladas podem ser usados para determinar a
atividade inibidora da HDAC dos compostos de interesse. Entende-se que os
compostos que podem inibir a atividade da histona desacetilase podem
também ligar-se a outros substratos e, como tal, podem inibir outras
moléculas biologicamente ativas, tais como as enzimas. Deve também ficar
entendido que os compostos da presente inveng¢do sdo capazes de inibir
qualquer das histona desacetilases apresentadas acima, ou qualquer outras
histona desacetilases.

Por exemplo, nos pacientes que recebam os inibidores da
HDAC, a acumulagdo das histonas acetiladas nas células mononucleares
periféricas, bem como nos tecidos tratados com os inibidores da HDAC, pode
ser determinada em relagdo a um controle adequado.

A atividade inibidora da HDAC de um composto particular
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pode ser determinada in vitro com o uso, por exemplo, de um ensaio
enzimatico que apresente inibi¢do de pelo menos uma histona desacetilase.
Além disso, a determinagdo da acumulagdo das histonas acetiladas nas células
tratadas com uma composi¢do particular, pode ser determinativa da atividade
inibidora da HDAC de um composto.

Os ensaios quanto a acumulagdo das histonas acetiladas sdo
bem conhecidos da literatura. Ver, por exemplo, Marks, P. A. et al, J. Natl.
Cancer Inst., 92: 1210-1215, 2000, Butler, L. M. et al., Cancer Res. 60: 5165-
5170 (2000), Richon, V. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 95: 3003-
3007, 1998, e Yoshida, M. et al, J. Biol. Chem., 265: 17174-17179, 1990.

Por exemplo, um ensaio enzimatico para determinar a
atividade de um composto inibidor da histona desacetilase pode ser conduzido
como a seguir. Resumidamente, o efeito de um composto inibidor da HDAC
sobre a HDACI1 rotulada do epitopo humano purificado por afinidade (Flag)
pode ser ensaiado pela incubagdo da prepara¢do enzimdtica na auséncia de
substrato sobre gelo, por cerca de 20 minutos, com a quantidade indicada do
composto inibidor. O substrato (histona derivada das células de eritroleucemia
murina rotulada de ([’H]acetila) pode ser adicionado e a amostra pode ser
incubada por 20 minutos em 37 °C em um volume total de 30 ul. A reagéo
pode entdo ser interrompida e o acetato liberado pode ser extraido e a
quantidade de liberagcdo da radioatividade determinada por contagem de
cintilagdo. Um ensaio alternativo util para determinar a atividade de um
composto inibidor da histona desacetilase é o “Ensaio da Atividade
Fluorescente da HDAC; Drug Discovery Kit-AK-500" disponivel da
BIOMOL® Research Laboratories, Inc., Plymouth Meeting, PA.

Estudos in vivo podem ser conduzidos como segue. Os
animais, por exemplo camundongos, podem receber inje¢do por Vvia
intraperitoneal com um composto inibidor da HDAC. Os tecidos

selecionados, por exemplo o cérebro, o bago, o figado etc. podem ser isolados
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em tempos predeterminados, apds a administra¢do. As histonas podem ser
isoladas dos tecidos essencialmente como por Yoshida et al., J. Biol. Chem.
265: 17174-17179, 1990. Iguais quantidades de histonas (cerca de 1 pg)
podem ser submetidas a eletroforese sobre 15 % de géis de SDS-
poliacrilamida e podem ser transferidas para filtros Hybond-P (disponiveis da
Amersham). Os filtros podem ser bloqueados com 3 % de leite e podem ser
sondados com um anticorpo de histona H4 antiacetilada policlonal purificada
de coelho (atAc-H4) e anticorpo de histona H3 antiacetilada (atAc-H3)
(Upstate Biotechnology, Inc.). Os niveis de histona acetilada podem ser
observados com o uso de um anticorpo anticoelho de cabra conjugado a
peroxidase de raiz-forte (1:5000) e o substrato quimioluminescente
SuperSignal (Pierce). Como um controle de carga para a proteina de histona,
géis paralelos podem ser desenvolvidos e manchados com Azul de Coomassie
(CB).

Além disso, os inibidores da HDAC com base no acido

. A . ~ AF1
hidroxamico foram observados supra-regularem a expressio do gene p21 """

WAF1
1

A proteina de p2 ¢ induzida dentro de 2 horas da cultura com inibidores

da HDAC em uma variedade de células transformadas com o uso de métodos

WAFI
1

padrdo. A indugdo do gene p2 ¢ associada com o actimulo das histonas

WAF
1 1

acetiladas na regido da cromatina deste gene. A inducdo de p2 pode,
portanto, ser reconhecida como envolvida na parada do ciclo das células G1
causada pelos inibidores da HDAC nas células transformadas.

Tipicamente, os inibidores da HDAC situam-se em cinco
classes gerais: 1) derivados de 4cido hidroxamico; 2) Acidos Graxos de
Cadeia Curta (SCFAs); 3) tetrapeptideos ciclicos; 4) benzamidas; e 5) cetonas
eletrofilicas.

Assim sendo, a presente inveng¢do inclui dentro do suas

composi¢des de amplo escopo compreendendo inibidores da HDAC que

sejam 1) derivados de 4cido hidroxdmico; 2) Acidos Graxos de Cadeia Curta
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(SCFAs); 3) tetrapeptideos ciclicos; 4) benzamidas; e 5) cetonas eletrofilicas,
e/ou qualquer outra classe de compostos capazes de inibir as histonas
desacetilases, para uso em inibir a histona desacetilase, induzindo a
diferenciacdo terminal nas células neoplasticas, e/ou induzindo a
diferenciagdo das células tumorais em um tumor.

Exemplos de tais inibidores da HDAC incluem, sem limitar:

A. Derivados de Acido Hidroxdmico tais como o &cido
suberoilanilida hidroxadmico (SAHA) [Richon et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 95, 3003-3007 (1998)]; bis-hidroxamida de acido m-carboxicinamico

(CBHA) (Richon et al., acima); piroxamida; analogos de tricostatina tais
como a tricostatina A (TSA) e a tricostatina C (Koghe et al. 1998. Biochem.
Pharmacol. 56: 1359-1364); acido salicilidroxdmico (SBHA) [Andrews et al.,
International J. Parasitology 30, 761-768 (2000)]; acido suberoil bis-
hidroxdmico (SBHA) (Patente U.S. n® 5.608.108); acido aceldico bis-
hidroxdmico (ABHA) (Andrews et al., acima); azelaico-l-hidroxamato-9-
anilida (AAHA) [Qiu et al., Mol. Biol. Cell 11, 2069-2083 (2000)]; acido 6-
(3-clorofenilureido)carpdico-hidroxdmico (3CI-UCHA); éacido oxanflatina-
[(2E)-5-[3-[(fenilsufonil)amino-fenil]-pent-2-en-4-ino-hidroxamico] [Kim et
al. Oncogene, 18: 2461-2470 (1999)]; A-161906, Scriptaid (Su et al. 2000
Cancer Research, 60: 3137-3142); PXD-101 (Prolifix); LAQ-824; CHAP;
MW2796 (Andrews et al., supra); MW2996 (Andrews et al., supra); ou
qualquer dos acidos hidroxdmicos apresentados nas Patentes U.S. n®*
5.369.108, 5.932.616, 5.700.811, 6.087.367 ¢ 6.511.990.

B. Tetrapeptideos Ciclicos tais como o tetrapeptideo ciclico de

trapoxina A (TPX) [ciclo-(L-fenilalanil-L-fenilalanil-D-pipecolinil-L-2-
amino-8-0x0-9,10-epoxi-decanoil)] [Kijima et al., J Biol. Chem. 268, 22429-
22435 (1993)]; FR901228 (FK 228, depsipeptideo) [Nakajima et al., Ex. Cell
Res. 241, 126-133 (1998)]; tetrapeptideo ciclico FR225497 [H. Mori et al.,
Pedido PCT WO 00/08048 (17 de fevereiro de 2000)]; tetrapeptideo ciclico
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de apicidina [ciclo(N-O-metil-L-triptofanil-L-isoleucinil-D-pipecolinil-L-2-
amino-8-oxodecanoil)] (Darkin-Rattray et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93,
13143-13147 (1996)]; apicidina Ia, apicidina Ib, apicidina Ic, apicidina Ila e
apicidina IIb (P. Dulski et al., Pedido PCT WO 97/11366); CHAP,
tetrapeptideo ciclico de toxina HC [Bosch et al., Plant Cell 7, 1941-1950
(1995)]; tetrapeptideo ciclico WF27082 (Pedido PCT WO 98/48825); e
clamidocina (Bosch et al., acima).

C. Derivados de acido graxo de cadeia curta (SCFA) tais
como: butirato de soédio [Cousens et al., J. Biol. Chem. 254, 1716-1723
(1979)]; isovalerato [McBain et al., Biochem. Pharm. 53: 1357-1368 (1997)];
valerato (McBain et al., supra); 4-fenilbutirato (4-PBA) [Lea e Tulsyan,
Anticancer Research, 15, 879-873 (1995)]; fenilbutirate (PB) [Wang et al.,
Cancer Research, 59, 2766-2799 (1999)]; propionato (McBain et al., supra);

butiramida (Lea e Tulsyan, supra); isobutiramida (Lea e Tulsyan, supra);
fenilacetato (Lea e Tulsyan, supra); 3-bromopropionato (Lea e Tulsyan,
supra); tributirina [Guan et al., Cancer Research, 60, 749-755 (2000)]; acido
valproéico e valproato.

