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(57) Resumo: A presente invencéao refere-se ao uso de composic¢des bifuncionais em métodos para o tratamento ou prevencao
de cancer. As composi¢des compreendem um ligante de DNA e um ligante de proteina para o tratamento ou prevencao de
cancer, onde o ligante de DNA interfere com o metabolismo de DNA e o ligante de proteina interfere com as rotas de sinalizagéo.
Em particular, a presente invencao refere-se ao uso de pironaridina em métodos para o tratamento ou prevencao de cancer. A
invencao refere-se também a composi¢des, compostos e medicamentos compreendendo um ligante de DNA e um ligante de
proteina, por exemplo, composi¢Ges, compostos e medicamentos compreendendo pironaridina.
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COMPOSICOES BIFUNCIONAIS PARA O TRATAMENTO DE
CANCER

Campo da invencéo

[0001] A presente invencéo refere-se a métodos para o tratamento ou prevencao
de céancer. Em particular, a invengdo contempla o uso de composigdes e
compostos bifuncionais no tratamento ou prevencdo de cancer. A invencgéo
refere-se mais especificamente ao uso de composi¢cdes compreendendo um
ligante de DNA e um ligante de proteina para o tratamento ou prevencao de
cancer. A invencdo refere-se também a composi¢bes, compostos e
medicamentos compreendendo um intercalador de DNA e um inibidor de
proteina.

Antecedentes da invengao

[0002] Qualquer discussdo quanto o estado da técnica em todo o relatério nao
deve de forma alguma ser considerada uma admissdo de que tal estado da
técnica seja amplamente conhecido ou faca parte do conhecimento geral no
campo.

[0003] As taxas de sobrevivéncia de canceres sdo frequentemente muito
proximamente ligadas a frequéncia de diagndsticos precoces, a agressividade do
cancer, a disponibilidade de terapias anticancer efetivas que sdo direcionadas
para o cancer, a saude global do individuo submetido a tratamento e/ou se
existem opcdes, cirdrgicas ou outras, para a remocdo de tumores e células
cancerigenas.

[0004] Todos os tipos cancer sdo geralmente caracterizados por uma divisao
celular descontrolada por meio de sinalizacdo molecular anémala que permite
que as células contornem a interrupcédo do ciclo celular/apoptose. A persisténcia
da proliferacdo celular é frequentemente atribuida, pelo menos em parte, a

desabilitacdo dos mecanismos celulares para a morte celular programada.
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[0005] No entanto, € comum a muitos canceres o fato do direcionamento
indiscriminado de agentes terapéuticos, e a toxicidade dos agentes, limitar a
eficacia de terapias anticancer em seus tratamentos.

[0006] De maneira a contornar o problema do direcionamento, enquanto
disponibilizando também terapias que tém aplicabilidade ampla, pode ser til o
direcionamento para processos celulares que sejam significativamente
aumentados na proliferacdo celular associada com cancer, tal como a transcricao
e replicacdo de DNA requerida durante a divisdo celular. O modo de acdo de
tais terapias € frequentemente relacionado ao dano subsequente ao DNA
iniciando rotas apoptoticas que levam a morte celular. A apoptose seletiva de
células cancerigenas em proliferacdo é crucial para o tratamento efetivo do
cancer.

[0007] Moléculas que ligam DNA podem interferir na sintese de DNA pelo
bloqueio de interacGes entre o0 DNA e, por exemplo, fatores de transcricéo,
polimerases, ligases, nucleases, topoisomerases e helicases. Em particular,
ligantes de DNA que se intercalam entre os pares de bases das fitas de DNA sao
especialmente efetivos em perturbar o maquinario celular e complexos que séo
associados com, e se deslocam ao longo do comprimento do DNA durante a
transcricdo e replicagdo. No entanto, embora tais ligantes de DNA possam ser
direcionados para células cancerigenas, podem impactar também em células
sendo submetidas a divisdo celular normal, e afetar a expressdo de céelulas ndo
em divisédo, levando a uma faixa potencial de efeitos colaterais.

[0008] Além disto, a acdo de um ligante de DNA pode néo ser suficiente porque,
apesar do efeito terapéutico potencial de interferir na sintese de DNA de maneira
a acionar a apoptose, a capacidade das células cancerigenas em evitar a morte
celular pode anular o beneficio terapéutico associado em causar dano no DNA as
celulas cancerigenas.

[0009] Como tal, seria vantajoso combinar a atividade de um ligante de DNA

com um meio para impedir as cascatas de sinalizagdo que aumentam a
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progressao tumoral e escape da morte celular e da resposta imune que pode
normalmente ser acionada, por exemplo, por uma resposta de dano a DNA.
[0010] Uma classe de moléculas envolvida no escape de morte celular e
promocao tumoral sdo as proteinas quinases, muitas das quais Sdo quinases
prolificas e promiscuas com vastos conjuntos de substratos. Infelizmente, a
inibicdo de uma proteina quinase envolvida em multiplas rotas pode
frequentemente apresentar efeitos colaterais graves, o que pode ser uma barreira
para o desenvolvimento e comercializacdo de farmacos bem sucedidos.

[0011] Uma estratégia para acelerar a rota de desenvolvimento de farmaco para
novas terapias é reaproveitar (ou reposicionar) farmacos licenciados existentes
para novas indicacdes médicas. O reaproveitamento é efetivamente o reuso de
farmacos com indicacdes especificas para novas aplicacdes, enquanto se tirando
vantagem de conhecimento existente e dados de seguranca. Exemplos recentes
de reaproveitamento promissor de farmacos para o tratamento e prevencao de
cancer incluem o uso de farmacos antiparasitarios e antipsicoticos. Houve
também estudos in vitro de alguns farmacos antimalaricos que se mostraram
efetivos contra cepas resistentes de malaria sendo reaproveitados para serem
coadministrados com farmacos quimioterapéuticos de maneira a melhorar o
tratamento pelo contraponto ou reversdo da resisténcia a farmacos
quimioterapéuticos. Certamente, embora o0 reaproveitando possa permitir a
omissdo de alguns aspectos do desenvolvimento de farmaco no que diz respeito
aos dados de seguranga, este ndo contorna a necessidade de demonstrar que o
farmaco reaproveitado seja de fato efetivo para a nova aplicacdo por meio de
estudos in vivo e testes em humanos, uma vez que dados in vitro frequentemente
nédo sao representativos de resultados in vivo.

[0012] Por exemplo, no US 20110300137 €é descrito o uso do farmaco
antimalarico, lumefantrine, em conjunto com farmacos quimioterapéuticos, onde
o lumefantrine amplifica o tratamento do cancer pela inibi¢do da autofagia. A
autofagia € um mecanismo conhecido empregado por células tronco

cancerigenas contra farmacos quimioterapéuticos, que permite que as células
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permanecam em um estado quiescente, antes de proliferar novamente uma vez o
farmaco quimioterapéutico ter sido removido. No estado quiescente, as células
cancerigenas estdo protegidas contra os farmacos quimioterapéuticos, que em
geral sdo orientados para células em proliferagdo, contribuindo assim para a
resisténcia do cancer ao farmaco quimioterapéutico. Pela inibicdo da autofagia,
as células cancerigenas ndo podem evitar os farmacos quimioterapéuticos e a
resisténcia é reduzida, no entanto é ainda a atividade dos farmacos
quimioterapéuticos que trata o cancer. Entretanto, embora o tenha mostrado
atividade anti-autofagia em estudos in vitro no US 20110300137, nem o
lumefantrine nem qualquer um dos varios farmacos antimalaricos citados
(alguns dos quais, tal como a pironaridina, compartilham muito pouca
similaridade com o0s outros membros do grupo supostamente apresentando a
mesma atividade) foram mostrados ou sugeridos como apresentando qualquer
atividade antiproliferativa ou apoptdtica para tratar ou prevenis efetivamente
células em divisdo de um cancer separadamente, nem houve quaisquer estudos in
vivo para validar estas descobertas.

[0013] Em um outro exemplo, o CN 1135977C descreve o uso do farmaco
antimalérico, pironaridina, na preparacdo de combinacdo de farmacos
antineoplasicos para o tratamento de tumores resistentes a multiplos farmacos.
Similarmente, este relatorio descreve a coadministracdo ou pré-administracdo de
pironaridina com Adriamicina (ADR: doxorubicina) para a resisténcia de
linhagens celulares a farmacos multiplos com resisténcia especifica a ADR, de
maneira a aumentar os efeito citotoxicos do ADR. Embora tenha sido mostrado
que a apoptose de linhagens celulares MDR por ADR pode ser aumentada na
presenca de pironaridina em estudos in vitro, ndo foi demonstrado ou sugerido
que a PND poderia induzir a apoptose em células em proliferacdo
separadamente, nem que qualquer atividade suposta da pironaridina fosse
transferivel e replicavel nos tumores reais. Da mesma forma, a invencao

reivindicada em CN1 135977C é meramente para o uso de pironaridina em
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combinacdo com farmacos antitumorais para a reversao de MDR em tumores
resistentes in vitro.

[0014] Seria atil a capacidade de se redirecionar um farmaco conhecido que
apresente atividades de ligacdo tanto a DNA quanto a proteina, tal como um
farmaco antimalarico com uma longa histéria de uso tolerado, para novas
aplicacOes terapéuticas de maneira a acelerar a rota de desenvolvimento de um
farmaco para tratamentos de cancer.

[0015] E um objetivo da presente invencdo superar ou melhorar pelo menos uma
das desvantagens do estado da técnica, ou prover uma alternativa util.

Sumario da invencao

[0016] Surpreendentemente foi encontrado que uma molécula compreendendo
um ligante de DNA e um ligante de proteina é Gtil para o tratamento e prevencéo
de cancer. Em particular, os presentes inventores encontraram que um farmaco
antimalarico compreendendo um ligante de DNA e um ligante de proteina,
pironaridina, apresenta atividades antiproliferativas previamente conhecidas
contra células cancerigenas em divisdo, onde a atividade ¢ seletiva, minimizando
assim efeitos colaterais. Os presentes inventores sdo 0s primeiros a demonstrar
em estudos in vivo que a pironaridina apresenta citotoxicidade seletiva e pode ser
utilizada para o tratamento e/ou prevencédo de cancer, em oposi¢cdo a meramente
aumentar o efeito de farmacos quimioterapéuticos em linhagens celulares MDR
imortalizadas.

[0017] Da mesma forma, em um primeiro aspecto da presente invencdo, €
provido um método para induzir apoptose em células cancerigenas em
proliferacdo para o tratamento ou prevencdo de cancer em um mamifero, o
método compreendendo a etapa de administracdo ao dito mamifero uma
composicdo compreendem uma quantidade terapeuticamente efetiva de
pironaridina (PND), ou um derivado ou um sal farmaceuticamente aceitavel
desta.

[0018] Em um segundo aspecto da presente invencao, € provido um método para

induzir apoptose em células cancerigenas em proliferacdo em um tumor em um
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mamifero, 0 método compreendendo a etapa de administracdo ao dito mamifero
uma composicdo compreendendo uma quantidade terapeuticamente efetiva de
pironaridina (PND), ou um derivado ou sal farmaceuticamente aceitavel desta.
[0019] Em um terceiro aspecto da presente invencéo, € provido um método para
induzir morte celular em células cancerigenas em um tumor em um mamifero, o
método compreendendo a etapa de administragdo ao dito mamifero uma
composicdo compreendendo uma quantidade terapeuticamente efetiva de
pironaridina (PND), ou um derivado ou sal farmaceuticamente aceitavel desta.
[0020] Em um quarto aspecto da presente invencdo, € provido um método para
induzir morte celular em células cancerigenas para o tratamento ou prevencao de
cancer em um mamifero, o0 método compreendendo a etapa de administracédo ao
dito mamifero uma composicdo compreendendo uma quantidade
terapeuticamente efetiva de pironaridina (PND), ou um derivado ou sal
farmaceuticamente aceitavel desta.

[0021] Em um quinto aspecto da presente invencao, € provido um método para a
reducdo do tamanho de um tumor em um mamifero, 0 método compreendendo a
etapa de administracdo ao dito mamifero uma composicdo compreendendo uma
quantidade terapeuticamente efetiva de pironaridina (PND), ou um derivado ou
sal farmaceuticamente aceitavel desta, onde a administracdo reduz o tamanho do
tumor pela inducdo de apoptose em células cancerigenas em proliferacdo no
tumor.

[0022] Em um sexto aspecto da invencdo, é provido um método para o
tratamento ou prevencdo de cancer, o método compreendendo a etapa de
administragdo a um individuo necessitando de tal tratamento uma composicéo
compreendendo um ligante de DNA e um ligante de proteina.

[0023] O ligante de DNA pode ser qualquer molécula que possa ligar DNA e
interferir com o metabolismo de DNA. Por metabolismo de DNA quer-se
significar qualquer processo celular pelo qual o DNA é mantido ou no qual o
DNA ¢ utilizado e inclui, por exemplo, sintese de DNA e reagdes de degradacgéo

envolvidas na replicacdo e reparo de DNA, bem como transcricdo. Replicacdo
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significa qualquer processo pelo qual sequéncias de DNA sdo copiadas. O
ligante pode ligar o DNA de forma ndo especifica por meio de interacdes
eletrostaticas, por meio de interag@es sulco-ligacdo especificas e/ou por meio de
intercalacdo entre pares de bases. Em realizacdes especificas, o ligante de DNA
é um intercalador de DNA. O intercalador de DNA pode atuar por intercalacéo
de pares de bases por meio do sulco maior do DNA ou sulco menor do DNA
e/ou intercalacédo por rosca.

[0024] O ligante de DNA pode compreender um sistema de anéis plano que
facilita e intercalacdo do DNA permitindo a insercdo entre dois pares de bases
adjacentes nas fitas duplas do DNA, distorcendo assim a dupla hélice do DNA
e/ou impedindo a replicacdo e/ou transcricdo do DNA pela interferéncia com o
desenrolamento, alongamento e/ou ligacdo do DNA. A interferéncia com a
sintese do DNA em células em proliferacdo, tais como células cancerigenas,
pode desacelerar ou interromper a replicacdo do DNA e a proliferacéo celular,
interfere no ciclo celular, reduz a viabilidade celular e/ou conduz a morte celular.
[0025] Em casos particulares, os intercaladores de DNA podem iniciar rotas
apoptoticas pela inibicdo da atividade da topoisomerase. Estes intercaladores de
DNA podem ser classificados como inibidores de topoisomerase ou venenos de
topoisomerase, e podem ser direcionados para a topoisomerase | e/ou
topoisomerase Il. Estes intercaladores de DNA podem também ligar proteinas
de topoisomerase. Preferivelmente, o intercalador de DNA € capaz de ligar e
inibir também a atividade da topoisomerase Il . Sem se querer ficar ligado a
teoria, € proposto que pela formacdo de um complexo com o DNA e a
topoisomerase Il em uma célula em proliferacdo passando por uma sintese de
DNA, o DNA e a topoisomerase Il se tornam aprisionadas no “complexo
clivavel”. Isto previne a religacdo do DNA de fita dupla que foi inicialmente
cortado pela topoisomerase para facilitar o desenrolamento. A quebra da fita de
DNA enddgeno subsequente aciona a resposta de dano de DNA, levando a

apoptose. Este modo de acdo pode ser facilitado, ou contribuido, pelo fato do
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intercalador de DNA estabilizar a quebra da fita dupla e/ou prevenir o re-
anelamento das duas fitas do DNA.

[0026] Em casos em que o ligante de DNA é um intercalador de DNA, o ligante
de proteina da composicao da invencdo pode contribuir também para o inicio da
rota apoptatica pela interagdo com o DNA e/ou a topoisomerase.

[0027] O sistema de anéis plano do intercalador de DNA pode compreender dois
ou mais anéis fundidos. Preferivelmente os aneis sdo aromaticos. Os aneis
podem ser quaisquer compostos aromaticos de 5 ou 6 membros e podem ser
substituidos e/ou heterociclicos. Um anel aromatico substituido € um em que
um atomo de hidrogénio no anel é substituido por um outro 4&tomo ou grupo.
Um composto aromatico heterociclico € um em que a estrutura do anel
compreende carbono e pelo menos um outro atomo, tal como, por exemplo,
nitrogénio, oxigénio e/ou enxofre. Por exemplo, o intercalador de DNA pode
compreender um anel benzeno e/ou um composto heterociclico de 6 membros tal
como piridina, pirimidina, pirazina, fosfinina, diazina e/ou tiazina. Em outros
exemplos, o intercalador de DNA pode compreender um composto heterociclico
de 5 membros tal como pirrol, imidazol, furano, tiazol e/ou tiofeno.

[0028] Em realizacbes preferidas, o sistema de anéis plano compreende pelo
menos um anel piridina, embora o sistema de anéis possa compreender 2 ou mais
anéis piridina. O sistema de anéis plano pode compreender trés anéis aromaticos
fundidos. Os trés anéis fundidos podem ser aneis de 5 ou 6 membros. Em uma
realizacdo, o sistema de anéis plano compreende trés aneis aromaticos de 6
membros fundidos, onde pelo menos um, e preferivelmente dois, dos anéis
aromaticos sdo heterociclicos. Cada um dos anéis pode ser benzeno, caso em
que o sistema de anéis plano pode ser chamado de antraceno. Um ou mais dos
anéis benzeno podem ser halogenados, nitrados, sulfonados, alquilados, acilados
e/ou substituidos com combinagOes estericamente permissiveis destes. O
intercalador de DNA pode ser um derivado heterociclico de antraceno, onde pelo
menos um dos aneis apresenta uma estrutura de anel compreendendo carbono e

pelo menos nitrogénio. Os derivados de antraceno com uma estrutura de anel
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compreendendo carbono e um, dois e trés nitrogénios pode ser chamados de
monazaantracenos, diazaantraceno e triazaantraceno, respectivamente.

[0029] Exemplos ndo limitantes de antracenos/ grupos de antraceno que podem
fazer parte do intercalador de DNA incluem 1,-monoazaantraceno, 2,-
monoazaantraceno, 5,-monoazaantraceno, 1,2-diazaantraceno, 1,3-
diazaantraceno, 1,4-diazaantraceno, 1,5-diazaantraceno, 1,6-diazaantraceno, 1,7-
diazaantraceno, 1,8-diazaantraceno, 1,9-diazaantraceno, 1,10-diazaantraceno,
2,3-diazaantraceno, 2,5-diazaantraceno, 2,7-diazaantraceno, 2,8-diazaantraceno
e 5,10-diazaantraceno. Em realizagGes preferidas da invencdo, o sistema de
anéis plano do intercalador de DNA € um 1,5-diazaantracene (também
conhecido como benzo(b)-1,5-natiridina), ou um derivado deste.

[0030] Em realizacdes preferidas da invencdo, o sistema de anéis plano do
intercalador de DNA é um antraceno, um diazaantraceno, ou, mais
preferivelmente, um 1,5-diaza-antraceno com um ou mais substituintes
selecionados do grupo consistindo em —0®, ~OH, -OR, -OCgHs , —
OCOCHj3, —~NH,, -NR;, -NHCOCHjs, —R, —C¢Hs, -NO,, -NR™, PR ) _SR ),
—~SO3H, -SO,R,~CO,H, -CO,R, -CONH,, -CHO, -COR, —-CN, -F, —CI, -Br, I,
—CH,CI, -CH=CHNO,, onde R é qualquer grupo alquil.

[0031] O ligante de proteina pode ser qualquer molécula que ligue e interfira
com a atividade de uma proteina, e pode impedir qualquer rota de sinalizacéo
envolvendo a dita proteina. Deve ser entendido que a comunicacdo dentro e
entre células ocorre por meio de transmissdo de sinais por rotas de sinalizacdo
(também conhecido como transducdo de sinal). Em realizacGes preferidas da
inveng&o, o ligante de proteina liga uma proteina que esté envolvida em uma rota
de sinalizacdo que leva, ou aumenta/permite a progressdo do cancer. Esta rota
de sinalizacdo pode ser qualquer rota que resulte em qualquer (quaisquer)
fenotipo(s) associado(s) com cancer, incluindo, mas ndo se limitando a,
proliferacdo celular, desvio celular da apoptose e/ou necrose, desvio celular da
resposta imune, incorporacao e propagacdo do dano de DNA, mobilidade celular

aumentada e metabolismo celular aumentado. Pelo bloqueio de uma rota de
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sinalizacdo que resulte em fenotipo associado com cancer, o ligante de proteina
pode auxiliar no tratamento ou prevencdo de cancer pela reducdo, minimizacao,
reversdo, prevencdo, retardo ou ablacdo, ou qualquer efeito do fenotipo
associado com cancer.

[0032] O ligante de proteina pode bloquear uma rota de sinalizacdo por ligagéo a
uma proteina e prevencdo de uma modificacdo pds traducdo da proteina, tal
como reacdes de clivagem especificas, a formacdo de ligaces dissulfeto, a
adicédo de grupos de baixo peso molecular, por exemplo, por meio de acetilacéo,
amidacéo, biotinilacdo, cisteinilacdo, deamidacdo, formilacao, glutationilacao,
glicagdo, glicosilagdo, hidroxilagdo, metilagdo, oxidacdo, palmitoilacdo ou
fosforilacdo e/ou conjugacdes com outros tipos de moléculas. Em outros
exemplos, uma rota de sinalizacdo pode ser bloqueada pela ligacao do ligante de
proteina a uma proteina e prevencdo da remocdo de grupos de baixo peso
molecular adicionados por qualquer um dos processos pos traducédo
mencionados acima.

[0033] O destinatario qualificado saberia que um dos mecanismos celulares mais
comuns de transducdo de sinal é a fosforilacdo de proteinas quinases e
desfosforilacdo de proteina por fosfatases. Da mesma forma, em realizacdes
preferidas da invencdo, o ligante de proteina bloqueia uma rota de sinalizacéo
que leva, ou aumenta/permite a progressdao de cancer, pela interferéncia com o
estado de fosforilacdo de uma proteina na rota de sinalizacdo. Por interferéncia
quer-se dizer que (a) o ligante de proteina pode ligar uma proteina na rota de
sinalizacdo e prevenir ou permitir a fosforilacdo ou defosforilacdo desta proteina;
ou (b) o ligante de proteina pode ligar uma proteina na rota de sinalizacdo e
prevenir ou permitir que a proteina fosforilize ou desfosforilize outros substratos
na rota de sinalizacao.

[0034] Uma caracteristica particularmente comum do céncer € a atividade
aumentada, supraexpressdo ou perda de regulacdo negativa das proteinas
quinases, 0 que pode ser chamado coletivamente de suprarregulacdo das

proteinas quinases. Em realizacGes preferidas da invencéo, o ligante de proteina
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liga uma proteina quinase, e mais preferivelmente, o ligante de proteina liga uma
proteina quinase que é envolvida em uma rota de sinalizacdo que leva, ou
aumente/permita a progressdo do cancer. O ligante de proteina pode ligar a
proteina quinase e prevenir, perturbar ou reduzir a capacidade da proteina
quinase em fosforilar alvos envolvidos na rota de sinalizacdo. A acdo da
proteina quinase pode ser evitada, perturbada ou reduzida pela ligacdo do ligante
de proteina temporariamente, reversivelmente, permanentemente ou em resposta
a estimulos particulares. A acdo da proteina quinase pode ser evitada,
perturbada ou reduzida pela ligacdo do ligante de proteina, por exemplo, pelo
ligante de proteina que induz altera¢fes conformacionais na proteina quinase, o
ligante de proteina ocupando sitios de ligacdo na proteina quinase, o ligante de
proteina bloqueando outros sitios receptores que ordinariamente acionariam
eventos de fosforilacdo e/ou o ligante de proteina criando obstrucdo estérica a
atividade da quinase. Da mesma forma, o ligante de proteina pode ser chamado
de um inibidor de proteina quinase.

[0035] O ligante de proteina pode ligar e inibir qualquer proteina quinase que
seja suprarregulada em uma rota de sinalizagdo que leve ou aumente/permita a
progressdo de cancer. Em certas realizacfes da invencédo, a proteina quinase é
uma quinase envolvida na rota da MAP (proteina ativada por mitdgeno) quinase
(também conhecida como a rota da Ras/MAPK ou rota da Ras/RaffMAPK ou
rota da MAP/Erk ou rota da Ras/Raf/Mek/Erk), que é envolvida na proliferacédo
celular, sobrevivéncia celular e metastase. Em particular, o ligante de proteina
pode ligar e inibir uma MEK (MAPK/Erk quinase), pode ligar e inibir uma Raf
quinase, ou pode ligar e inibir uma ERK (quinase receptora extracelular) ou
isoformas destas.

[0036] Em outras realizacOes, o ligante de proteina liga uma proteina quinase na
rota da PI3K/Akt (fosfoinositide 3-quinase/Proteina Quinase B) quinase, que €
uma combinacdo de muitas rotas individuais envolvidas na proliferacéo,

metabolismo, sobrevivéncia celular e resposta a dano de DNA. Em particular, o
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ligante de proteina pode ligar e inibir PI3K, Akt, PDK1 , GSK-3, Weel , Mytl ,
CHK1, CHK2, ATR, ATM, mTOR, CDK2 ou PIP5K, ou isoformas destes.
[0037] Em um exemplo adicional, o ligante de proteina liga uma proteina
quinase na rota da RIPK3/RIPK1 (serina/treonina quinase 3/1 que interage com
receptor; também conhecida como rota da RIP1 e/ou RIP3 quinase) quinase, que
é envolvida em apoptose e necrose. Em particular, o ligante de proteina pode
ligar e inibir RIPK3, RIPK1, TAK1 ou FADD, ou isoformas destas. Em outros
exemplos, o ligante de proteina liga e inibe PKC (proteina quinase C) ou
isoformas desta, que é envolvida na proliferacdo, mobilidade e sobrevivéncia
celular.

[0038] Em realizagdes da presente invencdo, o ligante de proteina é um inibidor
da proteina quinase, onde a proteina quinase € selecionada do grupo consistindo
em MEK, Raf, ERK, PI3K, Akt, PDK1 , GSK-3, Weel , Mytl , CHK1 , CHK2,
ATR, ATM, mTOR, CDK2, PIP5K, RI PK3, RIPK1 , TAK1 , FADD e PCK,
e/ou isoformas destas.

[0039] O ligante de proteina pode ligar mais de uma proteina quinase. Da
mesma forma, em realizagdes da presente invencdo, o ligante de proteina liga e
inibe uma ou mais proteinas quinases selecionadas do grupo consistindo em
MEK, Raf, ERK, PI3K, Akt, PDK1 , GSK-3, Weel , Mytl , CHK1 , CHK2,
ATR, ATM, mTOR, CDK2, PIP5K, RIPK3, RIPK1 , TAK1 , FADD e PCK,
e/ou isoformas destas.

[0040] Em realizacGes da presente invencao, o ligante de proteina liga a quinase,
Glicogénio Sintase Quinase-3 (GSK-3), e pode ser chamado de um ligante de
GSK-3. Neste caso, o ligante de proteina pode ser qualquer molécula que se
ligue a GSK3a e/ou GSK3p, onde deve ser entendido que GSK3a e GSK3p séo
paralogos que apresentam substratos de fosforilacdo diferentes e sobrepostos e
respondem a sinais moleculares diferentes e sobrepostos. Para facilidade de
referéncia, ambas as moléculas serdo coletivamente chamadas de GSK-3,
embora deva ser entendido que o ligante de GSK-3 pode preferivelmente ligar

um dos paralogos, pode ligar os paralogos com diferentes especificidades e
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afinidades e/ou pode preferencialmente ligar um dos paralogos, por exemplo, em
locais celulares particulares, em resposta a diferentes estimulos e/ou quando
sendo utilizados no tratamento ou prevencdo de diferentes canceres.
Alternativamente, o ligante de GSK-3 pode ligar cada um dos paralogos no
mesmo local com especificidade e afinidade similares.

[0041] A GSK-3 é uma quinase prolifica e promiscua, conhecida como
envolvida na promocdo de tumor por meio de metabolismo celular aumentado e
a formacdo de complexos de proteina anti-apoptéticos. A GSK-3 estd presente
por toda a célula, inclusive no nucleo. Da mesma forma, sem se querer estar
preso a teoria, € proposto que a interferéncia da sinalizacdo de GSK-3 em células
em proliferacdo, tais como células cancerigenas, pode romper muitos processos
celulares relevantes, desta forma, desacelerando ou interrompendo a proliferacéo
celular e/ou encorajando a morte celular.

[0042] Em uma ou mais realizacdes, o ligante de proteina pode compreender um
Oou mais anéis aromaticos de 5 ou 6 membros, onde o anel(is) pode(m) ser
substituido(s) e/ou heterociclico(s). Em outras realizacdes, o ligante de proteina
pode compreender anéis de 5 ou 6 membros que ndo sdo aromaticos e 0s anéis
podem ser substituidos em qualquer um dos atomos da estrutura do anel. In
realizacGes da invencdo, o ligante de proteina pode compreender um ou mais
anéis benzeno ou fenil e estes podem ser halogenados, nitrados, sulfonados,
alquilados, acilados e/ou substituidos com combinacGes estericamente
permissiveis destes. Em realizacBes adicionais, o ligante de proteina pode
compreender um ou mais anéis pirrolidina. O ligante de proteina pode
compreender um ou mais aneis aromaticos de 6 membros e/ou um ou mais aneis
de 5 membros, com um ou mais substituintes selecionados do grupo consistindo
em -0, —OH, —OR, —OC¢Hs , —OCOCHj;, -NH,, —NRy, —
NHCOCHS, — R, —CgHs, -NO,, —NR3(+), —PR3(+), —=SR,(+), —SOsH, ~SO;R, —
CO,H, -CO,R, -CONH,, -CHO, -COR, —CN, -F, -ClI, -Br, I, -
CH,CI, -CH=CHNO,, —C,Hs, -CR,H, —CR3, onde R € qualquer grupo alquil.

Em realizacdes preferidas, o ligante de proteina pode compreender um anel fenil
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e um ou mais aneis pirrolidina, o anel fenil e/ou o anel pirrolidina podem ser
substituidos com um ou mais substituintes selecionados do grupo consistindo em
~-0%, ~OH, —OR, —OC¢Hs, ~OCOCHS3, -NH,, -NR,, -NHCOCHj, R, —
CeHs, -NO,, -NR™, —PR™, _SR,(+), ~SO3H, —SO,R, ~CO,H, —~CO,R, —
CONH,, -CHO, —-COR, -CN, —F, —-Cl, -Br, -1, -CH,CI, -CH=CHNO,, —C,Hs, —
CR,H, — CR3, onde R é qualquer grupo alquil.

[0043] O ligante de proteina pode ligar ou interagir com a proteina em residuos
particulares. Estes residuos podem, por exemplo, ser parte de um ou mais sitios
de ligacdo ou fosforilacdo na proteina. Alternativamente, os residuos podem ser
cruciais para o fixacdo da proteina ou fosforilacdo de um substrato de proteina.
[0044] Em realizacBes da invencdo, o ligante de proteina pode ligar ou interagir
com residuos especificos na GSK-3. Por exemplo, o ligante de GSK-3 pode
ligar um sitio ativo de GSK-3p por meio de uma ligacéo de hidrogénio a Valina
135, Glutamina 185 e por meio de interacbes de van der Waals a varios
aminoacidos adicionais.

[0045] Nos métodos da presente invencdo, o cancer pode ser tratado ou
prevenido pela administracdo de uma composicdo compreendendo um ligante de
DNA e um ligante de proteina, onde os ligantes sdo moléculas separadas. Isto
permitiria que a composi¢cao compreendesse diferentes propor¢des molares dos
dois ligantes para se localizarem em diferentes partes da célula e/ou se
localizarem em conjunto. Por exemplo, a composi¢do pode compreender um
excesso do ligante de DNA (isto é, uma propor¢do molar do ligante de
DNA:ligante de proteina de 1000:1 a 1,1:1) ou um excesso do ligante de proteina
(isto é, uma proporgdo molar do ligante de DNA:ligante de proteina de 1:1000 a
1:1,1) ou quantidades molares iguais de ligante de DNA e ligante de proteina. A
proporcdo do ligante de DNA e ligante de proteina pode ser modificada e
ajustada dependendo de fatores tais como tipo de cancer sendo tratado, o estagio
do cancer, a idade do individuo e saude geral e sensibilidade dos efeitos do

ligante de DNA e/ou ligante de proteina.
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[0046] Em outras realizacBes, o ligante de DNA e o ligante de proteina séo
moléculas separadas que sdo conjugadas entre si, 0 que seria tipicamente uma
proporcdo de 1:1, embora os ligantes possam ser conjugados de tal maneira a
permitir um excesso do ligante de DNA ou do ligante de proteina. Por exemplo,
1-10 moléculas do ligante de DNA podem ser conjugadas com um unico ligante
de proteina, ou 1-10 moléculas do ligante de proteina podem ser conjugadas com
um unico ligante de DNA. Por conjugacao quer-se dizer que o ligante de DNA e
o ligante de proteina sdo produzidos separadamente e ligados por um espacador
ou reticulador apropriado e farmaceuticamente aceitdvel ou por interacdes
eletrostaticas ou covalentes, para administracdo em uma proporcao estabelecida.
O espacador ou o reticulador podem ser clivaveis sob certos estimulos ou a
conjugacao pode ser irreversivel.

[0047] Em realizagOes preferidas da invencdo, o ligante de DNA e o ligante de
proteina sdo componentes de um Unico composto. O ligante de DNA e o ligante
de proteina podem ser unidos por um ligante apropriado em um composto Unico.
O ligante pode ser rigido ou flexivel e/ou pode ser de qualquer comprimento que
facilite o ligante de DNA em ser capaz de ligar DNA e o ligante de proteina em
ser capaz de ligar proteina. O ligante ndo precisa permitir a ligacdo simultanea
de DNA e de proteina, embora isto seja preferido em algumas realizagbes. O
ligante pode compreender um grupo amino. O composto pode compreender
outros ligantes e/ou sitios ativos.

[0048] No caso do ligante de DNA e do ligante de proteina serem conjugados ou
parte de um dnico composto, deve ser entendido que isto resultaria na co-
localizagdo do ligante de DNA e ligante de proteina. A um dado momento, o0
composto ou ligantes conjugados podem estar localizados de tal forma que o
ligante de DNA ou apenas o ligante de proteina pode ser capaz de ligar DNA ou
a proteina, respectivamente.  Alternativamente, o composto ou ligantes
conjugados podem estar localizados de tal forma que tanto o ligante de DNA
quanto o ligante de proteina sdo capazes de ligar suas respectivas moléculas alvo

simultaneamente. A capacidade do ligante de DNA e do ligante de proteina no
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composto ou nos ligantes conjugados em ligar DNA e proteina, respectivamente,
seja simultaneamente ou sequencialmente pode flutuar no tempo ou em resposta
as atividades celulares.