D. Derivados de benzamida tais como CI-994; MS-27-275 [N-
(2-aminofenil )-4-[N(piridin-3-ilmetoxicarbonil)Jaminometil |benzamida] [Saito
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 4592-4597 (1999)]; e derivado 3’-amino
de MS-27-275 (Saito et al., supra).

E. Derivados de cetona eletrofilica tais como as cetonas

trifluorometilicas [Frey et al., Bioorganic & Med. Chem. Lett. (2002), 12,
3443-3447; U.S. 6.511.990) e a-cetoamidas tais como a N-metil-o-
cetoamidas.

F. Outros inibidores da HDAC tais como a depudecina (Kwon
et al. 1998. PNAS 95: 3356-3361.

Em uma forma de realizagdo, os inibidores da HDAC a base

do 4cido hidroxadmico sdo o acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA), o bis-
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hidroxamato de acido m-carboxicindmico (CBHA) e a piroxamida. O SAHA
foi apresentado ligando-se diretamente na bolsa catalitica da enzima histona
desacetilase. O SAHA induz a parada do ciclo celular, a diferenciagdo e/ou a
apoptose das células transformadas em cultura, e inibe o crescimento tumoral
nos roedores. O SAHA ¢ eficaz em induzir estes efeitos tanto nos tumores
solidos quanto nos cinceres hematoldgicos. Foi observado que o SAHA ¢
eficaz em inibir o crescimento tumoral em animais sem toxicidade ao animal.
A inibigdo do crescimento tumoral induzida pelo SAHA ¢é associada com um
acumulo de histonas acetiladas no tumor. O SAHA ¢é eficaz em inibir o
desenvolvimento e o crescimento continuo dos tumores mamarios induzidos
pelo carcindgeno (N-metilnitrosouréia) nos ratos. O SAHA foi administrado
aos ratos em sua dieta durante os 130 dias do estudo. Assim, o SAHA é um
agente antitumoral oralmente ativo, ndo toxico, cujo mecanismo de agido
envolve a inibi¢do da atividade da histona desacetilase. Em outras formas de
realizacdo, os inibidores da HDAC sdo aqueles apresentados nas Patentes
U.S. n*5.369.108, 5.932.616, 5.700.811, 6.087.367 € 6.511.990.

Terapia de Combinacio

Os métodos da presente inven¢do podem também compreender
inicialmente a administragdo ao paciente de um agente antitumoral, de modo a
tornar as células neoplasticas no paciente resistentes a um agente antitumoral,
e, subsequentemente, administrar-se uma quantidade eficaz de qualquer das
composi¢des da presente invengdo, eficaz para seletivamente induzir a
diferenciacédo terminal, a parada do crescimento das células e/ou a apoptose
de tais células.

O agente antitumoral pode ser um dos numerosos agentes de
quimioterapia, tal como um agente de alquilagdo, um antimetabdlito, um
agente hormonal, um antibidtico, colquicina, um alcaléide da pervinca, L-
asparaginase, procarbazina, hidroxiuréia, mitotano, nitrosuréias ou um

imidazol carboxamida. Agentes adequados sdo aqueles agentes que
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promovem a despolarizagdo da tubulina. Em uma forma de realizacdo, o
agente antitumoral € a colquicina ou um alcaléida da pervinca; vinblastina ou
vincristina. Nas formas de realizagdo em que o agente antitumoral seja a
vincristina, as células preferivelmente sfo tratadas de modo a que eles fiquem
resistentes a vincristina em uma concentragio de cerca de 5 mg/ml. O
tratamento das células para torna-las resistentes a um agente antitumoral pode
ser efetuados pelo contato das células com o agente por um periodo de pelo
menos 3 a 5 dias. O contato das células resultantes com qualquer dos
compostos acima € realizado como anteriormente descrito. Além dos agentes
de quimioterapia acima, os compostos podem também ser administrados
Jjuntamente com terapia de radiag3o.

Agentes de Alquilacido

Os agentes de alquilagdo reagem com residuos nucleofilicos,
tais como as entidades quimicas nos precursores de nucleotideos para a
producdo do DNA. Eles afetam o processo da divisdo celular pela alquilagdo
destes nucleotideos e prevenindo-se sua montagem no DNA.

Exemplos de agentes de alquilagdo incluem, porém sem
limitar, as biscloroetilaminas (mostardas de nitrogénio, por exemplo
clorambucil, ciclofosfamida, ifosfamida, mecloretamina, melfalan, mostarda
de uracila), aziridinas (por exemplo, tiotepa), alquil alcona sulfonatos (por
exemplo, o busulfan), nitrosouréias (por exemplo, carmustina, lomustina,
estreptozocina), agentes alquilantes ndo classicos (altretamina, decarbazina e
procarbazina), compostos de platina (carboplastina e cisplatina). Estes
compostos reagem com grupos fosfato, amino, hidroxila, sulfiidrila, carboxila
e imidazol.

Sob condi¢des fisioldgicas, estes medicamentos ionizam e
produzem ions positivamente carregados que se ligam a &acidos nucléico
suscetivel e proteinas, conduzindo a parada do ciclo celular e/ou morte

celular. Os agentes de alquilagdo sdo agentes ndo especificos de fase do ciclo
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celular, porque eles exercem sua atividade independentemente da fase
especifica do ciclo celular. As mostardas de nitrogénio e alquil alcona
sulfonatos sdo muito eficazes contra as células nas fases Gl ou M. As
nitrosouréias, as mostardas de nitrogénio e as aziridinas prejudicam o
desenvolvimento das fases G1 e S para as fases M. Chabner e Collins
editores. (1990) “Cancer Chemotherapy: Principles and Practice”, Filadélfia:
JB Lippincott.

Os agentes de alquilagdo sdo ativos contra uma ampla
variedade de doencas neoplasticas, com atividade significativa no tratamento
das leucemias e dos linfomas, bem como dos tumores sélidos. Clinicamente,
este grupo de medicamentos € rotineiramente usado no tratamento das
leucemias agudas e crénicas; da doenga de Hodgkin, do linfoma nio de
Hodgkin; do mieloma multiplo; dos tumores cerebrais primarios; dos
carcinomas das mamas, ovarios, testiculos, pulmdes, bexiga, cérvix, cabeca e
pescogo, € do melanoma maligno.

A toxicidade principal comum a todos os agentes de alquilagdo
¢ a mielossupressdo. Adicionalmente, efeitos adversos gastrintestinais de
gravidade varidvel ocorrem comumente e varias toxicidades dos orgdos sdo
associadas com compostos especificos. Black e Livingston (1990) Drugs 39:
489-501 e 39: 652-673.

Antibidticos

Os antibioticos (por exemplo, antibidticos citotdxicos) atual
pela inibigdo direta da sintese do DNA ou do RNA e sio eficazes na
totalidade do ciclo celular. Exemplos de agentes antibidticos incluem as
antraciclinas (por exemplo, doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina,
idarrubicina e antracenodiona), a mitomicina C, a bleomicina, a
dactinomicina, a plicatomicina. Estes agentes antibidticos interferem com o
crescimento celular por atingir diferentes componentes celulares. Por

exemplo, acredita-se que as antraciclinas interfiram com a agdo da DNA
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topoisomerase II nas regides do DNA transcricionalmente ativo, o que leva as
cisdes dos filamentos de DNA.

Acredita-se que a bleomicina geralmente quele o ferro e forme
um complexo ativado, o qual entdo se liga as bases do DNA, causando as
cisOes dos filamentos e a morte celular.

Os agentes antibidticos tém sido usados como agentes
terapéuticos através de uma faixa de doengas neoplasticas, incluindo os
carcinomas das mamas, dos pulmdes, do estomago e das tiredides, os
linfomas, as leucemias mielogenosas, os mielomas e os sarcomas. A
toxicidade principal das antraciclinas dentro deste grupo e a mielossupressio,
especialmente a granulocitopenia. A mucosite frequentemente acompanha a
granulocitopenia, e a gravidade se correlaciona com o grau de
mielossupressdo. Existe também toxicidade cardiaca significativa associada
com a administra¢do em altas dosagens das antraciclinas.

Agentes Antimetabdlicos

Os agentes antimetabdlicos (isto €, antimetabodlitos) constituem
um grupo de medicamentos que interferem com os processos metabolicos
vitais a fisiologia e a prolifera¢do das células de cancer. As células de cancer
ativamente proliferativas requerem sintese continua de grandes quantidades
de 4cidos nucléicos, proteinas, lipideos e outros constituintes celulares vitais.