[0049] Em realizacGes preferidas, o ligante de DNA e o ligante de proteina estdo
na forma de pironaridina (PND) ou um derivado ou sal farmaceuticamente
aceitavel desta. A pironaridina apresenta a férmula quimica CyH3,CIN5O, € 0
nome quimico  4-[(7-cloro-2-metoxi-1,5-dihidrobenzo[b][1,5]naftiridin-10-
il)imino]-2,6-bis(pirrolidin-1-ilmetil) ciclohexa-2,5-dien-1-ona (previamente, 2-
metoxi-7-cloro-10-(3',5'-bis(pirrolin-1-il  metil)-4'-hidroxifenilamino)benzo(b)-
1,5-naftiridina). A pironaridina é também conhecida como malaridina e
benzonaftiridina 7351.

[0050] Em aplicacbes terapéuticas, a pironaridina € preferivelmente utilizada
como um sal de fosfato ou um tetrafosfato de pironaridina, que apresenta a
formula quimica CygH44CINsO1gP, € 0 nome quimico 4-[(7-cloro-2-metoxi-1,5-
dihidrobenzo[b][1,5]naftiridin-10-il)imino]-2,6-bis(pirrolidin-1-
ilmetil)ciclohexa-2,5-dien-1-ona;acido fosférico.

[0051] O tetrafosfato de pironaridina é um agente antimalarico comum que foi
aprovado e tem sido utilizado efetivamente no tratamento de malaria por mais de
30 anos. Em tempos recentes, foi determinado que aumenta a atividade
antitumoral de alguns farmacos quimioterapéuticos comuns quando direcionados
para canceres resistentes a farmacos maultiplos, embora ndo tenha sido nunca
utilizado separadamente no tratamento ou prevencdo de cancer em estudos in
vivo, nem tenha sido sugerido como uma terapia anticancer autbnoma que possa
se direcionar para células em proliferacdo. Surpreendentemente, foi encontrado
por meio da presente invencdo que a pironaridina é um agente anticancer efetivo
com um ligante de DNA e um ligante de proteina. Apesar do composto
apresentar dois alvos terapéuticos, é geralmente bem tolerado e seguro para uso.
Sem se querer ficar ligado a teoria, se tem por hipoGtese que a pironaridina se
direciona seletivamente para células cancerigenas em proliferacdo para apoptose

e interfere com os mecanismos moleculares que podem permitir normalmente
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que as células cancerigenas fujam da morte celular. E importante que a
pironaridina seja seletiva no direcionamento para celulas em proliferacdo, na
medida em que reduz os efeitos colaterais que sdo comumente associados a
tratamentos de cancer menos seletivos.

[0052] A pironaridina compreende um ligante de ligacdo a DNA que é um
derivado de antraceno de trés anéis benzeno fundidos e um ligante de proteina
que compreende u anel aromatico de 6 membros e dois anéis de 5 membros. Na
pironaridina, o ligante de ligacdo a DNA é um 1,5-diaza-antraceno substituido,
embora em realizacdes da invencdo, o método se baseie em um derivado de
pironaridina que pode conter substituintes alternativos em posi¢cdes nas
estruturas dos anéis. Em outros derivados de pironaridina, o ligante de DNA é
um derivado heterociclico de antraceno com nitrogénio presente em diferentes
posicBes nas estruturas dos anéis dos anéis aromaticos fundidos. E proposto que
este aspecto estrutural da pironaridina (isto é, a natureza plana dos trés aneis
benzeno fundidos) permita que o ligante de DNA de pironaridina atue como um
intercalador de DNA para contribuir para o inicio da apoptose.

[0053] Esta caracteristica estd em contraste com outros agentes antimaléricos
que foram sugeridos para aumentar a atividade de agentes quimioterapéuticos
contra linhagens celulares resistentes, tais como amodiaquina, mefloguina,
naftoquina, pamaquina, primaquina, piperaquina, tafenoquina, mepacrina,
halofantrina, pironaridina, nitazoxanide e atovaquona. E possivel que a auséncia
de similaridade estrutural entre a pironaridina e estes agentes seja responsavel
pela funcionalidade diferente da pironaridina (isto é, apenas tratamento de
cancer) quando em comparacdo com 0S outros agentes antimalaricos (isto &,
amplifica o tratamento de cancer em células resistentes pela inibicdo da
autofagia).

[0054] Na pironaridina, a ligacdo do ligante de proteina compreende um grupo
fenil, embora em realizacdes da invencdo, o método se baseie em um derivado
de pironaridina que pode apresentar substituintes alternativos em posicoes

alternativas no anel benzeno. Em outros derivados de pironaridina, o ligante de
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proteina compreende um anel heterociclico de 6 membros. Na pironaridina, a
ligacdo do ligante de proteina compreende adicionalmente 2 anéis pirrolidina,
embora em realizagdes da invencdo o metodo se baseie em um derivado de
pironaridina que pode apresentar um ou mais anéis pirrolidina substituidos e/ou
pode compreender anéis aromaticos de 5 membros ou anéis de 5 membros com
outras moléculas além de carbono e nitrogénio na estrutura do anel.

[0055] Em outras realizacdes preferidas da invencdo, o método compreende a
administracdo a um individuo necessitando de tal tratamento uma composigdo
compreendendo tetrafosfato de pironaridina.

[0056] No método da invencdo, o cancer pode ser qualquer cancer que se
apresente como um tumor sélido ou um cancer do sangue (liquido) incluindo,
mas nao se limitando a, sarcomas, carcinomas, linfomas, leucemia, mielomas e
células tumorais em circulacdo (CTCs). Por exemplo, o carcinoma pode ser o de
pancreas, bexiga, mama, colon, mesotelioma, rins, figado, pulmao, incluindo
cancer de pulmédo de célula pequena, cancer de pulméo de célula ndo pequena,
de cabeca e pescoco, esdfago, vesicula biliar, ovario, estémago, cervical,
tireoide, prostata ou de pele. Em general, o cancer serd caracterizado por
proliferacdo celular descontrolada.

[0057] Em outros exemplos, o linfoma pode ser linfoma de célula B, linfoma de
celula T, linfoma de Hodgkins, linfoma ndo de Hodgkins, linfoma de célula
pilosa, linfoma de célula do manto, mieloma, linfoma de Burkett ou um linfoma
extranodal do estdmago, mama ou cérebro.

[0058] O sarcoma pode, por exemplo, ser fibrosarcoma, rabdomiosarcoma,
condrosarcoma,  leiomiosarcoma, sarcoma  mesotelial, angiosarcoma,
liposarcoma, tumores 0sseos e tumores do sistema nervoso central e periférico,
incluindo astrocitoma, neuroblastoma, glioma e schwannomas ou outros
tumores, incluindo melanoma, seminoma, teratocarcinoma, osteossarcoma,
xenoderoma pigmentoso, queratoctantoma, cancer folicular da tireoide e

sarcoma de Kaposi.
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[0059] O mieloma pode ser, por exemplo, mieloma da célula plasméatica ou
doenca de Kahler ou mieloma multiplo. Em outros exemplos, a leucemia pode
ser leucemia mielogenosa, leucemia granulocitica, leucemia linfatica, leucemia
linfocitica ou leucemia linfoblastica, policythemia vera ou eritremia.

[0060] Em outros exemplos ndo limitantes, o cancer pode ser, por exemplo,
leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, carcinoma
adrenocortical, HIV e canceres relacionados a AlDs, linfoma do SNC primario,
cancer anal, tumores carcinoides gastrointestinais, astrocitomas cerebrais,
tumores teratoides/rabdoides atipicos, carcinoma da célula basal, cancer do duto
biliar, sarcoma osteosarcoma de Ewing, histiocitoma fibroso maligno, glioma
cerebral, tumores dos brénquios, tumores cardiacos, tumores embrionarios,
tumores da célula germinal, colangiocarcinoma, cordoma, leucemia linfocitica
crbnica, leucemia mielogenosa cronica, neoplasmas mieloproliferativos
crénicos, cancer colorretal, craniofaringioma, linfoma de céula T cutaneo,
micose fungoide, sindrome de Sezary, carcinoma do duto in situ (DCIS), cancer
uterino, ependimoma, estesioneuroblastoma, tumores da célula germinal
extragonadais, cancer dos olhos, melanoma intraocular, retinoblastoma, cancer
do tubo de fal6pio, cancer gastrico, tumores estromais gastrointestinais, cancer
testicular, cancer hipofaringeo, cancer labial, bucal e da cavidade oral, cancer da
mama masculina, carcinoma da célula de Merkel, carcinoma do trato da linha
média com alteracdes no gene NUT, sindromes da neoplasia endécrina maltipla,
sindromes mielodisplasicas, cancer da cavidade nasal e sino paranasal, cancer
nasofaringeo, cancer orofaringeo, tumores neuroenddcrinos pancreéaticos,
papilomatose, paraganglioma, cancer da paratireoide, cancer do pénis, cancer
faringeo, feocromocitoma, tumores da pituitaria, blastoma pleuropulmonar,
cancer peritoneal primario, cancer da glandula salivar, tumores vasculares,
cancer da uretra, sarcoma uterino, cancer vaginal, cancer vulvar e tumor de
Wilms.

[0061] Os métodos da presente invencdo podem prevenir, reduzir ou retardar o

desenvolvimento de cénceres que, por exemplo, podem normalmente se
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desenvolver a partir de metastase de qualquer um dos canceres mencionados
acima. Os métodos podem também prevenir, reduzir ou retardar a recorréncia de
qualquer um dos canceres mencionados acima apos o tratamento.

[0062] O céancer pode ser também qualquer cancer em que a capacidade
proliferativa das células cancerigenas seja modulada por proteina de alguma
forma. Em algumas realizagdes, o cancer pode ser qualquer cancer em que as
células cancerigenas supraexpressam proteina. Deve ser entendido que por
“supraexpressar” quer-se significar que a célula cancerigena expressa mais more
proteina que uma célula saudavel do mesmo tecido ou tipo de célula. Por
exemplo, um célula cancerigena presente em um tumor de mama seria
considerado como supraexpressando uma proteina se, quando em comparacao
com uma ceélula de tecido mamario ndo cancerigena, o nivel de expressao da
proteina na célula cancerigena presente em um tumor de mama for maior. Os
niveis de expressao de proteina em uma célula podem ser determinados pelo
técnico no assunto utilizando técnicas bem conhecidas, tais como, mas nao se
limitando a, QUANTIFICA(;AO DE mRNA, imunofluorescéncia e western
blotting.

[0063] Embora a composigédo da invencao possa ser utilizada sozinha para tratar
e prevenir efetivamente cancer, em algumas realizacGes da invencdo, 0 método
compreende a administracdo a um individuo necessitando de tal tratamento uma
composicdo compreendendo um ligante de DNA e um ligante de proteina e um
agente bioativo adicional. O agente bioativo pode ser incluido na composicao
compreendendo o ligante de DNA e o ligante de proteina ou o agente bioativo
pode ser coadministrado com a composi¢do compreendendo o ligante de DNA e
o ligante de proteina. Por coadministracdo quer-se significar que o agente e a
composi¢cdo podem ser administrados a0 mesmo tempo ou a composi¢do e o
agente podem ser administrados, por exemplo, em momentos alternado ou um
antes do outro ou em seguida um do outro\ ou combinacdo destes (isto é, pré-
administragdo ou pds administracdo € incluida no termo coadministracdo). Por

exemplo, o agente bioativo pode ser administrado antes da composicdo e
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também a administrado ao mesmo tempo ou pela mesma duracdo que a
composicdo. Por “mesmo tempo” quer-se significar limitado a um tempo real,
mas um periodo ou duracdo de tempo. Por exemplo, um agente bioativo pode
ser administrado a um individuo a0 mesmo tempo que uma composi¢do da
invencdo, pelo que isto significa que o agente bioativo é administrado de acordo
com qualquer esquema adequado por um periodo particular (dias, semanas,
meses ou anos), enquanto o individuo esta recebendo também uma composicéo
da invencdo no mesmo esquema ou em um esquema diferente pelo mesmo
periodo particular (isto €, o paciente pode estar recebendo uma dose diaria da
composicdo da invencdo por trés meses, enquanto, durante estes trés meses, 0
individuo esta recebendo uma dose semanal do agente bioativo).

[0064] O agente bioativo pode ser qualquer composto que apresente atividade
bioldgica no que diz respeito ao cancer, incluindo atividade terapéutica. O
agente bioativo pode ser capaz de se ligar ou interagir com as células do cancer.
O agente bioativo pode ser qualquer agente, farmaco, composto ou composicao
que possa ser utilizado para a detec¢éo, prevencédo e/ou tratamento de um cancer.
Em realizacGes da presente invencdo, o agente bioativo € um agente terapéutico
e mais preferivelmente, um agente quimioterapéutico. Em realizacfes da
invencdo, o ligante de DNA e o ligante de proteina estdo na forma de
pironaridina (PND) ou de um derivado ou sal farmaceuticamente aceitavel desta
e 0 agente bioativo é incluido na composicdo compreendendo pironaridina, ou o
agente bioativo é coadministrado com a composicdo compreendendo
pironaridina.

[0065] Em realizacOes particularmente preferidas da invencdo, o agente bioativo
€ um agente quimioterapéutico selecionado do grupo consistindo em acetato de
Abiraterona, paclitaxel ligado a albumina (nab), Alemtuzumab, Altretamina,
Asparaginasa, Bendamustina, Bevacizumab, bleomycina, Bortezomib,
Brentuximab vedotin, Busulfano, Cabazitaxel, Capecitabina, Carboplatina,
Carmustina, Cetuximab, Clorambucil, Cisplatina, Cladribina, Crizotinib,

Ciclofosaamida, Citarabina (Ara-C), Dacarbazina, Dactinomicina, Dasatinib,
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Daunorubicina, DaunoXome (daunorubicina lipossomica), DepoCyt (citarabina
lipossdmica), Docetaxel, Doxil (doxorubicina lipossémica), Doxorubicina,
mesilato de Eribulina, Erlotinib, Estramustina, Etoposideo, Everolimus,
Floxuridina, Fludarabina, Fluorouracil, Gefitinib, Gemcitabina, wafers de
Gliadel, Hidroxiureia, Ibritumomab, Ibritumomab, Idarubicina, Ifosfamida,
Imatinib, Ipilimumab, Irinotecan, Ixabepilona, Lapatinib, Lenalidomida,
Lomustina, Mecloretamina, Melfalano, Mercaptopurina,  Metotrexato,
Mitomicina, Mioxantrona, MG132, Nilotinib, Oxaliplatina, Paclitaxel,
Panitumumab, Pazopanib, Peginterferon alfa-2b, Pemetrexed, Pentostatina,
Pralatrexato, Procarbazina, Rituximab, Romidepsina, Ruxolitinib, Sipuleucel-T,
Sorafenib, Streptozocina, Sunitinib, Temozolomida, Temsirolimus, Teniposideo,
Talidomida, Tioguanina, Tiotepa, Topotecano, Tositumomab, Trastuzumab,
Valrubicina, Vandetanib, Vemurafenib, Vinblastina, Vincristina e Vinorelbina.
O técnico no assunto entendera que esta ndo é de forma alguma uma lista
exaustiva e que outros agentes quimioterapéuticos desenvolvidos no futuro
podem ser adequados para uso nos métodos da presente invencéao.

[0066] Em realizagGes mais preferidas da invencéo, o ligante de DNA e o ligante
de proteina estdo na forma de pironaridina (PND), ou de um derivado ou sal
farmaceuticamente aceitdvel desta e um agente bioativo € incluido na
composicdo compreendendo pironaridina ou um agente bioativo é administrado
em conjunto com a composicdo compreendendo pironaridina, onde o agente
bioativo é selecionado do grupo consistindo em cisplatina, gemcitabina,
bortezomib e MG132.

[0067] Em realizacGes da invencdo, o método compreende a administracdo de
uma composicdo compreendendo dois ou mais agente bioativos.

[0068] Em outras realizacOes preferidas da presente invencao, o ligante de DNA,
ligante de proteina e/ou o agente bioativo adicional & um profarmaco. Um
profarmaco é um farmaco derivado de um farmaco ativo que pode ser inerte ou
apresentar toxicidade mais baixa que o farmaco ativo, que pode ser processado

ao farmaco ativo in vivo. O processamento pode ocorrer por meio enzimatico ou
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quimico e/ou o processamento pode ser acionado por sinais bioldgicos, tais
como alteracBes no pH e/ou em resposta a ligacdo a um componente celular.
[0069] Em um outro aspecto da invencao, é provido o uso de um ligante de DNA
e um ligante de proteina na preparacdo de um medicamento para o tratamento ou
prevencao de cancer.

Composicdes e medicamentos, dosagens e administracdo

[0070] As composicBes, compostos e medicamentos da presente invencéo
podem ser administrados por rotas orais, tépicas ou parenterais, incluindo
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal e subcutanea. Podem ser
administrados por injecdo diretamente em um tumor. Podem ser administrados a
orgaos, tecidos e células ex vivo.

[0071] Para uso intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo e intravenoso, as
composicdes e medicamentos da invengdo serdo geralmente providos em
solugBes ou suspensdes aquosas estéreis, tamponadas para um pH apropriado e
isotonicidade. Veiculos aquosos adequados incluem solucéo de Ringer e cloreto
de sddio isotbnico. As suspensdes aquosas de acordo com a invencdo podem
incluir agentes de suspensao tais como derivados de celulose, alginato de sodio,
polivinilpirrolidona e goma tragacanto e um agente umectante tal como lecitina.
Conservantes adequados para suspensdes aquosas incluem p-hidroxibenzoato de
etila e n-propila.

[0072] Para administracédo oral, as composi¢des da invencdo serdo em geral
providas na forma de tabletes ou cdpsulas ou como uma solucdo ou suspensdo
aquosa. Os tabletes para uso oral podem incluir o ingrediente ativo misturado
com excipientes farmaceuticamente aceitaveis tais como diluentes inertes,
agentes de desintegracdo, agentes ligantes, agentes lubrificantes, agentes
adocantes, agentes flavorizantes, agentes corantes e conservantes. Os diluentes
inertes adequados incluem carbonato de sodio ou de calcio, fosfato de sodio ou
de célcio e lactose. Amido de milho e &cido alginico sdo exemplos de agentes de
desintegracdo adequados. Os agentes ligantes podem incluir amido e gelatina.

O agente lubrificante, se presente, serd em geral o estearato de magnésio, acido
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estedrico ou talco. Se desejado, os tabletes podem ser revestidos com um
material tal como monostearato de glicerila ou diestearato de glicerila, de
maneira a retardar a absorc¢do no trato gastrointestinal.

[0073] A cépsulas para uso oral incluem capsulas de gelatina dura nas quais o
ingrediente ativo € misturado com um diluente solido e capsulas de gelatina
mole em que o ingrediente ativo é misturado com agua ou um 6leo tal como 6leo
de amendoim, parafina liquida ou 6leo de oliva.

[0074] Para administracdo tdpica, as composicdes da invencdo serdo em geral
providas na forma de liquido, locdo, emulsdo, mousse, pasta, creme, unguento
ou gel e podem ser Uteis para o tratamento ou prevencao de canceres da pele ou
cancer proximo a superficie da pele, de tal forma que o ligante de DNA e 0
ligante de proteina sdo capazes de difundir para as células afetadas. As
composi¢cdes da invencdo para administracdo tépica incluem também agentes
conservantes, umectantes, emolientes, hidratantes, fatores de consisténcia,
agentes quelantes, excipientes, diluentes e corantes farmaceuticamente
aceitaveis.

[0075] As doses efetivas da composi¢des, compostos e medicamentos utilizados
na presente invengdo podem ser determinadas por métodos convencionais e
serdo em geral dependentes do agente terapéutico utilizado. O nivel de dosagem
especifico requerido para qualquer individuo particular ird depender de um
numero de fatores, incluindo a severidade da condicdo sendo tratada, da rota de
administracdo e do peso do individuo.

[0076] Por exemplo, 1 dose unitaria pode incluir cerca de 0,1 mg a cerca de
10000 mg de um unico composto compreendendo um ligante de DNA e um
ligante de proteina, ou forma(s) alternativa(s), derivado(s), ou sal(is) deste, ou
combinagOes destes e/ou fonte(s) destes descritos em qualquer aspecto e/ou
exemplo da invengdo. Em um outro exemplo, a dose unitéria inclui cerca de 50
mg a cerca de 10000 mg, cerca de 100 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 200 mg
a cerca de 10000 mg, cerca de 500 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 1000 a
cerca de 10000 mg, cerca de 2000 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 4000 mg a
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cerca de 10000 mg, cerca de 8000 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 5 mg a
cerca de 1000 mg, cerca de 10 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 20 mg a cerca
de 1000 mg, cerca de 50 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 100 a cerca de 1000
mg, cerca de 200 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 400 mg a cerca de 1000 mg,
cerca de 800 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 0.5 mg a cerca de 100 mg, cerca
de 1 mg a cerca de 100 mg, cerca de 2 mg a cerca de 100 mg, cerca de 5 mg a
cerca de 100 mg, cerca de 10 a cerca de 100 mg, cerca de 20 mg a cerca de 100
mg, cerca de 40 mg a cerca de 100 mg, ou cerca de 80 mg a cerca de 100 mg.
Preferivelmente, a dose unitaria inclui cerca de 25 mg, cerca de 100 mg, cerca de
200 mg, cerca de 300 mg, cerca de 400 mg, cerca de 500 mg, cerca de 600 mg,
cerca de 700 mg, cerca de 800 mg, cerca de 900 mg, ou cerca de 1000 mg de um
Unico composto compreendendo um ligante de DNA e um ligante de proteina,
ou forma(s) alternativa(s), derivado(s), ou sal(is) deste, ou combinagdes destes
e/ou fonte(s) deste descritos em qualquer aspecto e/ou exemplo da invencao.

[0077] Em outros exemplos, 1 dose unitaria pode incluir cerca de 0,1 mg a cerca
de 10000 mg de um ligante de DNA e cerca de 0,1 mg a cerca de 10000 mg de
um ligante de proteina, ou formas(s) alternativa(s), derivado(s), ou sal(is) deste,
ou combinacdes destes e/ou fonte(s) deste descritos em qualquer aspecto e/ou
exemplo da invencdo. Em um outro exemplo, a dose unitaria inclui cerca de 50
mg a cerca de 10000 mg, cerca de 100 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 200 mg
a cerca de 10000 mg, cerca de 500 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 1000 a
cerca de 10000 mg, cerca de 2000 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 4000 mg a
cerca de 10000 mg, cerca de 8000 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 5 mg a
cerca de 1000 mg, cerca de 10 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 20 g a cerca de
1000 mg, cerca de 50 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 100 a cerca de 1000 mg,
cerca de 200 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 400 mg a cerca de 1000 mg, cerca
de 800 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 0.5 mg a cerca de 100 mg, cerca de 1
mg a cerca de 100 mg, cerca de 2 mg a cerca de 100 mg, cerca de 5 mg a cerca
de 100 mg, cerca de 10 a cerca de 100 mg, cerca de 20 mg a cerca de 100 mg,

cerca de 40 mg a cerca de 100 mg, ou cerca de 80 mg a cerca de 100 mg de um
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ligante de DNA, e cerca de 50 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 100 mg a cerca
de 10000 mg, cerca de 200 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 500 mg a cerca de
10000 mg, cerca de 1000 a cerca de 10000 mg, cerca de 2000 mg a cerca de
10000 mg, cerca de 4000 mg a cerca de 10000 mg, cerca de 8000 mg a cerca de
10000 mg, cerca de 5 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 10 mg a cerca de 1000
mg, cerca de 20 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 50 mg a cerca de 1000 mg,
cerca de 100 a cerca de 1000 mg, cerca de 200 mg a cerca de 1000 mg, cerca de
400 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 800 mg a cerca de 1000 mg, cerca de 0.5
mg a cerca de 100 mg, cerca de 1 mg a cerca de 100 mg, cerca de 2 mg a cerca
de 100 mg, cerca de 5 mg a cerca de 100 mg, cerca de 10 a cerca de 100 mg,
cerca de 20 mg a cerca de 100 mg, cerca de 40 mg a cerca de 100 mg, ou cerca
de 80 mg a cerca de 100 mg de um ligante de proteina. Preferivelmente, a dose
unitaria includes cerca de 25 mg, cerca de 100 mg, cerca de 200 mg, cerca de
300 mg, cerca de 400 mg, cerca de 500 mg, cerca de 600 mg, cerca de 700 mg,
cerca de 800 mg, cerca de 900 mg, ou cerca de 1000 mg de um ligante de DNA e
cerca de 25 mg, cerca de 100 mg, cerca de 200 mg, cerca de 300 mg, cerca de
400 mg, cerca de 500 mg, cerca de 600 mg, cerca de 700 mg, cerca de 800 mg,
cerca de 900 mg, ou cerca de 1000 mg de um ligante de proteina, ou formas(s)
alternativa(s), derivado(s), ou sal(is) deste, ou combinacdes destes e/ou fonte(s)
deste descritos em qualquer aspeto e/ou exemplo da invencao.

[0078] A dose unitaria pode ser administrada uma, duas, trés, quatro ou cinco
vezes ao dia ou pode ser administrada a cada segundo ou terceiro dia ou uma vez
por semana, uma vez a cada dois meses ou uma vez a cada quatro meses.

[0079] Em algumas realizacdes, as composi¢cdes, compostos e medicamentos
podem ser administrados a um individuo isoladamente ou em combinagdo com
outro(s) agente(s) bioativo(s) adicional(is). Em tais realizacdes, a administracdo
pode ser simultanea ou sequencial.

[0080] Tipicamente, em aplicacbes de tratamento, as composi¢cdes, compostos e
medicamentos podem ser administrados pela duracdo do céancer. Além disto,

serd claro a um técnico no assunto que a quantidade e o espacamento 6timos de
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dosagens individuais podem ser determinados pela natureza e extensdo da
doenca ou condicdo sendo tratada, da forma, rota e local de administracéo e da
natureza do individuo particular sendo tratado. As dosagens étimas podem ser
determinadas pela utilizacdo de técnicas convencionais.

[0081] Algumas realizacbes da presente invencdo podem envolver a
administracdo da composicdo ou medicamento em doses multiplas separadas.
Da mesma forma, os metodos de tratamento e prevencdo descritos aqui
englobam a administracdo de doses multiplas separadas a um individuo, por
exemplo, por um periodo definido de tempo.

[0082] As composicBes e medicamentos desta invengdo podem ser também Uteis
em combinacdo (administrados em conjunto ou separadamente) com um ou mais
agentes terapéuticos adicionais tais como terapia por radiacdo e/ou um ou mais
agentes terapéuticos adicionais selecionados do grupo consistindo em diferentes
tipos de farmacos quimioterapéuticos, antibidticos antitumorais, inibidores de
topoisomerase, inibidores mitéticos, corticosteroides, terapias direcionadas,
agentes de diferenciacéo, terapia hormonal e imunoterapia.

Definicoes

[0083] A néo ser que o contexto claramente requeira de forma diferente, por
todo o relatdrio e reivindicagdes, as palavras “compreende”, “compreendendo” e
semelhantes devem ser consideradas no sentido inclusivo em oposi¢do a um
sentido exclusivo ou exaustivo; isto quer dizer, no sentido de “incluindo, mas
néo limitado a”.

[0084] O termo "tratamento ", e semelhantes, no contexto do presente relatorio
inclui o alivio dos sintomas associados com um cancer, regressdo e/ou remisséao
do cancer. Em certas realizacGes, um tratamento ird desacelerar, retardar ou
interromper a proliferacdo de células cancerigenas, ou metastase de um cancer,
desacelerar, retardar ou interromper o aumento do tamanho de um tumor eu
ocorreria normalmente a partir da proliferacdo celular no tumor, prevenir a
diferenciagdo de uma linhagem celular, reduzir o tamanho do tumor ou reverter a

progressao de um ou mais tumores, pelo menos temporariamente. O tratamento
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pode curar o cancer, ou retardar a morbidez. Desta forma, no contexto desta
invencdo, a palavra "tratamento” ou suas derivadas quando utilizada em relagao
a uma aplicagdo terapéutica inclui todos os aspectos de uma terapia, tal como o
alivio de dor associada com o cancer sendo tratado, alivio da severidade do
cancer sendo tratado, melhora de um ou mais sintomas do cancer sendo tratado,
melhora no bem estar global do individuo sendo tratado. O uso da palavra
"tratamento™ ou suas derivadas serda entendido como significando que o
individuo sendo "tratado™ pode experimentar qualquer um ou mais dos
beneficios mencionados acima. Em geral, o tratamento pode estar relacionado a
morte das células em proliferacdo presentes no cancer.

[0085] O termo "prevencdo", e semelhantes, no contexto do presente relatério
refere-se a prevencao da recorréncia de todos ou alguns dos sintomas associados
com um cancer apos a remissdo do dito cancer, bem como a prevencdo da
formacdo de um ou mais canceres devidos, por exemplo, a metastase de um
cancer. A prevencdo pode evitar a morbidez devido a um ou mais canceres, ou
retardar a morbidez devida a um ou mais canceres. Em geral, a prevencdo pode
estar relacionada a morte das células em proliferacdo que podem causar um
cancer ou causar a disseminacao ou recorréncia de um cancer.

[0086] No contexto deste relatorio o termo “cerca de" serd entendido como
indicando as tolerancias usuais que um técnico no assunto ird4 associar com o
dado valor.

[0087] No contexto deste relatério, onde € indicada uma faixa para um
pardmetro, deve ser entendido que o parametro inclui todos os valores dentro da
faixa indicada, inclusive dos pintos de extremidade indicados da faixa.

[0088] No contexto da presente invencdo, o termo “individuo” refere-se a um
animal, preferivelmente um mamifero, mais preferivelmente um humano, que
tenha experimentado e/ou tenha exibido pelo menos um sintoma associado com
um cancer. Tipicamente, o individuo é uma pessoa apresentando cancer e esta
sob cuidados clinicos de um meédico. O individuo pode ser humano ou pode ser

um ndo humano, de tal forma que a referéncia a um individuo significa um
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humano ou um ndo humano, tal como um individuo de qualquer espécie de
importancia social, econémica ou pesquisa incluindo, mas ndo se limitando a,
membros das classificagdes de ovino, bovino, equino, porcino, felino, canino,
primatas, roedores, especialmente membros domesticados destas classificagoes,
tais como ovelhas, gado, cavalos e cdes. Alem disto, tal como utilizado aqui, um
“individuo necessitando de tal tratamento” pode adicionalmente ser um
individuo que ndo tenha exibido quaisquer sintomas de um cancer, mas que
tenha sido considerado por um medico, clinico ou outro profissional de medicina
como sob o risco de desenvolver cancer. Por exemplo, o individuo pode ser
considerado em risco de desenvolver cancer (e, desta forma, em necessidade de
prevencdo ou tratamento preventivo) como uma consequéncia do historico
médico do individuo, incluindo, mas ndo se limitando a, histoérico familiar,
predisposic¢ao, cancer coexistente/contribuidor.

[0089] No contexto da presente invengdo, por “excipiente ou diluente
farmaceuticamente aceitavel” quer-se significar qualquer excipiente ou diluente
que ndo seja biologicamente indesejavel, isto €, o material pode ser incorporado
em uma composicdo farmacéutica da presente invencdo e administrado a um
individuo sem causar quaisquer efeitos bioldgicos indesejaveis ou indevidos,
incluindo, mas nao se limitando a, toxicidade, incompatibilidade, instabilidade,
irritacdo, resposta alérgica e semelhantes indesejaveis ou indevidas. Em uma
realizacdo preferida, o excipiente ou diluente é aprovado por uma agéncia
reguladora ou corpo regulador, (a agéncia reguladora ou corpo regulador sendo,
por exemplo, de Governo Federal ou Estadual), ou listado na U.S.
Pharmacopoeia ou outra farmacopeia reconhecida para uso em individuos.

Breve Descricdo das Figuras

[0090] As realizagbes da invencdo serdo agora descritas apenas por meio de
exemplos, com referéncia as figuras anexas, para as quais as legendas séo
providas abaixo:

Figura 1. A estrutura quimica do tetrafosfato de pironaridina (PND).
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Figura 2. Analise da transcritoma de possiveis rotas ativadas pela
pironaridina (PND).

Sub-redes para a maioria dos genes suprarregulados (quadrados marcados) em
resposta ao tratamento com PND de células HL-60. A analise da correlacdo de
Pearson da assinatura transcricional da PND em comparacdo com as assinaturas
depositadas no projeto LINCS. Os compostos marcados estdo correlacionados
com os efeitos da PND, e quanto mais escuros no preenchimento, melhor a
correlagéo.

Figura 3. Analise da transcritoma de possiveis rotas ativadas pela
pironaridina (PND) e validagdo do alvo. (A) Sub-redes para a maioria dos
genes suprarregulados (quadrados marcados) em resposta ao tratamento com
PND de células MDA-MB-231. analise da correlacdo de Pearson da assinatura
transcricional da PND em comparagdo com as assinaturas depositadas no projeto
LINCS. Os compostos marcados estdo correlacionados com os efeitos da PND,
e guanto mais escuros no preenchimento, melhor a correlacdo. (B) A andlise
SDS-PAGE revela que a PND causou a inibicdo da atividade da topoisomerase
Il em uma maneira dependente da dose. A Pista 1, DNA (kDNA) de
cinetoplasto catenado; Pista 2, kDNA descatenado; Pista 3, kDNA linear; Pista
4, kKDNA mais topoisomerase Il; Pista 5, KDNA mais topoisomerase mais 5 uM
de PND; Pista 6, kDNA mais topoisomerase mais 50 uM de PND; Pista 7,
KDNA mais topoisomerase mais 500 uM de PND; Pista 8, kDNA mais
topoisomerase Il mais 1 uM etoposideo (inibidor Topo Il); Pista 9, KDNA mais
topoisomerase 1l mais PBS; Pista 10, KDNA mais topoisomerase Il mais DMSO.
Figura 4. Estudos do acoplamento molecular de PND. Interacdo prevista de
residuos de aminoacidos de PND e quinacrina na Glicogénio Sintase Quinase 3
B (A), e interacdo de PND especificamente dentro do bolso de ligagdo previsto
de GSK3p (B).

Figura 5. Concentragdo Citotoxica de 50% (CCs,) de PND e Indice de

Citotoxicidade Seletiva (SCI) em um painel de linhagens celulares humanas.
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O SCI foi calculado como se segue: SCI = CCsy de células ndo
cancerigenas/CCsq de células cancerigenas.