Muitos dos antimetabdlitos inibem a sintese da purina ou dos
nucleosideos de pirimidina ou inibem as enzimas da replicagio do DNA.
Alguns antimetabdlitos também interferem com a sintese dos ribonucleotideos
e do metabolismo do RNA e/ou aminoacidos € com a sintese protéica
também. Pela interferéncia com a sintese dos constituintes celulares, os
antimetabolitos podem retardar ou interromper o crescimento das células de
ciancer. Exemplos de agentes antimetabdlicos incluem, porém sem limitar,
fluorouracil (5-FU), floxuridina (5-FUdR), metotrexato, leucovorin,

hidroxiuréia, tioguanina (6-TG), mercaptopurina (6-MP), citarabina,



10

15

20

25

40

pentostatina, fosfato de fludarabina, cladribina (2-CDA), asparaginase e
gemcitabina.

Os agentes antimetabdlicos tém sido amplamente usados para
tratar de varias formas comuns de cincer, incluindo os carcinomas do coélon,
reto, mama, figado, estdmago e pancreas, melanoma maligno, leucemia aguda
e cronica e leucemia de células pilosas. Muitos dos efeitos adversos do
tratamento antimetabolito resultam da supressdo da proliferagdo celular nos
tecidos mitoticamente ativos, tais como a medula dssea ou a mucosa
gastrintestinal. Os pacientes tratados com estes agentes comumente
experimentam a supressdo da medula Ossea, a estomatite, a diarréia e a perda
dos cabelos. Chen e Grem (1992) Curr. Opin. Oncol. 4: 1089-1098.

Agentes Hormonais

Os agentes hormonais sdo um grupo de medicamentos que
regulam o crescimento e o desenvolvimento de seus Orgdos alvo. A maioria
dos agentes hormonais sdo esterdides sexuais e seus derivados e seus
analogos, tais como os estrogénios, os progestogénios, antiestrogénios,
androgénios, antiandrogénios e progestinas. Estes agentes hormonais podem
servir como antagonistas dos receptores para os esterdides sexuais para infra-
regular a expressdo do receptor e a transcri¢do dos genes vitais. Exemplos de
tais agentes hormonais s@o os estrogénios sintéticos (por exemplo o
dietilestilbestrol), antiestrogénios (por exemplo, o tamoxifen, toremifeno,
fluoximesterol e raloxifeno), antiandrogénios (bicalutamida, nilutamida,
flutamida), inibidores da aromatase (por exemplo, aminoglutetimida,
anastrozol e tetrazol), analogos do hormoénio liberador de horménio
luteinizante (LHRH), cetoconazol, acetato de goserelina, leuprolida, acetato
de megestrol e mifepristona.

Os agentes hormonais sdo usados para tratar do cincer de
mamas, do cancer prostatico, do melanoma e do meningioma. Tendo em vista

que a ag¢do principal dos horménios € mediada através de receptores
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esteroides, 60 % dos canceres de mamas positivos do receptor responderam a
terapia hormonal de primeira linha; € menos do que 10 % dos tumores
negativos do receptor responderam. O principal efeito colateral associado com
agentes hormonais € a exacerbagdo subita. As manifestagdes frequentes sdo
um aumento abrupto da dor dssea, eritema ao redor das lesdes cutineas, €
hipercalcemia induzida.

Especificamente, os progestogénios sdo usados para tratar
cancer endométricos, uma vez que estes cinceres ocorrem nas mulheres que
ficam expostas a elevados niveis de estrogénio ndo hostis pelo progestogénio.

Os antiandrogénios sdo usados principalmente para o
tratamento do cancer de prostata, o qual é dependente de horménio. Eles sdo
usados para reduzir os niveis de testosterona, e por esse meio inibem o
crescimento do tumor.

O tratamento hormonal do cdncer de mamas envolve reduzir o
nivel de ativagdo dependente do estrogénio dos receptores de estrogénio nas
células neoplasticas de mamas. Os antiestrogénios atual mela ligagdo aos
receptores de estrogénios e impedem o recrutamento de coativadores, assim
inibindo o sinal do estrogénio.

Os andlogos de LHRH sdo usados no tratamento do cancer de
prostata para reduzir os niveis da testosterona e, assim, reduzir o crescimento
do tumor.

Os inibidores da aromatase atual pela inibigdo da enzima
necessaria para a sintese dos hormoénios. Nas mulheres pés-menopdusicas, a
fonte principal de estrogénio € através da conversdo da androstenodiona pela
aromatase.

Agentes Derivados de Plantas

Agentes derivados de plantas sdo um grupo de medicamentos
que sa3o derivados das plantas ou modificados com base na estrutura

molecular dos agentes. Eles inibem a replicac¢do celular pelo impedimento da
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montagem dos componentes das células que sdo essenciais a divisdo celular.

Exemplos de agentes derivados das plantas incluem os
alcaldides da pervinca (por exemplo, vincristina, vinblastina, vindesina,
vinzolidina e vinorrelbina), podofilotoxinas (por exemplo, etopoxide (VP-16)
e tenipésido (VM-26), taxanos (por exemplo, paclitaxel e docetaxel). Estes
agentes derivados das plantas geralmente atuam como agentes antimitdticos
que se ligam a tubulina e inibem a mitose. Acredita-se que as podofilotoxinas
tais como o etoposide interfiram com a sintese do DNA mediante intera¢do
com a topoisomerase 11, levando a cisdo dos filamentos do DNA.

Os agentes derivados das plantas sfo usados para tratar de
muitas formas de cincer. Por exemplo, a vincristina é usada no tratamento das
leucemias, dos linfomas de Hodgkin e ndo de Hodgkin, e o neuroblastoma dos
tumores da infancia, o rabdomiossarcoma, € o tumor de Wilms. A vinblastina
¢ usada conta os linfomas, o cincer testicular, o carcinoma celular renal, os
fungoides das micoses e o sarcoma de Kaposi. O doxetaxel tem apresentado
atividade promissora contra o cancer de mamas avan¢ado, o cincer pulmonar
de células ndo pequenas (NSCLC), e o cancer ovariano.

O etoposide é ativo contra uma ampla faixa de neoplasmas,
dentre os quais o cancer pulmonar de células pequenas, o cancer testicular e o
NSCLC sdo os mais responsivos.

Os agentes derivados de plantas causam efeitos colaterais
significativos nos pacientes em tratamento. Os alcaldides da pervinca
apresentam diferente espectro de toxicidade clinica. Os efeitos colaterais dos
alcaléides da pervinca incluem a neurotoxicidade, a fungdo alterada das
plaquetas, a mielossupressdo e a leucopenia. O paclitaxel causa a neutropenia
limitativa da dose com relativa escassez das outras linhagem de células
hematopoéticas. A principal toxicidade das epipofilotoxinas é a hematoldgica
(neutropenia e trombocitopenia).

QOutros efeitos colaterais incluem as anormalidades das
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enzimas hepaticas transientes, a alopecia, as reagdes alérgicas e a neuropatia
periférica.

Agentes bioldgicos

Os agentes biologicos sdo um grupo de biomoléculas que
eliciam a regressdo do cancer/tumor, quando usados isoladamente ou em
combina¢do com a quimioterapia e/ou a radioterapia. Exemplos de agentes
biolégicos incluem as proteinas imunomoduladoras, tais como as citocinas, os
anticorpos monoclonais contra os antigenos tumorais, os genes supressores de
tumores, e as vacinas para o cancer.

As citocinas possuem profunda atividade imunomoduladora.
Algumas citocinas, tais como a interleucina-2 (IL-2, aldesleucina) e o
interferon-a (IFN-o), apresentaram atividade antitumoral e tém sido
aprovadas para o tratamento de pacientes com carcinoma metastatico das
células renais e com melanoma maligno metastatico. A IL-2 é um fator de
crescimento de células T que € fundamental para as respostas imune mediadas
pelas células T.

Acredita-se que os efeitos antitumorais seletivos da IL-2 sobre
alguns pacientes sejam o resultado de uma resposta imune de mediacdo
celular que discrimina entre apropriado e ndo apropriado.

O interferon-o inclui mais do que 23 subtipos relacionados
com atividades sobrepondo-se. O IFN-a tem apresentado atividade contra
muitas malignidades sélidas e hematoldgicas, estas Ultimas parecendo ser
particularmente sensiveis.

Exemplos de interferons incluem o interferon-a, o interferon-3
(interferon fibroblasto) e o interferon-y (interferon de fibroblasto). Exemplos
de outras citocinas incluem e eritropoietina (epoietina-a), granulécito-CSF
(filgrastin), e granuldcito, macréfago-CSF (sargramostim). Outros agentes
imunomoduladores que ndo as citocinas, incluem o bacilo Calmette-Guérin,

levamisol e octreotideo, um octapeptideo de atuagdo prolongada que imita os
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efeitos da somatostarina hormonal de ocorréncia natural.

Além disso o tratamento anticAncer pode compreender
tratamento por imunoterapia com anticorpos e reagentes usados nas
abordagens de vacinag¢do tumoral. Os medicamentos principais nesta classe de
terapia sdo os anticorpos, isolados ou incluindo, por exemplo, toxinas ou
quimioterapicos ou citotoxinas as células cancerigenas. Os anticorpos
monoclonais contra os antigenos tumorais sdo anticorpos eliciados contra os
antigenos expressos pelos tumores, preferivelmente antifenos especificos dos
tumores. Por exemplo, o anticorpo monoclonal HERCEPTIN® (trastuzumab)
¢ originado contra o receptor2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2) que é superexpresso em alguns tumores mamarios, incluindo o cancer
mamario metastatico. A superexpressdo da proteina do HER2 € associada
com doenga mais agressivas progndsticos mais fracos na clinica. O
HERCEPTIN® ¢ usado como um agente isolado para o tratamento de
pacientes com cancer de mama metastatico, cujos tumores superexpressam a
proteina do HER2.