Figura 6. Curvas representativas dose-resposta de PND utilizadas para
determinar os valores de CCs,. Para estas analises, as células foram expostas
por 72 h a PND e sua viabilidade foi determinada por meio do ensaio DNS.
Como um exemplo, MDA-MB-231 (A) e HL-60 (B) foram tratadas com um
gradiente de concentracdo de PND como indicado no eixo X; no eixo y €
mostrada a percentagem de citoxicidade (células mortas). Nesta série de
experimentos varios controles foram incubados: o diluente de PND, PBS, como
contido nas amostras experimentais (0,5% v/v); como um controle negativo,
células ndo tratadas; e como um controle negativo da citotoxicidade, 1 mM de
H,0,. Cada ponto experimental representa a média de quatro réplicas e barras
de erro mostram seus desvios padrdo correspondentes. A concentracdo
citotoxica de 50% (CCsy) em unidades micromolares (UM) € definida como a
concentracdo de PND requerida para romper a membrana plasmatica de 50% da
populacéo celular apds 72 h de incubacao.

Figura 7. A PND provocou a externalizacdo de fosfatidilserina em células
cancerigenas MDA-MB-231 (A) e HL-60 (B) ap6s 24 h de incubacdo. O
mecanismo de morte celular foi estudado ap6s marcacdo dupla das células com
anexina V-FITC e Pl e monitorado por meio de citbmetro. (A-B) As
percentagens totais de células passando por apoptose (eixo y) Sdo expressas
como a soma tanto do estagio inicial quanto do estagio final da apoptose (barras
verdes); enquanto células marcadas apenas com PIl, sendo anexina V-FITC
negativas, foram contadas como populacdo de células necréticas (barras pretas).
O célculo de dois testes t pareados de Student bicaudais de células tratadas com
PND em comparacdo com células de controle tratadas com PBS (*) e ndo
tratadas (f), proveu valores consistentes de P < 0,001, em ambas as
circunstancias. Cada barra representa a média de triplicatas e as barras de erro
representam o desvio padrédo. A PND infligiu seu efeito citotoxico por meio da

despolarizacdo da membrana mitocondrial nas células MDA-MB-231 (C) e HL-
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60 (D). As células foram tratadas com PND por 6 h e as alterac@es no potencial
da membrana mitocondrial (A%m) foram monitoradas por sua marcagdo com
JC-1; um reagente de fluorocromo lipofilico formador de agregado e examinadas
por citometria de fluxo. O reagente JC-1 emite um sinal fluorescente verde apds
despolarizacdo mitocondrial. (C-D) Sdo mostradas as percentagens de células
que irradiam sinal fluorescente verde, eixo vy, versus diferentes tratamentos, eixo
X.  Como um controle positivo de perturbador do potencial de membrana
mitocondrial (A¥m), foi utilizado 1 mM de H,O,. Cada barra representa a
média de trés réplicas e as barras de erro representam o desvio padrdo. Além
disto, a analise de dois testes t pareados de Student bicaudais de células tratadas
com PND, em comparacdo com células de controle tratadas com PBS (*) e ndo
tratadas (}), proveu valores consistentes de P < 0,01 e P < 0,001,
respectivamente.

Figura 8. PND perturbou o perfil de ciclo celular de duas células
cancerigenas, MDA-MB-231 (A-D) e HL-60 (E-H), e exibiu também
fragmentacdo de DNA induzida por apoptose em um modo dependente de
dose. Ap0s 72 h de tratamento com PND, foram coletadas células em placas de
cultura de 24 pogos, fixadas, permeabilizadas, marcadas com DAPI e analisadas
por meio de citometria de fluxo. As percentagens para cada uma das fases do
ciclo celular sdo apresentadas ao longo do eixo y, enquanto os diferentes
tratamentos sdo mostrados ao longo do eixo x. Para esta série de experimentos,
foram envolvidos os seguintes controles: foi utilizado 1 mM de H,O, como
agente perturbador do ciclo celular; 0.1% de PBS como um veiculo/solvente de
controle; e células ndo tratadas. Cada barra indica uma média de trés réplicas e
as barras de erro indicam os correspondentes desvios padrdo. Para a obtencdo do
dados de ensaio e propositos de analise, o detector FL 9 detector, uma porta de
célula Unica e o software de citometria de fluxo de Kaluza (Beckman Coulter)
foram utilizados.

Figura 9. A PND provocou o retardo da migracdo de DNA de maneira

dependente de dose. Trés concentracdes diferentes tanto de PND quanto de
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quinacrina foram incubadas individualmente com 100 ng de DNA plasmidial e o
potencial da formacgédo dos complexos foi analisado por meio de uma eletroforese
em gel de agarose. Os produtos da reacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1% (p/v) em tampéo Tris/acetato/EDTA e marcados com
brometo de etidio. Tanto o Pl quanto o DNA plasmidial livre foram utilizados
como controles positivos e negativos da mobilidade do DNA, respectivamente.
Os pocos de carga estdo localizados na parte de cima da imagem indicados por
duas setas de ponta azul (esquerda superior e cantos a direita). A linha tracejada
amarela indica a mobilidade maxima do DNA superenrolado livre utilizado
como uma referéncia. Trés trocas de mobilidade de DNA sdo indicadas pelas
linhas e setas azuis (lado esquerdo da imagem). Também, a direcdo de migracdo
do DNA é indicada por uma seta (lado direito da imagem); a partir do catodo
(negativo) para o anodo (positivo). E mostrada uma imagem representativa
utilizada para revisar a formacao potencial de complexos de DNA complexes.

Figura 10. O DNA de Timo de Bezerro provocou um efeito hipocrémico e
batocromico nos maximos de absorbancia de PND. Titulacéo
espectrofotométrica de UV-Visivel (300-650 nm) de PND (22,8 uM) em tampéo
Tris/HCI apos adicdes sucessivas de DNA (10,1 mM) de Timo de Bezerro (CT).
A seta indica as alteracdes de espectro quando DNA € adicionado. (B) Resumo
dos dados da titulacdo de UV-Visivel a partir da interacdo PND e DNA de CT.

Figura 11. A PND induziu um aumento na intensidade das bandas positiva e
negativa do espectro de dicroismo circular do DNA de Timo de Bezerro. As
alteracdes no espectro de dicroismo circular (CD) do DNA de Timo de Bezerro
(CT). DNA de CT (150 puM) em tampéo Tris/HCI foi submetido a anélise de
CD apds 30 min (A) ou 20 h (B) de incubagdo com PND a propor¢des molares
de 0,03, 0,06, 0,2 e 0,3. As setas especificam as alteracbes de espectro de CD do
DNA de CT sob um gradiente crescente de concentracdes de PND. Os brancos
nos espectros de CD com o mesmo gradiente de concentragdes de PND na

auséncia de DNA de CT incubado por 20 h (C). Miligraus = mdegs.
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Figura 12. O tratamento com PND de camundongos resultou em uma
reducdo do crescimento de tumor. Tumores de cancer de mama metastaticos
cresceram maiores em média nos camundongos de controle (750 mm?®) que nos
camundongos tratados com PND (430 mm®) e a diferenca foi significativa a
partir do Dia 1 para o Dia 15, valores P do teste f de 0,01. Em (A), os Dias 1-9
sdo barras individuais (esquerda para a direita) para cada camundongo.

Figura 13. O tratamento com PND aumenta a atividade de farmacos
guimioterapéuticos em doses baixas em linhagens celulares de céancer de
mama MDA-MB-231.

Exemplo 1 — Analise de transcriptoma

[0091] Uma analise de transcriptoma foi realizada para comparar os efeitos de
PND com assinaturas de farmacos conhecidos, pela utilizacdo de diferentes
linhagens celulares.

[0092] Células HL-60 (400000 células/2 ml/poco em uma placa de 6 pocos)
foram tratadas com 5,6 uM, ou solvente de PBS de controle por 6 horas. O
RNA foi extraido no dia seguinte e submetido a analise de transcriptoma total na
instalacdo do ndcleo de Andlise Genética da Universidade do Texas em El Paso.
Um total de trés repeticdes bioldgicas foi conduzido para cada tratamento.

[0093] Células MDA-MB-231 foram tratadas com o dobro da concentracdo CCs
de PND, ou solvente de PBS de controle, por 6 horas. O RNA foi extraido no
dia seguinte e submetido a analise de transcriptoma total.

[0094] De maneira a explorar o possivel Mecanismo de Acdo (MoA) da PND, os
resultados da transcriptoma para cada linhagem celular obtidos foram
comparados com aos dados de expressdo genética do projeto LINCS
(http://www.lincsproject.org), que contém os perfis de expressdo genética de
varias células humanas tratadas com compostos aprovados e retirados pela FDA,
bem como diferentes reagentes quimicos bem caracterizados. Foi imaginado
que ao perfil de expressdo de cada composto deveria induzir também uma
expressdo genética celular consistente com um MoA conhecido de farmacos

depositados no LINCS. Pela utilizacdo desta abordagem, a assinatura de células
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tratadas com PND era comparavel a cada um dos 476251 perfis de assinatura
gendmica no LINCS. Os resultados mostrados nas Figuras 2 e 3A sugerem que
a PND pode ser um inibidor de GSK e inibidor de topoisomerase,
respectivamente. A atividade da PND como um inibidor de topoisomerase foi
confirmada pela utilizacdo de um Kit de Ensaio TopoGen Topoisomerase Il e 0s
resultados podem ser vistos na Figura 3B.

Exemplo 2 — Acoplamento de GSK-3

[0095] A estrutura cristalina da GSK foi obtida do Protein Data Bank (50Y4) e
utilizada para modelar as interagdes com PND e Quinacrina (ver Figura 4A). E
mostrado que a PND interage especificamente dentro do bolso de ligagéo
previsto de GSK3p (ver Figura 4B). Os experimentos de acoplamento foram
realizados pela utilizacdo de GLIDE 5.0 dentro do pacote do Software
Schrodinger. Os estudos de acoplamento molecular revelaram que a PND pode
interagir com a GSK3p com um alto escore de acoplamento (-9,4 Kcal/mol)
enquanto SB 216763 (do Exemplo 1; ver Figura 2) apresenta um escore similar
(-9,2 Kcal/mol)). A quinacrina mostrou baixos escores de ligacédo de -7,6
Kcal/mol, indicando que o grupo lateral da PND provavelmente prové contatos
adicionais entro do bolso de ligacdo (ver Figura 4A) 0 que permite que esta se
ligue melhor a GSK-3.

Exemplo 3 — Analise da toxicidade de PND sobre células cancerigenas de
mama humana e hematoldgicas

[0096] O farmaco pironaridina (PND) é um derivado de benzonaftiridina
inicialmente sintetizado em 1970 no Institute of Chinese Parasitic Disease e tem
sido utilizado na China por mais de 30 anos para o tratamento de malaria.
Relatérios anteriores indicaram que a PND inibe a formagdo de P-hematina
promovendo a lise de células vermelhas do sangue induzida por f-hematina co
base em estudos de Plasmodium falciparum K1 realizados in vitro. Em adicdo, a
PND foi previamente testada em combinacdo com doxorubicina (DOX) em
células cancerigenas (MDR) K562/A02 e MCF-7/ADR resistentes a farmacos

multiplos e foi encontrado que aumenta a sensibilidade das células a
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doxorubicina. No entanto, nunca foi determinado ou sugerido que a PND
apresentava um efeito por si so no tratamento de cancer.

Materiais e Métodos

Preparacao de tetrafosfato de pironaridina-PND

[0097] Uma solucdo estoque de tetrafosfato de pironaridina (PND; 2-metoxi-7-
cloro-10[3,5-bis(pirrolidinil-1-metil-)-4-hidroxifenil]Jaminobenzil-(b)-1,5-
naftiridina; APEXBIO, Houston, TX, USA) e diluicbes de PND foram
preparadas novas pela utilizacdo da Solucdo Salina Tamponada de Fosfato da
Dulbecco (PBS; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) como solvente. Tanto as
solugbes estoques quanto suas diluicdes foram adicionadas diretamente aos
poc¢os contendo células em meio de cultura. A estrutura quimica do tetrafosfato
de pironaridina é mostrada na Figura 1.

Linhagens celulares e condigdes de cultura

[0098] Neste estudo, 19 linhagens celulares humanas foram utilizadas: sete de
cancer de mama;, MDA-MB-468, MCF-7, T47D, HCC1419, HCC70, MDA-
MB-231 (triplo negativo) e seus derivados metastaticos de pulmédo (LM) MDA-
MB-231 LM2; quantro células de leucemia/linfoma humanas, HL-60, Ramos,
Jurkat e CEM, trés canceres de ovario humano, Ovcar 8, Ovcar 5 e Ovcar 3, um
cancer de pulméo, um melanoma e uma linhagem de células pancreaticas, A549,
A375, Panc-1, respectivamente. Além disto, para propositos de
seletividade/comparacdo, as linhagens celulares de origem ndo cancerigena,
MCF-10A, HS-27 foram também incluidas. O meio de cultura utilizados para
MDA-MB-231 , MDA-MB-231 LM2, MDA-MB- 468, MCF-7, A549, A375,
Panc-1 e HS-27 foi DMEM (Hyclone, Logan UT), enquanto para T47D, HCC-
1419, HCC-70, HL-60, Ramos, Jurkat, CEM, Ovcar 8 e Ovcar 5 foi RPMI-1640
(Hyclone, Logan UT). Consistentemente, tanto o meio de cultura DMEM
quanto o RPMI foram suplementados com 10% de soro fetal bovino desativado
por calor (FBS: Hyclone), 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina
(Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL). As células MCF-10A foram
crescidas em DMEM/F12 suplementado com 10% de FBS, 10 pg/ml de insulina
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recombinante humana (Sigma), 0,5 pg/ml de hidrocortisona (Sigma), 20 ng/mi
de fator de crescimento epidérmico, 2,5 mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. Também, uma ligeira modificacdo do
meio de cultura para as linhagens celulares HL-60 e Ovcar 3 foi que 20% de
FBS foi adicionado ao meio (ATCC, Manassas, VA, USA). Em adicdo, as
células Ovcar 3 requereram 10 pg/ml de insulina recombinante humana (Sigma).
As células aderentes, crescendo na fase de crescimento logaritmica a uma
confluéncia de 60-75%, foram destacadas pela utilizacdo de uma enzima
HyQtase (Thermo Fisher Scientific Inc.), contadas e semeadas em placas de 96
pocos a uma densidade celular de 10000 em 100 pL de meio de cultura por poco.
As células em crescimento em suspensdo foram processadas de maneira similar
a descrita acima exceto pela adicdo de HyQtase. Tipicamente, as condicdes de
incubacdo de todas as células foram de 37°C em uma atmosfera umidificada a
5% de CO,.

Ensaio de Marcagdo Nuclear Diferencial para quantificar a morte celular
[0099] De maneira a analisar a atividade citotoxica potencial da PND, o ensaio
de Marcacdo Nuclear Diferencial (DNS), o qual foi validado para a triagem de
alto rendimento (“high-throughput screening” - HTS) utilizando formacéo de
imagem biologica de célula viva. Para este ensaio, as células foram semeadas a
uma densidade de 10000 células/po¢o em uma placa de 96 pogos em 100 pl de
meio de cultura, incubadas durante a noite e tratadas com concentragfes em
gradiente de PND por 72 h. duas horas antes da formagdo de imagem, dois
intercaladores de acido nucleico fluorescentes foram adicionados a cada poco,
Hoechst 33342 e iodeto de propidio (PI; Invitrogen); a uma concentracdo final
de 1 pg/ml cada. Devido a sua alta permeabilidade, o Hoechst marca todas as
células (mortas e vivas), enquanto o Pl marca apenas células mortas ou em
processo de morte. Foram capturadas montagens de imagens 2 x 2 diretamente
de cada poco individual das placas de cultura pela utilizacdo de um analisador
leitor de placa de pogos multiplos IN Cell 2000, um sistema de HTS e analise de
alto conteudo (HCA) (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA). Os
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seguintes controles foram incluidos em cada placa Unica: PBS como
solvente/veiculo de controle, peroxido de hidrogénio como um controle positivo
para citotoxicidade e células ndo tratadas para determinar o plano de fundo da
toxicidade devida a manipulacdo celular e fatores intrinsecos associados com o
protocolo de cultura. Cada ponto de dado experimental, bem como controles, foi
avaliado em triplicatas. Os valores da concentracdo citotoxica de 50% (CCs)
foram calculados com base em uma equacdo de interpolacdo linear. A CCs, €
definida como a concentragédo de PND requerida para romper a integridade da
membrana plasmatica de 50% da populacdo de células, em comparacdo com
celulas tratadas com solvente.

Célculo do indice de citotoxicidade seletiva

[0100] O indice de citotoxicidade seletiva (SCI) indica a capacidade de um dado
composto experimental em matar células cancerigenas mais eficientemente
enquanto causando toxicidade minima a células de origem ndo cancerigena.
Desta forma, o SCI para PND foi calculado como se segue: SCI = CCsq de
células ndo cancerigenas/CCsq de células cancerigenas.

Analise da externalizacdo de fosfatidilserina por meio do ensaio de anexina V/PI
[0101] De maneira a determinar se a morte celular induzida por PND ocorre por
meio de apoptose ou necrose, células MDA-MB-231 e HL-60 foram marcadas
com anexina V-FITC e Pl e monitoradas por meio de citometria de fluxo. As
células foram semeadas em placas de 24 poc¢os a uma densidade de 100000 para
celulas MDA-MB-231 e 200,000 HL-60 aderentes em 1 ml de meio de cultura.
Apds incubacdo por uma noite, as células foram tratadas com PND e incubadas
por mais 24 h. Para as celulas MDA-MB-231, as células ndo fixadas foram
coletadas em um tubo gelado, enquanto as células aderentes foram destacadas
pela utilizacdo de HyQtase (Thermo Fisher) e incubadas por em torno de 5 min a
37°C. Tanto as células ndo fixadas quanto as células destacadas coletadas de
cada poco individual foram lavadas com PBS gelado e centrifugadas a 260 Xxg
por 5 min. As celulas HL-60 foram centrifugadas diretamente ap0ds o periodo de

incubacdo conforme cresciam em suspensdo. As células foram entdo marcadas
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com uma mistura de anexina V-FITC e Pl em 100 pl de tampéo de ligagéo e
incubadas em gelo no escuro por 15 minutos, seguindo as instrucdes do
fabricante (Beckman Coulter). Finalmente, as células foram novamente
suspendidas pela adigdo de 400 ul de tampéo de ligagéo gelado e analisadas por
citometria de fluxo (Cytomics FC500; Beckman Coulter). Para esta série de
experimentos, as células foram tratadas com PBS, como solvente de controle;
tratadas com H,0,, como um controle positivo de citotoxicidade; e as nao
tratadas foram incluidas e processadas em paralelo. Para cada amostra, 10000
eventos/células foram coletadas e analisadas pela utilizacdo do software CXP
(Beckman Coulter). Tanto as amostras experimentais quanto seus controles
foram processadas e avaliadas em triplicata. A soma dos estagios precoce e final
da apoptose foi calculada para se obter a percentagem de células apoptoticas.
Analise policromatica do potencial da membrana mitocondrial

[0102] Células MDA-MB-231 e HL-60 foram semeadas como descrito na se¢ao
anterior e tratadas com PND por 7 h. Apds o tratamento, as células foram
coletadas e marcadas com 2 uM do fluoréforo iodeto de 5,5',6,6'-tetracloro-
1,1,3,3'-tetraetilbenzimidazolil carbocianina (JC-1) seguindo-se as instrugfes do
fabricante (MitoProbe; Life Technologies, Grand Island, NY, USA). As células
com mitocondria polarizada saudavel favorecem que o JC-1 forme agregados
que emitem um sinal vermelho. As células que apresentam uma mitocondria
despolarizada exibem um sinal verde, devido aos mondmeros de JC-1 dispersos.
Controles similares ao acima foram analisados concorrentemente. A obtencéo e
analise dos dados foram realizadas pela utilizacdo do software CXP (Beckman
Coulter). Cada ponto de dado foi analisado em triplicata.

Analise das transicGes entre as fases do ciclo celular

[0103] Culturas assincronas na fase de crescimento exponencial de células
MDA-MB-231 e HL-60 em placas de 24 pogos foram tratadas com varias doses
de PND. Apds 72 h de incubacdo as células foram centrifugadas e tratadas como
na secdo anterior, fixadas, permeabilizadas e marcadas com um fluoroforo

intercalador de DNA, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI); estas trés etapas foram
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realizadas pela adicdo as células 200 pl de uma solucdo de meio de isolamento
nuclear unico (NIM)-DAPI (Beckman Coulter). A suspensdo celular foi entéo
incubada por mais 3 min a temperatura ambiente no escuro. Os controles
incluidos na série de experimentos eram similares aos descritos para 0S
experimentos acima. Aproximadamente, 20000 eventos/células foram coletadas
por amostra pela utilizagdo de um citdbmetro de fluxo equipado com um laser de
405 nm de estado solido (Gallios; Beckman Coulter). A obtencéo e distribuicdo
das subpopulacdes de células dentro de cada ciclo celular foram realizadas pela
utilizacdo do software de citometria de Kaluza (Beckman Coulter).
Adicionalmente, as duplicatas foram eliminadas efetivamente pela incluséo de
uma porta de células Unicas no protocolo de obtencéo de ciclo celular.

Ensaio de mobilidade de DNA

[0104] Tipicamente, um composto experimental que se intercala ou se liga a
DNA de fita dupla (ds) ird aumentar a massa molecular resultante da formacéo
de complexos, reduzindo sua mobilidade eletroforética em um gel de agarose,
em comparacdo com dsDNA néo tratado. De maneira a se explorar a interacdo
potencial entre PND e dsDNA, um ensaio de troca de mobilidade de DNA foi
conduzido. Cada mistura reacional era de 10 ml de volume total em PBS pH
7,4. Tabto PND (Sigma-Aldrich) quanto quinacrina (Sigma-Aldrich) foram
testadas com trés concentragdes individuais de 1 pM, 0,5 pM ou 0,25 pM,
respectivamente. A cada mistura reacional, foram adicionados 100 ng de
dsDNA plasmidial (pCMV-dR8.91; Addgene, Cambridge, MA) e a mistura foi
entdo incubada por 30 min a 37°C e interrompida pela adi¢do de 2 ml de tampéo
de carregamento de gel 6X e colocada em gelo. A interagdo de ligagéo potencial
entre tanto a PND quanto a quinacrina com dsDNA foi analisada pela utilizac&o
de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) dissolvido em tampé&o TAE (0,04 M
de Tris base, 0,04 M de acetato e 0,001 M de EDTA) pH 8,0. Para marcar 0s
complexos de dsDNA, foi adicionado brometo de etidio ao gel de agarose por
todo o processo de eletroforese a uma concentragdo de 0,5 pg/ml. A migracéo

do DNA foi visualizada pela utilizacdo de um sistema de documentacao de gel e
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fotografias foram capturadas pela utilizagdo de um iluminador trans de luz UV
(Alpha Innotech, San Leandro, CA). O composto intercalador de DNA
fluorescente bem conhecido, iodeto de propidio (PI), foi incluido como controle
positivo a 1 pg por reagdo. Como um controle, DNA plasmidial ndo tratado foi
incluido para determinar sua mobilidade eletroforética normal no gel.

Analise da interacdo de PND com DNA de Timo de bezerro por espectroscopia
de UV-Visivel

[0105] As medicBes de UV-Visivel foram obtidas em um espectrofotémetro
Varian Cary 100. DNA de Timo de bezerro (CT) e tampdes foram adquiridos da
Sigma Aldrich. A constante de ligagdo da PND com DNA de CT foi
determinada por titulacdo por absor¢do a temperatura ambiente por meio da
adicdo escalonada de uma solucdo de DNA de CT (10,1 mM; adicdes de 5 pl)
em tampéo (5 mM de Tris/HCI, 50 mM de NaCl, pH = 7,39) em uma solucéo de
trabalho de 2 ml de PND (22,8 pM) no mesmo tampdo. Os espectros de
absorcdo foram registrados a 424 nm e a titulacdo foi terminada quando foi
atingida a saturacdo. De maneira a se determinar a afinidade de ligacdo, 0s
dados foram ajustados para a equacgédo de Scatchard r/Cf = K(n-r) (plotagens de
McGhee e von Hippel), onde r € o numero de moles de PND ligada a 1 mol de
DNA de CT, n é o numero de sitios de ligacdo equivalentes e K ¢ a afinidade do
complexo para estes sitios de ligagdo. Foram calculadas as concentracdes dos
complexos livres (Cf) e ligadps (Cb) a partir de Cf = C(1-a) e Cb = C-Cf,
respectivamente, onde C é a concentracdo total de PND. A fracdo do complexo
ligado (a) foi calculada a partir de a = (Af-A)/(Af-Ab), onde Af e Ab sdo as
absorbancias do farmaco livre e totalmente ligado nos comprimentos de onda
selecionados e A é a absorbancia a qualquer ponto dado durante a titulagdo. A
plotagem de r/Cf vs. r fornece a constante de ligagdo Kb como a curva do gréfico
[16]. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores de Kb
foram postos em média.

Anélise da interagdo de PND com DNA de Timo de Bezerro por meio de

espectroscopia de dicroismo circular
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[0106] As medigdes dos espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidas em
um espectropolarimetro JASCO-1100 equipado com uma lampada de xendnio
(JASCO, Easton, MD). O DNA de CT e os tampdes foram adquiridos da Sigma
Aldrich. Uma solucdo estoque de DNA de CT foi preparada em tampao
Tris/HCI buffer (5 mM de Tris/HCI, 50 mM de NaCl, pH = 7,39) e sua
concentracao (4,325 mM) foi determinada por espectrofotometria pela utilizacéo
de um coeficiente de excitacdo molar de 6600 M-1 cm™ a 260 nm. Uma diluic&o
de 150 uM em tampdao Tris/HCI foi preparada e utilizada para os experimentos.
Uma solucdo estoque de 2,0 mM de PND foi preparada recentemente em agua
MQ antes do uso. O volume apropriado desta solucdo foi adicionado a 3 ml de
solugbes de trabalho de 150 pM de DNA de CT para se obter proporgoes
molares de 0,03, 0,06, 0,2 e 0,3 de PND/DNA. As amostras foram preparadas
em triplicata e incubadas por 30 minutos e 20 horas. Todos 0s espectros de CD
de DNA e DNA/PND foram registrados a 25°C por uma faixa de 205-380 nm e
finalmente corrigidos com um branco e reducdo de ruido. Os dados finais sdo a
média de trés experimentos e sdo expressos em miligraus (mdegs).

Anélise Estatistica

[0107] Para cada ponto de dado, as médias de triplicatas e seus correspondentes
desvios padrdo sdo registradas. A significancia estatistica foi determinada por
meio de dois testes t pareados de Student bicaudais, e um valor P de < 0,05 foi
considerado significativo.

Resultados

A PND exibe toxicidade potente e seletiva para linhagens de células
cancerigenas

[0108] Os efeitos citotoxicos de PND foram analisados por meio de formacdo de
imagem de célula viva pela utilizacdo de ensaio de marcacao nuclear diferencial
(DNS), em onze linhagens de células cancerigenas humanas e linhagens de
células ndo cancerigenas dem controle (MCF-10A; Figura 5). Para cada
linhagem celular individual, curvas de resposta dependente de dose foram

criadas, utilizando-se também o ensaio DNS, para se determinar a CCsy da PND
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nestas linhagens celulares. Em geral, a PND apresentou uma citotoxicidade
potente sobre células testadas com valores de CCs, consistentes a concentragdes
micromolares baixas que variavam de 1,6 uM a 9,4 uM (Figura 5). Tal como
mostrado na Figura 6A-B, os efeitos em varias concentracdes de PND sobre a
linhagem de célula de cancer de mama tripla negativa MDA-MB-231 e a
linhagem de células de leucemia promielocitica aguda HL-60 revelaram que a
PND apresentava valores de CCs de 1,6 UM e 1,9 uM, respectivamente (Figura
6A-B). Nestes e em outros ensaios, foram utilizadas células ndo tratadas para
definir os niveis basais de células mortas por manipulacédo de células e cultura de
celulas. Células tratadas com solvente foram também utilizadas como um
controle para morte celular ndo especifica e para propdsitos de normalizacdo e
células tratadas com H,0, foram utilizadas como controle positivo para
citotoxicidade (Figura 6). A PND apresentou um indice de citotoxicidade
seletiva significativa (SCI) em quatro de seis linhagens de células de cancer de
mama testadas, MDA-MB-231 , MDA-MB-231 LM2, MDA-MB-468 ¢ MCF-7
com valores de SCI de 4,13, 2,54, 3,88 e 4,13, respectivamente, em comparacao
com as células de mama ndo cancerigenas MCF-10A (Figura 5). Interessante
observar que os valores de SCI (<1) ndo foram favoraveis em T47D e HCC-70
com valores abaixo de 1 (Figura 5). Em adicdo, o valor de SCI mais alto em
células de leucemia/linfoma testadas correspondeu a linhagem celular HL-60
com um valor de SCI de 3,5 (Figura 5). Adicionalmente, a PND apresentou um
valor de SCI de 3 e 3,3, para células Ramos e Jurkat, respectivamente, mas baixa
seletividade foi observada para a linhagem celular CEM (Figura 5). Uma boa
seletividade foi detectada em linhagem celular de melanoma (SCI = 3,2) e em
duas de trés linhagens de cancer de ovario testadas (SCI = 3,9). No entanto uma
baixa seletividade (< 2,0) foi detectada em linhagens de cancer de pancreas e
pulmdo (Figura 5). Uma vez que a PND exibiu valores baixos de CCs €
mostrou seletividade significativa (SCI > 3) tanto na linhagem celular MDA-

MB-231 quanto na HL-60, ambas foram selecionadas para analise posterior.
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A PND provoca a externalizacdo de fosfatidilserina tanto em células MDA-MB-
231 quanto em células HL-60

[0109] De maneira a se discernir se PND induz sua citotoxicidade por meio de
apoptose ou necrose, células foram tratadas com duas concentracGes diferentes
de PND por 24 h, 34 uM e 68 uM ppara HL-60 e 11 uM e 22 uM pR MDA-
MB-231. Subsequentemente, as células foram marcadas com anexina V-FITC e
Pl e analisadas por meio de citometria de fluxo. Foi encontrado que a PND
induz externalizacdo significativa de fosfatidilserina (PS) em ambas as linhagens
celulares em comparacdo com 0s controles positivos e negativos (P < 0,001;
(Figura 7A-B). A PND induziu externalizacdo significativa de PS em células
HL-60 de uma maneira dependente de dose, mostrando 14,8% e 30,2% de
células apoptoticas a 34 UM e 68 UM, respectivamente (P = 0,0033, Figura 7A).
Adicionalmente, a PND induziu uma percentagem mais alta de externalizacao de
PS em células MDA-MB-231 que em células HL-60 em ambas as concentracdes
testadas com 67,2% e 71,1% de células positivas para anexinaa 11 uM e 22 uM,
respectivamente (Figura 7B). Como esperado, as células tratadas e ndo tratadas
com solvente ndo exibiram qualquer incremento significativo em morte
apoptética ou necrética (Figura 7A-B).  Além disto, H,O, induziu seu efeito
citotoxico por meio de apoptose e necrose em células MDA-MB-231 e HL-60,
respectivamente (Figura 7A-B). Desta forma, a PND induziu externalizacdo de
PS tanto nas células MDA-MB-231 quanto nas células HL-60, que é um evento
precoce bem conhecido na ativagdo de apoptose.

A PND induz despolarizacdo mitocondrial em células cancerigenas

[0110] Um evento bioquimico precoce que aciona a rota de apoptose intrinseca é
a despolarizacdo mitocondrial, a qual pode ser quantificada pela utilizacdo de um
reagente policromatico JC-1 e citometria de fluxo. O JC-1 emite um sinal
fluorescente vermelho ou verde quando as mitocondrias estdo polarizadas ou
despolarizada, respectivamente. Consequentemente, tanto células MDA-MB-
231 quanto celulas HL-60 foram incubadas por 6 h com PND e o status do

potencial da membrana mitocondrial (A¥m) foi registrado. Como esperado,
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com base nos dados de externalizacdo de PS, ambas as celulas cancerigenas
tratadas com PND revelaram despolarizacdo mitocondrial significativa, em
comparacdo com células ndo tratadas ou tratadas com solvente (Figura 7C-D).
Estes resultados indicam que a PND é capaz de provocar despolarizacdo
mitocondrial em ambos os tipos de células cancerigenas indicando ainda que a
PND induz morte celular por meio da rota de apoptose intrinseca. A PND
rompe o perfil de ciclo celular e mostra fragmentacdo de DNA em células MDA-
MB-231 e HL-60.

[0111] De maneira a examinar como as células MDA-MB-231 e HL-60
proliferam na presenca de PND, O perfil de distribuicdo do ciclo celular foi
examinado por meio de citometria de fluxo (Figura 8). De maneira a determinar
os efeitos da PND sobre a progressdo do ciclo celular, foi utilizada uma
estratégia para quantificar o conteddo de DNA celular que dependente do
fluoréforo de intercalacdo de DNA excitado por luz violeta, DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol). Ap6s o tratamento de células MDA-MB-231 com
PND, uma reducdo significativa da subpopulacdo de células GO/G1 foi
observada; no entanto, este efeito ndo foi observado em células HL-60 (Figura
8B e F). A PND reduziu as subpopulacGes de S e G2/M tanto nas células MDA-
MB-231 quanto nas células HL-60 em comparacdo com os controles de PBS e
ndo tratados (Figura 8B-D e F-H). Adicionalmente, a PND provocou
fragmentacdo significativa de DNA em uma maneira dependente de
concentracdo em ambas as linhagens de células cancerigenas, como indicado por
um aumento significativo na subpopulagéo sub-G0/G1 (P < 0,0005; Figura 8A e
E). As diferengas nas percentagens de ambas as células em cada fase do ciclo
celular entre células tratadas com PBS e ndo tratadas foram essencialmente ndo
discerniveis. Estes experimentos revelaram que a PND rompeu a distribuic¢do do
perfil do ciclo celular e induziu a fragmentacdo de DNA (populacéo sub-G0/G1)
em ambos os tipos de células cancerigenas.