Outro exemplo de anticorpos monoclonais contra os antigenos
tumorais é o RITUXAN® (rituximab) que € originado contra as células CD20
ou de linfomas e seletivamente exaurem as células normais e malignas
CD20+ pré-B e as células B maduras.

O RITUXAN € usado como um agente Unico para o
tratamento de pacientes com linfoma recidivado ou refratario ndo de Hodgkin
CD20+, de células B. O MYELOTARG® (gemtuzumab ozogamicina) e
CAMPATH?® (alemtuzumab) s3o outros exemplos de anticorpos monoclonais
contra os antigenos tumorais que podem ser usados.

Os genes supressores de tumores sdo genes que funcionam
para inibir o crescimento celular e os ciclos de divisdo, assim impedindo o
desenvolvimento da neoplasia. As muta¢des nos genes supressores de tumores

fazem com que as ignorem um ou mais dos componentes da rede de sinais
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inibidores, superando os pontos de controle do ciclo celular e resultando em
um mais elevado indice de céncer de crescimento celular controlado.
Exemplos de genes supressores de tumores incluem Duc-4, NF-1, NF-2, RB,
p53, WT1, BRCA1 e BRCA2.

O DPC4 acha-se envolvido no céncer pancreatico e participa
em uma via citoplasmatica que inibe a divisdo celular. O NF-1 codifica para
uma proteina que inibe Ras, uma proteina inibidora citoplasmatica. O NF-1
acha-se envolvido no neurofibroma e nos feocromocitomas do sistema
nervoso e da leucemia mieldide. O NF-2 codifica uma proteina nuclear que se
acha envolvida no meningioma, no schwanoma e no ependimoma do sistema
nervoso. O RB codifica para a proteina pRB, uma proteina nuclear que € um
inibidor principal do ciclo celular. O RB acha-se envolvido no retinoblastoma,
bem como nos o0ssos, na bexiga, no cancer pulmonar € mamario de células
pequenas. O p53 codifica para a proteina p53 que regula a divisdo celular e
pode induzir a apoptose. A mutagdo e/ou a ina¢do do p53 sdo observadas em
uma ampla faixa de canceres. O WTI é envolvido no tumor de Wilms dos
rins. O BRCA1 é envolvido no cincer mamario e no ovariano, € o BRCA2 ¢é
envolvido no cancer mamario. O gene supressor de tumores pode ser
transferido para as células tumorais em que ele exer¢a suas fun¢des de
supressao de tumores.

As vacinas de cancer constituem um grupo de agentes que
induzem a resposta imune especifica do corpo aos tumores. A maioria das
vacinas de cancer sob pesquisa e desenvolvimento e as experiéncias clinicas
sdo antigenos associados aos tumores (TAAs). Os TAAs sdo estruturas (isto é,
proteinas, enzimas ou carboidratos) que se acham presentes nas células
tumorais e relativamente ausentes ou reduzidos nas células normais. Em
virtude de serem regularmente singulares para a célula tumoral, os TAAs
proporcionam alvos para o sistema imune reconhecer e provocar sua

destrui¢do. Exemplos de TAAs incluem gangliosideos (GM2), antigenos
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prostaticos  especificos  (PSA), a-fetoproteina  (AFP), antigeno
carcinoembrionario (CEA) (produzidos pelos canceres coldnicos e outros
adenocarcinomas, por exemplo os canceres de mamas, pulmdes, gastricos e
pancredticos), antigenos associados aos melanomas (MART-1, gap100,
MAGE 1,3 tirosinase), fragmentos de papilomavirus E6 e E7, células
completas ou porg¢des/lisados de células tumorais autélogas e células tumorais
alogénicas.

Qutras Terapias

Desenvolvimentos recentes t€m introduzido, além das terapias
citotoxicas e hormonais tradicionais usadas para tratar do céncer, terapias
adicionais para o tratamento do cancer. Por exemplo, muitas formas de terapia
de genes estdo experimentando experiéncias pré-clinicas ou clinicas.

Além disso, as abordagens acham-se correntemente em
desenvolvimento que se baseia na inibigdo da vasculariza¢do tumoral
(angiogénese). O objetivo deste conceito € interromper a nutricio e o
suprimento de oxigénio do tumor provido por um sistema vascular tumoral
recém-construido.

Além disso, a terapia do céncer estd também sendo tentada
pela indugdo da diferenciacdo terminal das células neoplasticas. Agentes de
diferenciagdo adequados incluem os compostos apresentados em qualquer
uma ou mais do que uma das seguintes referéncias.

a) Compostos polares [Marks et al. (1987); Friend, C., Scher,
W., Holland, J. W. e Sato, T. (1971) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 68: 378-
382; Tanaka, M., Levy, J., Terada, M., Breslow, R., Rifkind, R. A. e Marks,
P. A. (1975) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 72: 1003-1006; Reuben, R. C,
Wife, R. L., Breslow, R., Rifkind, R. A. e Marks, P. A. (1976) Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) 73: 862-866];

b) Derivados de vitamina D e acido retindico [Abe, E.,

Miyaura, C., Sakagami, H., Takeda, M., Konno, K., Yamazaki, T., Yoshika,
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S. e Suda, T. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 78: 4990-4994; Schwartz,
E. L., Snoddy, J. R., Kreutter, D., Rasmussen, H. e Sartorelli, A. C. (1983)
Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 24: 18; Tanenaga, K., Hozumi, M. e Sakagami,
Y. (1980) Cancer Res. 40: 914-919];

¢) Hormoénios esterdides [Lotem, J. e Sachs, L. (1975) Int. J.
Cancer 15: 731-740];

d) Fatores de crescimento [Sachs, L. (1978) Nature (Lond.)
274: 535, Metcalf, D. (1985) Science, 229: 16-22];

e) Proteases [Scher, W., Scher, B. M. e Waxman, S. (1983)
Exp. Hematol. 11: 490-498; Scher, W., Scher, B. M. e Waxman, S. (1982)
Biochem. & Biophys. Res. Comm. 109: 348-354];

f) Promotores tumorais [Huberman, E. e Callaham, M. F.
(1979) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76: 1293-1297; Lottem, J. e Sachs, L.
(1979) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76: 5158-5162]; e

g) Inibidores da sintese de DNA ou de RNA [Schwartz, E. L. e
Sartorelli, A. C. (1982) Cancer Res. 42: 2651-2655, Terada, M., Epner, E.,
Nudel, U., Salmon, J., Fibach, E., Rifkind, R. A. e Marks, P. A. (1978) Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 75: 2795-2799; Morin, M. J. e Sartorelli, A. C. (1984)
Cancer Res. 44: 2807-2812; Schwartz, E. L., Brown, B. J., Nierenberg, M.,
Marsh, J. C. e Sartorelli, A. C. (1983) Cancer Res. 43: 2725-2730; Sugano,
H., Furusawa, M., Kawaguchi, T. e Ikawa, Y. (1973) Bibl. Hematol. 39: 943-
954; Ebert, P. S., Wars, 1. e Buell, D. N. (1976) Cancer Res. 36: 1809-1813;
Hayashi, M., Okabe, J. e Hozumi, M. (1979) Gann 70: 235-238].

A combinac¢do das composi¢des farmacéuticas desta invencgéo
com qualquer dos agentes anticancerigenos descritos acima, e seu uso, acham-
se dentro do escopo da presente invengao.

A invengdo ¢é ilustrada nos exemplos na Secdo de Detalhes
Experimentais que segue. Esta se¢do é apresentada para auxiliar no

entendimento da inven¢do, mas ndo € preparada para limitar, sob qualquer
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hipétese, a invengdo apresentada nas reivindicagdes que seguem

posteriormente.

SECAO DE DETALHES EXPERIMENTAIS

EXEMPLO 1
PRODUCAO DA FORMA 1 DO SAHA

Etapa 1: acido 8-anilino-8-0xo0-octandico; acido suberanilico (Composto 3)

Acido subérico (Composto 1, 174,2 g, 1,0 mol), anilina
(Composto 2, 85,8 a 94,9 g) e tolueno (0,1 a 0,2 litro) sdo combinados,
aquecidos até refluxo e submetidos ao refluxo por um minimo de 60 horas. A
reacdo € extinta em refluxo mediante ajuste do pH a > 11 com 10 % de
solugdo de hidréxido de sédio. A fase aquosa € separada. A camada organica
¢ combinada com tolueno (0,11 a 0,13 litro) e agua (0,3 a 0,4 litro), e a
camada aquosa € separada. As camadas aquosas das extragdes e tolueno (0,11
a 0,13 litro) sdo combinados, sedimentadas e, depois, separadas. A camada
aquosa ¢ extraida por duas vezes com tolueno (0,2 a 0,3 litros) em 60 a 70 °C.
A camada aquosa ¢ ajustada em 20 a 30 °C em um pH de 5,8 a 6,2, com o uso
de acido cloridrico e solugdo de hidréxido de s6dio a 10 %, como necessario.
A batelada ¢ filtrada, lavada com agua fria (0,2 a 0,3 litro) e depois lavada
com isopropanol frio. O bolo imido é secado em um maximo de 65 °C sob
vacuo para produzir o acido suberanilico.