A PND interage diretamente com dsDNA
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[0112] A interacdo potencial entre PND e dsDNA foi examinada com o uso de
um ensaio de troca de mobilidade de DNA utilizando-se DNA plasmidial como
um substrato de ligacdo, e comparada com a da quinacrina, um composto com
estrutura comparavel, e um intercalador de DNA bem conhecido. Quando 1 mM
de PND foi incubado com DNA foi observada uma reducdo marcavel na
migracdo de DNA tratado com PND, em comparacdo com DNA plasmidial livre
(as trocas sdo indicadas no lado esquerdo da Figura 9). Aproximadamente
metade do DNA total de entrada foi localizada no poco de carga com mobilidade
minima no gel de agarose. Além disto, quando 0,5 e 0,25 mM de PND foram
incubados com DNA, houve uma reducéo clara na mobilidade (observada no
lado esquerdo da Figura 9). Adicionalmente, o tratamento com PND néo
resultou na degradacdo do DNA com base na auséncia de fragmentos de DNA
menores que o DNA livre superenrolado (Figura 9). Nos estudos anteriores,
encontrou-se também que a quinacrina, com uma estrutura quimica similar a
PND, interage com DNA por intercalagio. Como mostrado na Figura 9, a
quinacrina causou o retardo maximo da mobilidade do DNA na concentracédo
mais alta testada (1 mM) como evidenciado por uma mancha, indicativa de
complexos com DNA superenrolado. Também, a quinacrina provocou um
retardo claro da mobilidade do DNA, similar a PND, quando testada a 0,5 e 0,25
mM (Figura 9). Como foi o0 caso com DNA tratado com PND, a quinacrina néo
exibiu qualquer atividade de degradacdo de DNA (Figura 9). O PI, que foi
utilizado como um controle positivo para ligacdo de DNA, também provocou o
retardo da mobilidade de DNA. Nossos resultados claramente indicam que a
PND pode interagir diretamente com DNA provocando sua troca de mobilidade
em geis de agarose e 0 comportamento similar ao da quinacrina pode sugerir que
a PND apresenta também a capacidade de intercalar entre as bases do dsDNA.

A PND intercala com DNA como determinado pela titulagdo por
espectrofotometria de UV-Visivel

[0113] De maneira a provar adicionalmente a interagdo com intercalacdo de

PND com DNA de CT, foram realizadas titulacdes espectrofotométricas em
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tampéo Tris/HCI. A PND mostra bandas de absorc¢do fortes na regido de 300-
500 nm tipica de transicdes entre 0s niveis de energia de elétron de aneis
aromaticos conjugados. Em geral, os efeitos hipocrémicos e batocrémicos
observados nos maximos de absorbancia de UV-Visivel podem ser tomados
como evidéncia de interacbes de empilhamento entre sistemas aromaticos
conjugados que intercalam as nucleobases de DNA. A Figura 10A mostra 0s
espectros de absorcdo de PND na regido estudada por adi¢Ges consecutivas de
DNA de CT. O maximo de absorbancia a 424 nm foi estudado para o
diagnostico da interacdo composto-DNA. Nossos resultados mostram um efeito
hipocromico significativo (39%) e uma troca para vermelho de 8 nm. Em
adicdo, a equagdo de Scatchard foi utilizada para determinar a afinidade de
ligacéo [8,5 £ 0,7 x 105 M-1] de PND para DNA de CT. Todos os dados de
ligacdo de PND com DNA de CT, mostrados na Figura 10B, sdo comparaveis
aos dos agentes de intercalacdo bem conhecidos com estrutura similar e indicam
que a PND é também capaz de se intercalar entre as bases de DNA, como
sugerido pelo ensaio de troca de mobilidade.

A PND estabiliza a conformacdo B do DNA de CT como observado pela
espectroscopia de dicroismo circular

[0114] Em adicdo, alteragdes conformacionais detalhadas do DNA foram
estudadas por meio de espectroscopia de dicroismo circular em tampéo
Tris/HCI. Um espectro de CD tipico de DNA de CT em sua forma B mostra
uma banda positiva com um méaximo de 275 nm devido ao empilhamento de
base e uma banda negativa com um minimo de 248 nm devido a hélice para a
direita. Desta forma, alteracdes nos sinais de CD podem ser associados a
alteracdes correspondentes na estrutura secundaria do DNA. A Figura 11, A e
B, mostra o espectro de CD do DNA de CT, e o efeito do tratamento com
quantidades crescentes de PND por 30 minutes e 20 horas, respectivamente.
Nossos resultados mostram que a PND foi capaz de aumentar a intensidade tanto
da banda negativa quanto da banda positiva em um amaneira dependente da

concentracdo, mas sem trocas de vermelho significativas em qualquer uma delas.
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Estes resultados sdo compardveis aos compostos similares previamente
reportados e sugere que a PND ¢é capaz de estabilizar a forma B voltada para a
direita do DNA sem alteragdes conformacionais significativas. O fato das
mesmas alteracOes espectrais terem sido observadas para as incubacdes de 30
minutes e 20 horas sugere que o tipo de interagdo ocorre em uns poucos minutos,
confirmando o modo intercalado da ligacdo. Em adi¢do, um sinal positivo
apareceu na faixa de 300-340 nm, uma regido em que o DNA ndo absorve luz,
sugerindo que alguma alteracdo assimétrica esteja possivelmente sendo induzida
na PND pela ligacdo ao DNA de CT, uma vez que ndo € observado qualquer
sinal para PND na auséncia do acido nucleico (ver Figura 10, C).

Discusséo

[0115] em todas as linhagens de células cancerigenas analisada, foi encontrado
que o tratamento com PND causa morte celular a concentracbes micromolares
baixas (de 1,6 uM a 9,4 uM). Aparte de ser menos toxica para ceélulas ndo
cancerigenas (MCF-10A; CCs, de 6,6 puM), a PND mostrou seletividade
favoravel em varias células de cancer de mama, em comparagdo com células ndo
cancerigenas, com um valor de SCI > 2.5. A PND exibiu também valores
favoraveis de SCI (de 1,43 a 3.47) em leucemia/células de linfoma mostrando a
seletividade mais alta para células cancerigenas HL-60.

[0116] O modo de agdo da PND foi analisada tanto em linhagens de células
cancerigenas MDA-MB-231 quanto HL-60. Apés exposicdo a um agente
toxico, as células podem ser submetidas a duas rotas principais, necrose ou
apoptose. A fosfatidilserina (PS) € preferencialmente localizada no lado interno
da do folheto da membrana plasmatica, voltado para o citosol e quando as
células iniciam a rota da apoptose, é translocada para ao folheto externo da
membrana plasmatica, que é uma marca bioquimica da apoptose. A citometria
de fluxo identificou esta faceta apoptotica quando da utilizacdo de iodeto de
propidio e anexina V conjugada com FITC que apresenta alta afinidade para PS.
As celulas MDA-MB-231 e HL-60 tratadas com PND exibiram
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consistentemente externalizacdo de PS, sugerindo que a PND utiliza a rota da
apoptose para infligir sua citotoxicidade de maneira dependente de dose.

[0117] Além disto, a apoptose pode ser iniciada por meio de rotas bioquimicas
intrinsecas ou extrinsecas. Um evento bioguimico critico que aciona a ativacéo
da rota intrinseca é por meio da despolarizacdo mitocondrial. Desta forma, as
células MDA-MB-231 e HL-60 foram expostas a PND e marcadas com o
reagente policromatico JC-1 para investigar se a despolarizacdo mitocondrial
estava envolvida em seu mecanismo para induzir morte celular. Nossos dados
indicam claramente que ambas as linhagens de células cancerigenas exibiram
uma despolarizacdo mitocondrial significativa apos exposicdo a PND, indicando
que a rota intrinseca de apoptose esta envolvida em seu mecanismo citotoxico.
[0118] Uma estratégia bem sucedida para o estudo do perfil de ciclo celular
profile se baseia na quantificagdo do teor de DNA celular por meio de citometria
de fluxo. Quando da utilizacdo desta abordagem, € possivel se distinguir trés
fases do ciclo celular, GO/G1, S e G2/M. em adic¢éo, independentemente de qual
sinal de iniciacdo é utilizado para ativar a cascata apoptotica, o sinal de morte
em Ultima anélise resulta na fragmentacdo do DNA; uma marca bioquimica
tardia da apoptose. Quando da realizacdo da anélise do ciclo celular por meio de
citometria de fluxo, as células passando por fragmentacdo de DNA séo faceis de
identificar pela presenga de uma subpopulacdo sub-GO0/G1, um pico distinto
localizado no lado esquerdo dos histogramas de ciclo celular. Desta forma, a
ocorréncia de fragmentacdo de DNA induzida por apoptose, bem como o ciclo
celular, foi analisada concomitantemente ap0s a incubacéo das células com PND
por 72 h. Estes ensaios revelaram que a PND foi capaz de perturbar a
progressdo do perfil de ciclo celular nas células MDA-MB-231 e HL-60,
detectando um padréo dissimilar de cada linhagem celular. Em adicdo, a PND
causou fragmentacdo consistente de DNA tanto nas células MDA-MB-231
quanto nas células HL-60 em uma maneira dependente de dose, confirmando os

resultados anteriores de que a PND induz apoptose.
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[0119] A interacdo entre DNA e farmacos ou proteinas pode ser facilmente
detectada pelo retardo da migracdo do DNA durante o ensaio de troca de
mobilidade por meio de eletroforese em gel. Nestes ensaios de ligacdo de DNA,
0os complexos composto-DNA experimentais migram mais lentamente que o
DNA livre (DNA nédo complexado de controle), o que resulta do fato do DNA
apresentar um peso molecular mais alto. Adicionalmente, quando da incubacgéo
de um composto quimico com DNA plasmidial, é possivel se detectar se ha
quaisquer efeitos deletérios resultando na degradacdo ou fragmentacdo do DNA.
Os resultados indicam que a PND interage diretamente com DNA uma vez que
provoca retardo significativo do DNA em géis de agarose, em uma maneira
dependente de concentracdo, mas ndo provoca degradacdo do DNA. O modo
intercalado da ligacdo de DNA de PND foi confirmado por titulacdo de
espectrofotométricas de UV-Visivel, bem como dicroismo circular de DNA de
CT. Em adicdo, os espectros de CD proveram evidéncia de estabilizacdo do
DNA de CT em sua forma B sem alteracbes conformacionais detectaveis pela
interacdo com PND. Coletivamente, o ensaio de troca de mobilidade, séries UV-
Visivel e CD de experimentos, fornecem evidéncia convincente de que a PDN
liga DNA por intercalacdo com as nucleobases do DNA.

[0120] Neste estudo pré-clinico, as descobertas indicam que a PND mostra
citotoxicidade potente, com baixos valores micromolares de CCs, e indice de
citotoxicidade seletiva favoravel, em relacdo a um painel de células cancerigenas
humanas, mostrando seletividade significativa contra células cancerigenas de
mama triplo negativas MDA-MB-231 (uma classe de tumores agressivos) e
células HL-60 de leucemia. A PND e compostos e derivados relacionados
apresentam atividade como farmacos anticAncer, uma vez que a PND mostra
marcadamente e consistentemente seu efeito citotoxico pela ativacdo da rota da
apoptose, como evidenciado pela externalizacdo de PS, despolarizacéo
mitocondrial, fragmentacdo de DNA e interferéncia com o ciclo celular. Além
disto, foi encontrado que a PND interage diretamente com DNA provocando um

retardo do DNA durante a eletroforese em gel de agarose, e alteracOes espectrais
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no perfil de UV-Visivel da PND, bem como dos espectros de CD do DNA,
sugerindo um modo intercalado de ligacéo.

Exemplo 4 — Anélise da atividade de PND em cancer de mama metastéatico
em camundongos

Material e Métodos

[0121] 12 camundongos comparaveis com células cancerigenas de mama
metastaticas da linhagem celular MDA-MB-231 LM2-LUC4 foram injetados ou
com uma solugdo aquosa de pironaridina (PND) ou com placebo (agua), todos 0s
dias utilizando-se uma técnica de alimentacdo por forca de gavagem. O
tratamento foi iniciado quando os tumores alcancaram 150 - 300 mm?® de
tamanho (isto é, Dia 1).

[0122] No grupo tratado com PND (n = 6), todos os 6 camundongos receberam
160 mg/kg a partir do Dia 1 ao Dia 9. Os camundongos tratados com PND
numeros 2, 4, e 5 receberam 160 mg/kg durante todo o estudo, enquanto os
camundongos tratados com PND numeros 1, 3 e 6 apresentaram 0s tumores
maiores no grupo no Dia 9 e tiveram suas doses aumentadas nos Dia 10 para 240
mg/kg e novamente no Dia 13 para 320 mg/kg. Os camundongos de controle (n
= 6) receberam placebo durante todo o estudo. O tamanho de cada tumor foi
medido diariamente. O ponto final do protocolo foi quando um tumor alcangou
1500 mm?® de tamanho, acionando a eutanasia do camundongo. Para a analise, 0
nivel de significancia foi estabelecido em P < 0.05.

Resultados

[0123] Uma comparagdo dos tamanhos dos tumores a partir do Dia 1 para 0 9
mostrou que em média 0s tumores cresceram maiores nos camundongos de
controle (750 mm?®) que nos camundongos tratados com PND (430 mm®). A
diferente foi significativa, valor P do teste f de 0,01 (ver Figura 12A). Uma
comparacdo dos tamanhos dos tumores a partir do Dia 1 para o 15 (quando todos
0s 12 camundongos estavam vivos) mostrou quem, em média, 0s tumores
cresceram maiores no grupo de placebo que no grupo tratado com PND, e a

diferenca foi significativa, valor P do teste f de 0,0001 (ver Figura 12B).
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[0124] Houve uma diferenca significativa na duragdo da sobrevivéncia
favorecendo o grupo tratado com PND, embora, apds o Dia 15, as comparagdes
tenham se tornado complicadas devido ao aumento das doses nos 3
camundongos tratados com PND e devido a eutanasia dos camundongos de
placebo.

[0125] Durante o estudo, ndo houve relato de eventos adversos negativos exceto
desconformo no andar apo6s o Dia 15. Todos os 6 camundongos tratados com
PND aproximadamente no Dia 20 mostraram um amarelamento nos olhos, pele,
ouvidos e patas provavelmente devido ao fato da PND ser um pigmento amarelo
forte. N&o foram observadas perda de peso, distarbios alimentares ou problemas
de higiene. Os 6 camundongos tratados com PND foram dissecados e ndo foram
observados quaisquer sinais de acumulo de PND em qualquer parte incluindo no
estdbmago, intestinos ou figado.

[0126] Os resultados claramente demonstraram que nos camundongos tratados
com PND, os tumores de cancer de mama metastatico cresceram menos gque nos
camundongos que receberam placebo.

Exemplo 5 — Analise da atividade de PND em conjunto com quimioterapia
Material e Métodos

[0127] A PND foi adicionada as culturas da linhagem celular de cancer de mama
MDA-MB-231 24 horas apdés as células serem tratadas com uma selecdo
farmacos quimioterapéuticos comerciais conhecidos, antes das células serem
analisadas para morte celular. Cada um dos farmacos era conhecidos por
apresentar efeitos colaterais sérios nas doses comumente administradas para o
tratamento de cancer. A dose dos farmacos quimioterapéuticos foi reduzida para
a metade, um quarto, um oitavo e um décimo sexto da dose inicial; enquanto a
dose de PND foi mantida a mesma. O efeito destas terapias de combinacgéo foi
medido pela concentracdo de cada composto necessaria para ser citotoxica para
pelo menos 50 porcento das células cancerigenas (CCsy). Para cisplatina,
gemcitabina, bortezomib e MG132, a dose inicial (CCs) foi de 95,42 uM, 0,44
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UM, 0,01 uM e 0,5 pM, respectivamente, enquanto a dose de PND foi mantida
constante a 5,5 uM.

Resultados

[0128] Os resultados mostrados na Figura 12 demonstram que a coadministragao
de PND (onde a PND € administrada ap6s o farmaco quimioterapéutico) pode
reduzir grandemente a quantidade de farmaco requerida para matar efetivamente
as ceélulas cancerigenas.

Exemplo 6 — Tratamento de cancer em estado tardio em caninos com PND
Materiais e Métodos

[0129] Um estudo de rétulo aberto foi conduzido para se avaliar a eficacia na
longevidade crescente e para avaliar a seguranca do tetrafosfato de pironaridina
(PND) oral em cinco pacientes caninos com cancer terminal.

[0130] Os pacientes elegiveis apresentavam uma malignidade que era
metastatica ou ndo removivel por cirurgia e para a qual medidas curativas ou
paliativas padrdo ndo existiam ou ndo eram mais efetivas. Devido a questdes
éticas de tratamento de cdes com doenca terminal, ndo houve grupo de placebo.
[0131] A PND foi obtida da Mangalam Drugs and Organics, Ltd., e foi
encapsulada em cépsulas de gelatina para administracdo oral duas vezes ao dia.
[0132] O resultado priméario avaliado foi a diferenca entre a duracdo da
sobrevivéncia esperada do paciente no momento do estudo e sua sobrevivéncia
real. Os resultados secundarios foram: atividade antitumoral, alivio do sintoma
associado a malignidade e a seguranca e tolerabilidade da PND.

[0133] O estudo nos cisco cées foi como se segue:

[0134] Caso 1, Carcinoma de mastocitos: Cao (Golden Retriever), fémea, 6 anos
de idade, 28,7 kg. O cancer foi confirmado por relatorio de histopatologia. Em
meados de maio de 2019 foi iniciada a administracdo de PND oral ao céo apés o
que o paciente ndo recebeu qualquer outra medicacdo contra cancer. O
veterinario esperava uma duracdo de sobrevivéncia de entre 4 e 6 meses no
momento da entrada no estudo. O paciente recebeu 23 mg/kg/dia de PND (325

mg pela manhd e 325 mg a noite).