Etapa 2: 8-anilino-8-oxo-octanoato de metila: suberanilato de metila

(Composto 4)

Acido suberanilico (Composto 3, 249,3 g, 1,0 mol) e metanol
(0,4 a 0,5 litro) sd@o combinados e aquecidos em 45 a 55 °C. O pH € ajustado a
< 2 com o uso de acido cloridrico, e a temperatura da batelada é mantida em
45 a 55 °C até que a reagdo fique completa. A reacdo € extinta com agua
deionizada (0,1 a 0,2 litro). A batelada é esfriada até 25 a 30 °C e semeada
para induzir a cristalizagdo, e depois esfriada até 0 a 10 °C. A batelada ¢

filtrada e o bolo € lavado com uma solugdo de metanol/agua a 50:50 (v/v)
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(0,28 a 0,34 litro) em 0 a 10 °C. O bolo umido € secado em um maximo de 46
°C sob vacuo para produzir suberanilato de metila.

Etapa 3: N-hidréxi-N’-feniloctanodiamina; vorinostat (Composto 5)

Suberanilato de metila (Composto 4, 263,3 g, 1,0 mol) e
solucdo de base livre de hidroxilamina 2M (0,8 a 1,0 litro) sdo combinados.
Enquanto se mantém a batelada em um méximo de 20 °C, o pH aparente ¢
ajustado a = 10,5 com metoxido de sédio em metanol, conforme necessario.
Ao mesmo tempo em que se mantém a batelada em um maximo de 20 °C e
pH aparente > 10,5 com o uso de metéxido de s6dio em metanol, a batelada é
curada. Durante a cura, a solugdo de base livre de hidroxilamina (0,5 a 0,6
litro) € adicionada, e a batelada ¢ mantida no maximo de 20 °C e pH aparente
2 10,5 até que a reagdo esteja completa. A reagdo é extinta pela adi¢do da
batelada a 4gua (0,9 a 1,1 litro) enquanto se mantém a temperatura da
batelada entre 20 a 35 °C, e o conteido de agua da batelada é ajustado em 35
a 45 %. O pH ¢ ajustado em 8.8 a 9,2 com o uso de acido acético glacial e
carbonato de s6dio conforme necessario. A batelada € esfriada até 0 a 10 °C
durante 5 a 10 horas. A batelada é filtrada e o bolo é lavado com
metanol/dgua a 55:45 (v/v) (0,45 a 0,6 litro) em 0 a 10 °C. O bolo umido é
condicionado em vacuo até que o conteudo de agua se torne < 35 %.

O bolo Umido bruto de vorinostat (264,32 g, 1,0 mol) é
combinado com etanol desnaturado (1308 a 1599 g) e agua (167 a 204 g).
Cloridreto de hidroxilamina (> 9 mEquiv) e metéxido de s6dio em metanol (>
9 mEquiv.) sdo adicionados a pasta, e a batelada é aquecida até 70 a 80 °C. A
solugdo ¢ filtrada e depois cristalizada mediante esfriamento lento até 0 a 10
°C. A batelada ¢ filtrada e o bolo ¢ lavado com etanol desnaturado/agua frios
a 4:1 (v/v). O bolo imido ¢ secado em um maximo de 45 °C sob vacuo.

Etapa 4: N-hidréxi-N’-feniloctanodiamida-vorinostat fino (moido Umido)

(Composto 6)

Vorinostat (Composto 5, 264,3 g, 1,0 mol) é empastado em
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uma solug¢do de etanol/dgua 50:50 (v/v) (minimo 2,8 litros). A pasta de
vorinostat € moida imida até um tamanho médio de 25 a 45 um enquanto se
mantém a temperatura da batelada em 7 a 30 °C. A pasta final ¢ filtrada e o
bolo umido ¢ lavado com 4agua em 0 a 40 °C (minimo de 0,8 litro). O bolo
umido € secado em um maximo de 55 °C sob vacuo até um conteudo maximo
de agua de 0,2 % (p/p) para produzir a substancia medicamentosa de finos de
vorinostat.

Etapa 5: N-hidroxi-N’-feniloctanodiamida-vorinostat grosso (Composto 7)

Vorinostat (Composto 5, 264,3 g, 1,0 mol) é empastado em
uma solugéo de etanol/agua a 50:50 (v/v) (4,9 a 5,5 litros). Sob um minimo de
15 psig (103,5 kPa.m) de pressdo, a pasta é aquecida até 65 a 70 °C até
dissolver-se e depois é esfriada até 60 a 64 °C. Uma pasta de semente €
transferida para a batelada enquanto se mantém a temperatura desta. A
batelada € curada por um minimo de 2 horas em 61 a 63 °C. A batelada ¢
esfriada em trés etapas mediante o controle da temperatura da camisa: (1) a 55
°C em 0,35 a 0,78 °C/hora, (2) a 45 °C em 0,83 a 2,0 °C/hora, e (3) a-5 a 25
°C em 2,0 a 4,44 °C/hora. A pasta final é curada em -5 a 25 °C por cerca de 1
hora e depois filtrada. O bolo iimido € lavado com agua (minimo de 0,8 litro).
O bolo imido € secado em um méaximo de 55 °C sob vacuo para produzir a
substancia medicamentosa de vorinostat grosso.

A pasta de semente € preparada pela combina¢do do bolo seco
de vorinostat fino (97,8 a 116,3 g, 0,37 a 0,44 mol) e solu¢do de etanol/agua a
50:50 (v/v) (1,0 a 1,2 litro). Sob um minimo de 15 psig (103,5 kPa.m) de
pressdo, a pasta de semente € aquecida até 61 a 66 °C, curada por cerca de 0,5
hora e depois esfriada até 60 a 64 °C.

EXEMPLO 2
MISTURA EM PO DE CRISTAIS DE SAHA

Mistura em po

30 % dos cristais finos de Vorinostat sdo misturados com 70 %
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dos cristais de Vorinostat groso. 25,0 kg de cristais de SAHA Polimorfo I
misturados foram primeiro peneirados através de uma peneira de malha 30
(600 um). O SAHA resultante, 11,1 kg de Celulose Microcristalina (Avicel
PH-101) e 1,13 kg de Croscarmelose Sodica foram entdo carregados no
misturador V de 141,6 litros, no misturador Tote de 113 litros ou em outro
misturador de tamanho e tipo comparaveis. Quanto ao misturador V, o
material resultante foi misturado até a homogeneidade por aproximadamente
8 minutos em aproximadamente 25 rpm. Quanto ao misturador Tote, o
material resultante foi misturados até a homogeneidade por aproximadamente
17 minutos em aproximadamente 12 rpm.

LUBRIFICACAQO DA MISTURA EM PO

293,0 g de Estearato de Magnésio (graduagdo vegetal) foram
peneirados através de uma peneira de malha 30 (600 um) e carregados no
misturador V com a mistura em combinada. A mistura resultante foi
misturada até a homogeneidade por aproximadamente 8 minutos em
aproximadamente 25 rpm. 293,0 g de Estearato de Magnésio (graduagdo
vegetal) foram também peneirados através de uma peneira de malha 60 (250
um) e carregados no em um misturador Tote com a mistura em po
combinada. A mistura resultante foi misturada até a homogeneidade por
aproximadamente 17 minutos em aproximadamente 12 rpm.

A Tabela 1 fornece um resumo das propriedades fisicas dos materiais brutos

na capsula.

TABELA 1
PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS DOS MATERIAIS BRUTOS
Material bruto Propriedade Fisica Valor
acido suberoilanilida Ponto de Fusido (DSC) 161 a 163 °C
hidroxamico (SAHA) - Solubilidade: < 0,1 mg/ml
cristais finos e grossos o Em Agua 42 mg/ml
o Em Metanol 0,1 mg/ml
o Em Etanol 11,3 mg/ml
o Solugdo aquosa CIP 100 2% 0,085 mg/ml
o Solugdo aquosa SD-20 2%
Celulose Microcristalina Tamanho Médio Nominal de Particula |50 um
(Avicel PH-101) NF, Farm. Conteudo de Umidade <59%
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Eur., JP (FMC BioPolymer) Densidade Aparente 0,26 a 0,31 g/cm’
Croscarmelose Sddica NF, Densidade Aparente 0,48 g/cm3

Farm. Eur., JP Densidade Derivada 0,67 g/cm3
(FMC BioPolymer) Distribui¢do do Tamanho de Particulas | < 2 % em peso,

retidos na Malha
n? 200 (75 pm)
<10 % em peso,
retidos na Malha
n® 325 (45 um)

Estearato de Magnésio Densidade Aparente 0,16 g/cm’
(graduagio vegetal) NF, Distribuigdo do Tamanho de Particulas | < 2 % em peso
Farm. Eur., JP Area Superficial Especifica retidos na Malha
(Mallinckrodt Baker Inc.) 200 (75 pm)

4,2 + 0,04 m’/g

EXEMPLO 3
ENCAPSULACAQ DAS CAPSULAS DE SAHA

Classificacio da Encapsulacdo/Peso

A mistura em p6 lubrificada foi encapsulada com o uso de um
encapsulador H&K, pinos de recalque polidos ou pinos de recalque revestidos
de nitreto de cromo, e capsulas de tamanho “3” para o peso de capsula
desejado. As capsulas enchidas foram polidas com o uso de um polidor de
capsulas e subsequentemente classificadas por peso com o uso de um
classificador de pesos até a faixa de limite de peso apropriada. A Tabela 2

resume os ajustes do encapsulador.

TABELA 2
SUMARIO DOS AJUSTES OPERACIONAIS DO ENCAPSULADOR
Disco de Dosar 10,0a 12,7 mm
Pinos de recalque/Estagéo 3oul2
Tipo do Pino de Recalque Nao Revestido Polido ou
revestido de nitreto de cromo
Viécuo ON
Velocidade do Enscapsulador | 150 a 270 cps/min. ou 750 a 1000 cps/min.

A Composi¢do da Capsula do SAHA final ¢ ilustrada na
Tabela 3. As capsulas sdo classificadas em peso com o uso de um limite de
aceitacdo para uma variagdo do peso da capsula de £10 % do peso da capsula
alvo. A variagdo do peso da capsula em uma batelada tipica é de + 4 % do

peso da capsula alvo.
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TABELA 3

COMPOSICAO DA CAPSULA DO SAHA

Ingrediente Peso Unitario Peso (%)
(mg)

acido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA) X Y
- Fino

acido suberoilanilida
hidroxdmico (SAHA) 100,0-x 66,67-y
- Grosso

Celulose Microcristalina
(Avicel (PH-101) NF, 44,33 29,80
Farm. Eur., JP
Croscarmelose Sddica 4,500 3,00
NF, Far. Eur., JP
Estearato de Magnésio
(graduacgio vegetal) NF, 1,170 0,78
Farm. Eur., JP

Céapsula de Gelatina Dura,
Tamanho “3” Conisnap, 49,00 N/A
Opaco Branco/Opaco Branco*
Totais** 150,0 100,0

* A formulagédo de tinta da capsula do mercado é a Colorcon S-1-17762.
Cépsulas de gelatina livres de TSE.

** Os pesos totais ndo incluem as cascas das capsulas de gelatina dura.
EXEMPLO 4

MEDICAO DO INDICE DE __DISSOLUCAO DAS CAPSULAS
CONTENDO SAHA

O indice de dissolugdo do SAHA das capsulas de gelatina dura
¢ avaliado com o uso de um Aparelho de Dissolugdao 11 USP (VK 7000,
Varian Inc., Cary, NC). Cada cépsula é colocada em um depressor helicoidal
(Quality Lab Accessories L.L.C., Manville, NJ) e liberada a vasos contendo
900 ml de Tween 2,0 % (TCI America, Portland, Oregon) em uma
temperatura de 37 + 0,5 °C. As pas sdo giradas em 100 rpm e as amostras
foram puxadas em intervalos de tempo especificados através de um
amostrador automatico (VK 8000, Varian Inc., Cary, NC) equipado com
filtros de circulagdo completa de 35 um (Varian Inc., Cary, NC).

Subsequentemente, as amostras foram ensaiadas quanto ao

SAHA por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (Agilent série 1100,
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Agilent Technologies Inc., Wilmington, DE). A andlise cromatografica foi
conduzida com o uso de uma coluna de tamanho de particula de 5 pum
Phenomenex Luna C8 (2) (100 x 4,6 mm), uma fase mdvel de metanol/0,1 %
de 4cido trifluoroacético (Reagent Grade, Fisher), e um comprimento de onda
de detecg¢do de 242 nm.

EXEMPLO 5

ANALISE DE DIFRACAO DE PO DE RAIO-X DO SAHA

A andlise de Difragdo de P6 de Raio-X foi realizada sobre a

Forma I de SAHA obtida de acordo com o Exemplo 1, e sobre as Formas II a
V de SAHA preparadas pelos métodos detalhados na Tabela 4 abaixo.
TABELA 4

AMOSTRAS DE SAHA ANALISADAS POR DIFRACAO DE PO DE

RAIO-X

Amostra de SAHA Referéncia Método

Forma I de SAHA - Exemplo 1

Forma Il de SAHA U.S. 5.369.108 SAHA foi dissolvido em EtOAc/THF (3/1).
Colunas 25-26 As solugdes foram passadas através de um
Procedimentos A, C,|tampio de gel de silica usando EtOAc/THF
D (3/1). As fragdes foram coletadas e

concentradas. O so6lido pareceu rosado.

Forma III de SAHA U.S.5.369.108 SAHA foi dissolvido em metanol, filtrado
Colunas 25-26 através de celite, e concentrado em rotovap
Procedimento B até a secura. Os residuos foram empastados

com hexanos e filtrados. Os solidos
pareceram rosados.

Forma IV de SAHA Mai et al. OPPI O SAHA foi cristalizado da acetonitrila
Briefs (2001) Vol.
33(4), 391-394

Forma V de SAHA Stowell et al. J. A uma mistura de SAHA (4,0 g) em metanol
Med. Chem. (1995),|anidro (15 ml) foi adicionado NaOMe (10,7
38(8), 1411-1413 ml, 4,37 M, 47 mmoles). A solu¢ido tornou-

se
homogénea, mas o sélido foi formado ap6s
cerca de 5 minutos. A mistura foi agitada por
15 minutos e depois 100 ml de 4gua foram
acrescentados, seguidos pela adigdo lenta de
acido acético glacial (3,77 ml, 4,0 g. O
s6lido

cristalino foi coletado e lavado com agua (2
X

75 ml). O sélido foi secado sob alto vacuo
durante a noite, produzindo 3,85 g
(recuperagdo de 96 %) de um soélido
amarelado.
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Analise de Difracdo de Raio-X:

As amostras foram analisadas em um Difratémetro de Po
Automatico Siemens D500 (Instrumento ID n® LD-301-4), que € operado de
acordo com o Procedimento de Opera¢do Padrdo EQ-27, Rev. 12, de acordo
com as instru¢gdes do fabricante. O Difratémetro é equipado com um
monocromador de grafita e uma fonte de raio-X de Cu (A = 1,54A operada em
50 kV, 40 mA. A calibragido dois-teta é realizada com o uso de um padrdo de
mica NBS (SRM675). As amostras foram analisadas com o uso dos seguintes

parametros do instrumento:

Faixa de Medigédo 4-40 2 teta
Amplitude da Etapa: 0,05 A
Tempo de Medigao por Etapa 1,2 segundo

A preparagcdo da amostra foi realizada de acordo com o
Procedimento Padrdo de Operagdo MIC-7, Rev. 2 (Se¢do 3.1.2), de acordo
com as instrugdes do fabricante, usando uma placa de amostra de fundo zero
(#1). As amostras foram processadas seguindo-se moagem leve de almofariz e
pildo para garantir a homogeneidade.

As Figuras 3A a E apresenta os difratogramas de raio-X para
as Formas I a V do SAHA. Os dados correspondentes para os difratogramas

de raio-X sfo apresentados nas Tabelas 5 a 9, abaixo:

TABELA 5

FORMA 1 DO SAHA

[Pico 2Teta (graus),|D (A)
1 8,97 9,86159
2 9,37 9,43
3 17,46 5,07
4 19,41 4,57
S 20,04 4,43
6 23,96 3,71
7 24,44 3,64
8 24,76 3,59
9 24,96 3,56
10 27,96 3,19
11 43,29 2,08
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TABELA 6

FORMA II DO SAHA

IPico 2Teta (graus).D (A) ico 2Teta (graus).D (A)
1 5,12 17,24 18 21,72 ,09
2 5,46 16,15 19 22,07 4,02
3 7,48 11,8 20 22,88 3,88
4 7,72 11,44 21 23,36 3,80
5 8,15 18,84 22 23,79 3,73
6 8,72 10,13 23 24,16 3,68
7 9,21 9,59 24 24,66 3,61
8 10,91 8,09 25 25,75 3,46
9 12,38 7,14 26 26,92 3,31
10 13,55 6,52 27 27,56 3,23
11 17,31 5,12 28 27,88 3,20
12 18,22 4,86 29 28,53 3,12
13 18,86 4,70 30 30,68 2,91
14 19,32 4,59 31 40,21 2,24
15 19,88 4,46 32 42,80 2,11
16 20,76 4,27 33 43,16 2,09
17 21,20 4,19

TABELA 7

FORMA II1 DO SAHA

Pico 2Teta (graus). D (A) Pico RTeta (graus).]D (A)
1 10,10 8,75 12 23,81 3,73
2 12,13 7,29 13 24,54 3,62
3 13,83 6,40 14 25,04 3,55
4 15,11 5,86 15 25,36 3,51
5 17,65 5,02 16 26,10 3,41
6 18,54 4,78 17 26,80 3,32
7 18,80 4,71 18 35,62 2,51
8 19,60 4,52 19 37,12 2,42
9 20,18 4,40 20 40,92 2,20
10 20,90 4,25 21 42,43 2,13
11 21,69 4,10 22 44,83 2,02
TABELA 8

FORMA 1V DO SAHA

Pico 2Teta (graus).|D (A)

1 8,84 9,99

2 9,25 9,55

3 11,00 8,04

4 12,44 7,11

5 17,38 5,10

6 19,37 4,58

7 19,93 4,45

8 22,36 3,97

9 22,89 3,88

10 23,83 3,73

11 24,24 3,67

12 24,80 3,59

13 25,80 3,45

14 26,96 3,30

15 27,84 3,20

16 28,39 3,14
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TABELA 9
FORMA V DO SAHA

Pico 2Teta (graus).[D (A)
1 5,08 17,39
2 9,20 9,60
3 10,07 8,77
4 12,13 7,29
S 15,09 5,86
6 17,65 5,02
7 19,32 4,59
8 19,80 4,48
9 20,16 4.41
10 20,87 4,25
11 21,67 4,10
12 24,56 3,62
13 25,25 3,52
14 26,10 3,41
15 35,62 2,51
16 37,12 D 42
17 40,90 2,20
18 41,78 2,16
19 42 42 2,13
20 44,82 2,02

O padréo de difragdo de p6 de raio-X da Forma I do SAHA foi
também coletado com o uso de um difratdmetro de raio-X X’PERT Pro
Phillips com uma radiagdo Ko de cobre (comprimento de onda de 1,542 A).
As posi¢gdes 20 dignas de nota junto com os espacamentos d acham-se

resumidas na Tabela 5A.

TABELA SA
FORMA I DO SAHA
Posigdo [° 26] Espagamento d [A].
9,1 9,7
10,8 8,2
12,3 7,2
17,2 5,2
19,2 4,6
19,8 4,5
23,7 3,7
24,1 3,7
25,7 3,5
26,8 3,3
27,7 3,2
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EXEMPILO 6
PREPARACAO DO COMPLEXO DE QUELATO DE METAL DE SAHA
DE FERRO

Esquema da Reacio Quimica

H
T b e BRI
H
g:, N

O’ :"M\fl}!

0

h
Estrutura Proposta do O
Complexo de Ferro
do SAHA.

Experimental

Na temperatura ambiente, o SAHA (1,0 g, 3,78 mmoles) e
etanol (10,0 ml) foram adicionados a um frasco de Erlenmeyer, e N,N-
diisopropiletilamina foi entdo adicionada em gotas (0,66 ml, 3,78 mmoles)
com agitacio. A pasta resultante, uma solug¢do de cloreto férrico em etanol
(0,205 g, 1,26 mmol em 10,0 ml de etanol) foi adicionada. A mistura
imediatamente tornou-se de uma cor vermelha escura quando a solugdo de
cloreto férrico foi adicionada. Etanol (5,0 ml) foi usado para lavar a solugéo
de cloreto férrico remanescente no frasco de reagdo. Apos 5 minutos de
agitacdo na temperatura ambiente, a mistura de rea¢do tornou-se uma solugéo
vermelha escura claro. A mistura de reacdo foi deixada em agitagdo na
temperatura ambiente por 16 horas. Apds este periodo, um precipitado de cor
laranja escura foi observado. O sélido de cor laranja foi colhido através de
filtragdo e lavado com etanol (3 x 3,0 ml). O filtrado ficou incolor. O sélido
de cor laranja foi deixado secar por 24 horas (1,02 g de massa, rendimento 96
%).
Analise

A analise elementar quanto ao conteudo de C, H, N e Fe €

fornecida abaixo na Tabela 10:
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TABELA 10
ANALISE ELEMENTAR
% do Elemento Tebrico Real
% de C 59,64 58,29
% de H 6,79 6,88
% de N 9,94 9,56
% de Fe 6,60 6,3

Os resultados da andlise elementar acham-se bem de acordo
com a estrutura proposta apresentada acima.
EXEMPLO 7
ANALISE DE DIFRACAO DE PO DE RAIO-X DO COMPLEXO DE
QUELATO DO SAHA DE FERRO

O padrio de difragdo de pd de raio-X (Figura 2) do complexo

cristalino de quelato do SAHA de ferro foi gerado em um Sistema de
Difrag¢do de Raio-X X’Pert PRO Analitico Phillips com consolo PW3040/60.
Uma radiagdo K-Alfa de tubo de raio-X LEF Cu ceramico PW3373/00 foi
usada como a fonte. O complexo cristalino de quelato de SAHA de ferro pode
ser caracterizado em 8,8, 14,5 e 21,8 graus (20). O complexo cristalino de
quelato de SAHA de ferro € ainda caracterizado por picos em 13,3, 20,3 e
24,6 graus (20). Picos adicionais atribuidos ao complexo sdo observados em
18,5, 25,8 e 33,3 graus (20).

EXEMPLO 8

ESTUDOS DO PACIENTE

Administrou-se aos pacientes com cancer a composi¢do
farmacéutica contendo um complexo de quelato inibidor da HDAC de metal,
ou uma composi¢do farmacéutica de um inibidor de HDAC com o composto
de metal quelatavel. As experiéncias adversas dos pacientes sdo registradas e
comparadas com as experiéncias adversas dos pacientes que recebem o
inibidor da HDAC.

E administrada aos pacientes que tém ou o Linfoma de

Células-T Cuténeas ou o Linfoma de Células-T periféricas, a composi¢do
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farmacéutica uma vez por dia, continuamente, em que a quantidade de
SAHA administrada é de 400 mg. Os pacientes ou com o Linfoma de
Células-T Cutaneas ou o Linfoma de Células-T periféricas recebem a
composi¢do farmacéutica duas vezes por dia, trés a cinco dias por
semana, em que a quantidade de SAHA administrada para cada dose € de
300 mg. Os pacientes com leucemias avangadas e sindrome
mielodisplastica (MDS) recebem a administragdo da composi¢do
farmacéutica oralmente (po) trés vezes (tid) por dia durante 14 dias,
seguidos por uma semana de repouso, no transcorrer de 3 semanas, em
que a quantidade de SAHA administrada por cada dose ¢ de 100 mg, 150
mg, 200 mg ou 250 mg.

Os pacientes com cancer recebem a administragdo
simultanea de um inibidor da HDAC e do composto de metal quelatavel.
As experiéncias adversas dos pacientes sdo registradas e comparadas com
as experiéncias adversas dos pacientes que recebem apenas o inibidor da
HDAC.

Os pacientes ou com o Linfoma de células-T Cutdneas ou o
Linfoma de células-T Periféricas recebem a administra¢do simultidnea de
SAHA oralmente uma vez por dia, continuamente, a 400 mg ou a 300 mg
duas vezes por dia, durante trés a cinco dias por semana, e um suplemento
de ferro ou zinco diariamente. Os pacientes com leucemias avangadas e
sindrome mielodisplastica (MDS) recebem a administragdo oral da SAHA
(po) a 100 mg, 150 mg, 200 mg ou 250 mg trés vezes ao dia (tid) durante
14 dias, seguidos por 1 semana de repouso, e um suplemento de ferro ou
zinco diariamente, durante um periodo de 3 semanas. Os pacientes com
cancer avang¢ado, incluindo o cancer hematoldgico e os tumores sélidos,
recebem oralmente 400 ou 500 mg de SAHA uma vez por dia,
diariamente, 200 ou 300 mg duas vezes por dia, diariamente, 300 mg ou

400 mg duas vezes por dia, intermitentemente 3 vezes por semana, ou 100
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mg trés vezes por dia (2 semanas), e um suplemento de ferro ou zinco
diariamente. Os pacientes com Linfoma de Células-B Grandes Difusas
(DLBCL) ou mesotelioma, recebem oralmente a administracdo de 300 mg
de SAHA duas vezes por dia, 3 dias por semana, e um duplemento diario
de ferro ou zinco. Espera-se que a quantidade de zinco ou ferro
administrada varie de paciente para paciente e seja a quantidade
necessaria para aliviar as toxicidades induzidas pelo inibidor da HDAC
sem produzir toxicidade mediada pela sobrecarga do metal.

EXEMPLO 9

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE ZINCO SOBRE OS EFEITOS
COLATERAIS MEDIADOS PELO VORINOSTAT

Para testar se a dose maxima tolerada (MTD) do vorinostat nos
camundongos poderia ser aumentada com suplementacdo de zinco, 0s
Camundongos (CD1 nu/nu fémeas, 6 a 8 semanas de idade, Charles River
Laboratories), recebem a administragdo de veiculo, 150 mg/kg (MTD) ou 300
mg/kg de vorinostat em veiculo (Tabela 11). Os camundongos receberam 0,5,
1 ou 5 equivalentes molares (relativos ao vorinostat) de cloreto de zinco. Isto
corresponde a doses de ZnCl, de 38,5, 77 e 385 mg/kg para o grupo de
vorinostat de 150 mg/kg.

Um estudo inicial de camundongos sem tumores € usado para
estabelecer a MTD das combinagdes de vorinostat/Zn. Se uma modificagdo na
MTD for observada, uma experiéncia subsequente com os camundongos €
feita para estabelecer os xenoenxertos subcutineos do carcinoma do célon
HCT116 (s.q.) para avaliar o papel da MTD alterada sobre o crescimento
tumoral (eficacia).

TABELA 11
MTD DO VORINOSTAT E SUPLEMENTACAO DE ZINCO

Todos os camundongos recebem a dose (i.p.) diaria (qd) por

14 dias com as quantidades indicadas dos compostos.
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Grupo N Agente Mg / kg lAgente Mg / kg
1 5 Veiculo. - -- -

2 5 Veiculo. - ZnCl1, 38.5
3 5 'Veiculo. ZnCl1, 77

4 5 'Veiculo. - ZnC1, 385
5 S 'Vorinostat 150 - -

6 5 [Vorinostat 150 ZnC1, 38.5
7 5 [Vorinostat 150 ZnCl1, 77

8 5 'V orinostat 150 ZnC12 385
0 5 'Vorinostat 300 - -
10 5 'Vorinostat 300 ZnCl1, 77
11 5 'V orinostat 300 ZnCl1, 154
12 5 'Vorinostat 300 ZnCl1, 770

O veiculo para o Vorinostat (Dose IP em 10 ul/g) contém 10 %
v/v de DMSO (Sigma, cat.: D8418), 45 % v/vde PEG-400 e 45 % de agua. O
vorinostat no veiculo (Dose IP em 10 ul/g) é preparado pesando-se o
composto (pré-aquecer cada componente do veiculo a 37 °C antes de formular
o composto), adicionar 1/10 de volume final de DMSO 100 %, sonicando até
se obter uma solugdo transparente, adicionar 50 % de PEG-400 (em agua) até
o volume final desejado, sonicando e mantendo-se nos 37 °C todo o tempo.
ZnCl, ¢ dissolvido em solugdo salina tamponada de fosfato (PBS) estéril.

O peso do corpo e a sobrevivéncia sdo monitorados como
indicagdes da toxicidade. As doses que resultem na perda de peso corporal
médio do grupo de mais do que a média de 20 % serdo considerados nio
tolerados. Da mesma forma, as doses que resultem na morte relacionada ao
tratamento de mais do que 2 camundongos por grupo serdo consideradas nao
toleradas. Quanto aos animais com tumores, os tamanhos dos tumores na
resposta ao tratamento sdo medidos pela aplicagdo do paquimetro 2 a 3 vezes

por s€émana.

TABELA 12

TERMINO DO PROGRAMA DE COLETA DE SORO DO ESTUDO
Primeiros 2 camundongos em cada grupo Ultimos 3 camundongos em cada grupo
RO 0,5h PD,CP 4hPD RO2hPD,CP24h

PD = pos-dose; RO = sangramento retro-orbitario; CP =
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Puncgdo cardiaca (terminal)

Sangramento retro-orbitario: 0,2 ml de sangue é coletado por
sangramento retro-orbitdrio sob anestesia de isoflurano. O sangue §é
processado quanto ao soro (nenhum anticoagulante é adicionado).

Pung¢do Cardiaca: O volume total de sangue é colhido por
pungdo cardiaca terminal sob anestesia de CO,. O sangue é processado quanto
ao soro (nenhum anticoagulante é adicionado).

Hemograma Completo (CBC)

O tratamento do Vorinostat tem sido associado com numeros
reduzidos de certas populagdes sanguineas, incluindo as plaquetas e os
linfécitos. O CBC de camundongos s3o monitorados antes (linha de
referéncia) e durante (Dia 7), e apés (Dia 14) o tratamento. Uma pequena
quantidade (< 50 pl) de sangue ¢ obtida pelas subséries de sangramento RO
contadas poro um instrumento Advia 120 (Siemens Medical).

Autopsia e cultivo tecidual

Quanto aos animais com tumores, o tumor de xenoenxerto é
removido, pesado, e porgdes em excesso sdo congeladas ou fixadas em
formalina tamponada. O material do tumor fixado € processado como ldminas
incrustadas de parafina e submetidas as anélises imunoistoquimicas. Estas
incluem ensaios para proliferagio (Ki-67, BrdU), apoptose (Caspase-3) e
acetilacdo de varias histonas (H2, H3, H4). A proteina histona do material
congelado € usada para ensaiar as mudangas de acetilagdo da histona por
ELISA (ensaio imunoabsorvente ligado a enzima). Os camundongos sio
também submetidos a uma autopsia completa.

Embora esta invengdo tenha sido particularmente apresentada e
descrita com referéncia as suas formas de realizagdo, sera entendido por aqueles
habilitados na técnica que varias modificagdes na forma e nos detalhes poderio
ser nela feitas, sem que se afaste do significado da inveng¢do descrita.

Certamente, o escopo da invengéo € definido pelas reivindicages que seguem.
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REIVINDICACOES

1. Composigdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz do inibidor da Histona
Desacetilase (HDAC) e um composto de metal quelatavel, e um carreador
farmaceuticamente aceitavel.

2. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 1,

caracterizada pelo fato de que o composto de metal quelatavel compreende

ferro ou zinco.
3. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagio 2,

caracterizada pelo fato de que o inibidor da HDAC ¢€ o acido suberoilanilida

hidroxamico (SAHA) ou sal ou hidrato ou solvato farmaceuticamente
aceitaveis do mesmo
4. Método para tratar cancer e aliviar os efeitos colaterais do

inibidor da HDAC, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de

administrar a um paciente a composi¢do farmacéutica como definida na
reivindicagéo 1.

5. Método para tratar cancer e aliviar os efeitos colaterais do

inibidor da HDAC, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de
coadministrar a um paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz do
inibidor da HDAC e um composto de metal quelatavel.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo

fato de que o composto de metal quelatavel compreende ferro ou zinco.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo

fato de que o inibidor da HDAC ¢ o acido suberoilanilida hidroxamico
(SAHA) ou um sal ou hidrato ou solvato farmaceuticamente aceitaveis do
mesmo.

8. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz do complexo de quelato

de SAHA de ferro ou seu hidrato ou solvato, e um carreador
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farmaceuticamente aceitavel.

9. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagio 8,
caracterizada pelo fato de que a relagdo estequiométrica do ferro para a
SAHA é de 1:3.

10. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo

9, caracterizada pelo fato de que o complexo de quelato de SAHA de ferro ¢é

cristalino, e € por um padrio de po6 de difra¢do de raio-X com radiagdo Ko de
cobre, incluindo os picos caracteristicos em 8,8, 14,5 ¢ 21,8 graus 20.
11. Composigdo farmacéutica de acordo com a reivindica¢io

9, caracterizada pelo fato de que o complexo de quelato de ferro € cristalino, e

¢ caracterizado por um padrdo de difragdo pd de raio-X com radiagcdo Ko de
cobre, incluindo os picos caracteristicos em 8,8, 13,3, 14,5, 20,3, 21,8 e 24,6
graus 20.

12. Composi¢do farmacéutica de acordo com a reivindicagio

9, caracterizada pelo fato de que o complexo de quelato de ferro é cristalino, e

¢ caracterizado por um padrdo de difracdo de raio-X com radia¢do Ko de
cobre, incluindo os picos caracteristicos em 8,8, 13,3, 14,5, 18,5, 20,3, 21,8,
24,6, 25,8 e 33,3 graus 26.

13. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz do complexo de quelato
de SAHA de zinco, ou seu hidrato ou solvato, e um carreador
farmaceuticamente aceitavel.

14. Método para tratar cancer, caracterizado pelo fato de que

compreende a etapa de administrar a um paciente uma quantidade
terapeuticamente eficaz do complexo de quelato inibidor da HDAC de metal,
ou seu hidrato ou solvato.

15. Método de se obter um complexo de quelato inibidor da

HDAC de metal cristalino, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa

de cristalizar o complexo de quelato em um solvente orgénico ou em uma



mistura de solvente orgénico e dgua.
16. Método de se obter um complexo de quelato inibidor da

HDAC de metal, caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de

adicionar um composto de metal quelatavel e base com o inibidor de HDAC

em um meio de reagio.
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RESUMO
“COMPOSICAO FARMACEUTICA, METODO PARA TRATAR
CANCER E ALIVIAR OS EFEITOS COLATERAIS DO INIBIDOR DA
HDAC, E, METODO DE SE OBTER UM COMPLEXO DE QUELATO
INIBIDOR DA HDAC DE METAL”

A presente invengdo prové composi¢des farmacéuticas de um
inibidor de HDAC e composto de metal quelatavel. Em uma forma de
realizacdo, a invengdo prové um método para tratar cancer e aliviar os efeitos
colaterais do inibidor de HDAC pela administragdo da composi¢io
farmacéutica. Em outra forma de realizagdo, a presente invengdo também
prové composi¢des farmacéuticas de complexos de quelato inibidor de HDAC
de metal. Em outra forma de realizagdo, a invengédo prové métodos de tratar
do cancer mediante a administracdo das composi¢des farmacéuticas. A
invengdo prové composi¢des cristalinas de complexos de quelato inibidor de

HDAC de metal e métodos de produzi-los.
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