Peticao 870200158404, de 17/12/2020, pag. 61/142



54/58

[0135] Caso 2, Osteosarcoma: Cao (Saint Bernard), macho, 5 anos de idade,
49,7 kg. Em 17 de maio de 2019 foi iniciada a administracdo de PND oral apds
0 que 0 paciente ndo recebeu qualquer outra medicacdo contra cancer. O
veterinario esperava uma duracdo de sobrevivéncia de entre 4 e 6 meses no
momento da entrada no estudo. O paciente recebeu 20 mg/kg/dia de PND (325
mg pela manhd e 650 mg a noite).

[0136] Caso 3, sarcoma de célula falciforme: Céo (Border Collie), macho, 9
anos de idade, 28,5 kg. Em 2014 o céo foi diagnosticado com um sarcoma de
célula falciforme de baixo grau e sendo necessaria eutanasia em 11 de fevereiro
de 2019, com uma expectativa de vida de 1-2 semanas. Em vez disto, o
veterinario iniciou a administracdo de PND oral em 11 de fevereiro de 2019 apés
0 que 0 paciente ndo recebeu qualquer outra medicacdo contra cancer. O
paciente recebeu 15 mg/kg/dia de PND (215 mg pela manhd e 215 mg a noite).
[0137] Caso 4, linfoma ndo de Hodgkin: Cédo (Boxer), fémea, 27 kg, 11 anos de
idade. O cancer foi confirmado por relatério de bidpsia. Em dezembro de 2018
foi iniciada a administracdo de PND oral ao cdo ap0s o que o paciente nao
recebeu qualquer outra medicacdo contra cancer. O paciente recebeu 15
mg/kg/dia de PND (210 mg pela manhd e 210 mg a noite). No entanto, a
administracdo de PND foi interrompida em fevereiro de 2019 (devido a
problemas de envio do EUA para o Canada) e nunca retomada.

[0138] Caso 5, tumor de mastécito: Cdo, macho, 27,9 kg. O céancer foi
confirmado por relatério de histopatologia. Um tumor foi retirado
cirurgicamente da lingua e ndo havia borda limpa. Em dezembro de 2018 foi
iniciada a administracdo de PND oral ap0s o0 que 0 paciente ndo recebeu
qualquer outra medicacdo contra cancer. O paciente recebeu 15 mg/kg/dia de
PND (210 mg pela manha e 210 mg a noite).

Resultados

[0139] Caso 1: Ndo houve quaisquer relatos no farmaco de estudo relativos a
eventos adversos. Os volumes de quatro tumores foram medidos no momento

da entrada no estudo e comparados com medi¢des de acompanhamento. Nédulo
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mandibular direito de 2,5 cm X 2 cm versus 2 cm X 1 cm; Nodulo mandibular
esquerdo de 3 cm X 2 cm versus 2,2 cm X 1 cm; Nodulo popliteo direito
(traseira do joelho) de 0,5 cm X 0,5 cm versus 0,2 cm X 0,2 cm; e Nédulo
popliteo esquerdo: 0,5 cm X 0,5 cm versus 0,2 cm X 0,2 cm. O cdo ainda estava
vivo e o alivio do sintoma associado a malignidade permitiu atividades diarias a
partir de junho de 2019. Em todos os casos nas medi¢Ges de acompanhamento o
volume do tumor foi reduzido em tamanho em uma quantidade clinica
significativa.

[0140] Caso 2: Os unicos relatérios de eventos adversos possivelmente
relacionados ao farmaco de estudo foram babar, inchago facial e vomito que
foram resolvidos com difenidramina. O tamanho do tumor no momento da
entrada no estudo era de 3,7 cm X 2,6 cm. Em junho de 2019, o céo ainda
estava vivo e em boas condicdes na medida em que o alivio do sintoma
associado a malignidade permitiu atividades diarias.

[0141] Caso 3: N&o houve qualquer relatdrio de eventos adversos associados ao
farmaco de estudo exceto vémito inicial, o qual foi controlado. Os volumes de
trés tumores foram medidos no momento da entrada no estudo: 2cm X 2,5 cm; 3
cm X 3,8 cm; e 3cm X 4 cm. No acompanhamento o volume de cada tumor foi
relatado como tendo reduzido em aproximadamente 20%. Em meados de maio
de 2019 o céo foi sacrificado, a sobrevivéncia do cdo foi alongada em 3 meses.
[0142] Caso 4: Nao houve quaisquer relatorios de qualquer evento adverso
relacionado ao farmaco de estudo. O volume de um tumor no pescoco do
paciente foi medido no momento da entrada no estudo e comparado com
medicOes de acompanhamento. O tumor encolheu em 70% em margo de 2019.
Em 20 de abril de 2019 o céo foi sacrificado, a sobrevivéncia do céo foi
alongada em 2,5 meses.

[0143] Caso 5: O paciente apresentou aumento da mandibula esquerda. O
volume de um tumor foi medido no momento da entrada no estudo e comparado
com medicdes de acompanhamento. O tumor permaneceu com 0 MeSMO

volume: 2cm X 1 cm versus 2 cm X 1 cm. O cado ainda estava vivo e o alivio do
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sintoma associado a malignidade permitiu atividades diarias a partir de junho de
2019.

Exemplo 7 — Tratamento de cancer em estagio tardio em humanos com
PND

Materiais e Métodos

[0144] Um estudo de rétulo aberto com escalonamento de dose foi conduzido
para se avaliar a longevidade e seguranca do tetrafosfato de pironaridina (PND)
oral em cinco pacientes humanos terminalmente doentes com canceres
selecionados. Os pacientes elegiveis apresentavam uma malignidade que era
metastatica ou ndo removivel por cirurgia e para a qual medidas curativas ou
paliativas padrdo ndo existiam ou ndo eram mais efetivas. Os critérios de
exclusdo incluiram infeccdo ativa clinicamente significativa, doencas
intercorrentes descontroladas, neutropenia e gravidez.

[0145] A PND foi obtida da Mangalam Drugs and Organics, Ltd, e a PND
potencializada foi encapsulada em cépsulas de gelatina de tamanho “00” para
administracdo oral. Cada capsula continha ou 125 mg de PND e te celulose
microcristalina como carga inerte (MCC) ou 200 mg de PND (sem carga).
[0146] Antes da entrada no estudo e antes de cada aumento de dose, se verificou
se os resultados de laboratério da contagem sanguinea completa (CBC) e do
painel metabolico completo (CMP) do paciente estavam dentro das faixas de
referéncia normais.

[0147] Os pacientes foram instruidos a aumentar sua dose se ndo houvesse
qualquer toxicidade inaceitavel. O Grupo de Estudo 1 iniciou com uma dose
diaria de 250 mg por 2 semanas, entdo 375 mg por 2 semanas, entdo 500 mg em
diante. O Grupo de Estudo 2 iniciou com uma dose diaria de 200 mg por 2
semanas, entdo 400 mg por 2 semanas, em 600 mg em diante. Devido a
questdes éticas do tratamento de pacientes terminalmente doentes, ndo houve
grupo de placebo.

[0148] Os resultados primérios avaliados fora quanto a diferenca entre a duracéo

de sobrevivéncia esperada do paciente estimada no momento da entrada no
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estudo (estimada em 2-4 semanas para cada paciente) e sua duragcdo de
sobrevivéncia real. Os resultados secundarios foram alivio do sintoma associado
a malignidade, atividade antitumoral, seguranca e tolerabilidade da PND.

[0149] O estudo nos cinco humanos foi como se segue:

[0150] Caso 1, Homem, idade 65, via biliar hepatica de Klatskin (ou
colangiocarcinoma hilar) diagnosticado em marco de 2018. Em 20 de dezembro
de 2018, o paciente comecgou a tomar PND como protocolo, 2 capsula/dia.
[0151] Caso 2, Homem, idade 43, cancer de pulmao, estagio IV, diagnosticado
em maio de 2017. O paciente recebeu quimioterapia com o ultimo ciclo em
dezembro de 2018 e em 22 de janeiro de 2019, comecou a tomar PND, 2
capsula/dia.

[0152] Caso 3, Mulher, idade 55, cancer de ovario, estagio 1V, diagnosticada em
junho de 2017. A paciente recebeu quimioterapia com o ultimo ciclo em
novembro de 2018 e em 15 de janeiro de 2019, comecou a tomar PND, 2
capsula/dia.

[0153] Caso 4, Mulher, idade 54, cancer de mama, estagio 1V, diagnosticada em
setembro de 2017. Em 20 de janeiro de 2019, a paciente comegou a tomar PND,
2 capsula/dia.

[00154] Caso 5, Mulher, idade 40, cancer de pulmé&o de célula pequena, estagio
IV, diagnosticada em abril de 2017. A paciente recebeu quimioterapia com o
altimo ciclo em dezembro de 2018 e em 29 de janeiro de 2019, comecgou a tomar
PND, 2 céapsula/dia.

Resultados

[0155] Caso 1: Nao houve quaisquer relatos de quaisquer eventos adversos
relacionados com o farmaco em estudo. Em junho de 2019, o paciente estava
ainda vivo, seus resultados de CBC e CMP mais recentes estavam dentro das
faixas de referéncia normais e seu alivio do sintoma associado a malignidade

permitiu as atividades diarias.
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[0156] Caso 2: Nao houve quaisquer relatérios de eventos adversos relacionados
ao farmaco em estudo. O paciente faleceu em 22 de fevereiro de 2019 de cancer
de pulméo.

[0157] Caso 3: Nao houve quaisquer relatérios de eventos adversos relacionados
ao farmaco em estudo. A paciente faleceu em 29 de janeiro de 2019 de cancer
de ovario.

[0158] Caso 4: A Paciente faleceu em 15 de fevereiro de 2019 de céancer de
mama.

[0159] Caso 5: O Unico relato de um evento adverso relacionado ao farmaco em
estudo foi irritagdo da pele durante a primeira semana de tratamento que
desapareceu em uma semana, possivelmente relacionada ao farmaco em estudo.
Em 2019, a paciente estava ainda viva, seus resultados mais recentes de CBC e
CMP estavam dentro das faixas de referéncia normais, e seu alivio do sintoma
associado a malignidade permitiu as atividades diarias.

[0160] A PND se mostra bem tolerada (a dose méxima tolerada ndo foi
alcancada para qualquer paciente) e, ao ter estendido as vidas de 2 em 5
pacientes com cancer, hé justificativa para estudos adequados e bem controlados
que levam a um farmaco anticancer a base de PND aprovado que aumenta as

taxas de sobrevivéncia sem efeitos colaterais graves.
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REIVINDICACOES

1. Método para induzir apoptose em células cancerigenas em proliferacdo para o
tratamento ou prevencdo de cancer em um mamifero, caracterizado pelo fato de
compreender a etapa de administracdo ao dito mamifero uma composicéo
compreendendo uma quantidade terapeuticamente efetiva de pironaridina
(PND), ou um derivado ou sal farmaceuticamente aceitavel desta.

2. Método para induzir apoptose em células cancerigenas em proliferacdo em um
tumor em um mamifero, caracterizado pelo fato de compreender a etapa de
administracdo ao dito mamifero uma composicdo compreendendo uma
guantidade terapeuticamente efetiva de pironaridina (PND), ou um derivado ou
sal farmaceuticamente aceitavel desta.

3. Método para induzir morte celular em células cancerigenas em um tumor em
um mamifero, caracterizado pelo fato de compreender a etapa de administracdo
ao dito mamifero uma composicdo compreendendo uma quantidade
terapeuticamente efetiva de pironaridina (PND), ou um derivado ou sal
farmaceuticamente aceitavel desta.

4. Método para induzir morte celular em células cancerigenas para o tratamento
ou prevencdo de cancer em um mamifero, caracterizado pelo fato de
compreender a etapa de administracdo ao dito mamifero uma composicao
compreendendo uma quantidade terapeuticamente efetiva de pironaridina
(PND), ou um derivado ou sal farmaceuticamente aceitavel desta.

5. Método para reduzir o tamanho de um tumor em um mamifero, caracterizado
pelo fato de compreender a etapa de administracdo ao dito mamifero uma
composicdo compreendendo uma quantidade terapeuticamente efetiva de
pironaridina (PND), ou um derivado ou sal farmaceuticamente aceitavel desta,
onde a administracdo reduz o tamanho do tumor pela indugdo de apoptose em
células cancerigenas em proliferacdo no tumor.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 1 a 5, caracterizado

pelo fato do cancer ou tumor ser um carcinoma selecionado do grupo consistindo
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em carcinoma de pancreas, bexiga, mama, colon, mesotelioma, rins, figado,
pulméo, incluindo cancer de pulmdo de célula pequena, cancer de pulméo de
celula ndo pequena, de cabeca e pescogo, esbfago, vesicula biliar, ovério,
estdmago, cervical, tireoide, prostata ou de pele, ou um sarcoma selecionado do
grupo consistindo em fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, condrosarcoma,
leiomiosarcoma, sarcoma mesotelial, angiosarcoma, liposarcoma, ou um tumor
do sistema nervoso central e periférico selecionado do grupo consistindo em
astrocitoma, neuroblastoma, glioma e schwannomas, ou outros tumores
selecionados do grupo consistindo em melanoma, seminoma, teratocarcinoma,
osteosarcoma, xenoderoma pigmentoso, ceratoctantoma, cancer folicular da
tireoide e sarcoma de Kaposi, ou um cancer liquido (cancer de sangue)
selecionado do grupo consistindo em linfoma de célula B, linfoma de célula T,
linfoma de Hodgkins, linfoma ndo de Hodgkins, linfoma de célula pilosa,
linfoma de célula do manto, mieloma, linfoma de Burkett ou um linfoma
extranodal do estbmago, mama ou cérebro, mieloma, e linfomas extranodais do
estdbmago, mieloma de célula do plasma, doenca de Kahler, mieloma multiplo,
leucemia mielogenosa, leucemia granulocitica, leucemia linfatica, leucemia
linfocitica e leucemia linfobléastica.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato do cancer
ser cancer de mama.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato do cancer
ser um linfoma.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes precedentes,
caracterizado pelo fato da composicdo compreender adicionalmente, ou €
coadministrada com, uma quantidade terapeuticamente efetiva de um farmaco
quimioterapéutico selecionado do grupo consistindo em acetato de abiraterona,
Paclitaxel ligado a Albumina (nab), Alemtuzumab, Altretamine, Asparaginase,
Bendamustine, Bevacizumab, bleomicina, Bortezomib, Brentuximab vedotin,
Busulfan, Cabazitaxel, Capecitabina, Carboplatina, Carmustina, Cetuximab,

Clorambucil, Cisplatina, Cladribina, Crizotinib, Ciclofosfamida, Citarabina
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(Ara-C), Dacarbazina, Dactinomicina, Dasatinib, Daunorubicin, DaunoXome
(daunorubicina lipossémica), DepoCyt (citarabina lipossdmica), Docetaxel,
Doxil (doxorubicina lipissomica), Doxorubicina, mesilato de Eribulin, Erlotinib,
Estramustina, Etoposideo, Everolimo, Floxuridina, Fludarabina, Fluorouracil,
Gefitinib, Gemcitabina, wafers de gliadel, Hidroxiureia, Ibritumomab,
Ibritumomab, Idarubicina, Ifosfamida, Imatinib, Ipilimumab, Irinotecan,
Ixabepilona, Lapatinib, Lenalidomida, Lomustina, Mecloretamina, Melfalano,
Mercaptopurina, Metotrexato, Mitomicina, Mioxantrona, MG132, Nilotinib,
Oxaliplatina, Paclitaxel, Panitumumab, Pazopanib, Peginterferon alfa-2b,
Pemetrexed, Pentostatina, Pralatrexato, Procarbazina, Rituximab, Romidepsina,
Ruxolitinib, Sipuleucel-T, Sorafenib, Estreptozocina, Sunitinib, Temozolomida,
Temsirolimo, Teniposideo, Talidomida, Tioguanina, Tiotepa, Topotecan,
Tositumomab,  Trastuzumab, Valrubicina, Vandetanib, Vemurafenib,
Vinblastina, Vincristina e Vinorelbina, ou uma cobinacao destes.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado pelo fato do
farmaco quimioterapéutico ser selecionado do grupo consistindo em bortezomib,
cisplatina, gemcitabina e MG132.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado pelo fato do
farmaco quimioterapéutico ser Cisplatina.

12. Método de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado pelo fato do
farmaco quimioterapéutico ser Gemcitabina.

13. Método para o tratamento ou prevencdo de cancer, caracterizado pelo fato
de compreender a etapa de administracdo a um individuo necessitando de tal
tratamento uma composi¢do compreendendo uma quantidade terapeuticamente
efetiva de um ligante de DNA e um ligante de proteina.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13, caracterizado pelo fato do
ligante de DNA ser um inibidor ou veneno de topoisomerase | e/ou II.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 13 ou reivindicacdo 14,
caracterizado pelo fato do ligante de proteina inibir uma proteina quinase
selecionada do grupo consistindo em MEK, Raf, ERK, PI3K, Akt, PDK1, GSK-
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3, Weel, Mytl, CHK1, CHK2, ATR, ATM, mTOR, CDK2, PIP5K, RIPK3,
RIPK1, TAK1, FADD e PCK, e/ou isoformas destas.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato do
ligante de DNA ser um 1,5-diaza-antraceno.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 13 a 16,
caracterizado pelo fato do ligante de proteina compreender uma ou mais
moléculas de pirrolidina.

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 13 a 17,
caracterizado pelo fato do ligante de DNA e do ligante de proteina serem
componentes de um Unico composto.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado pelo fato do
composto ser pironaridina.

20. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 13 a 19,
caracterizado pelo fato do cancer ou tumor ser um carcinoma selecionado do
grupo consistindo em carcinoma de pancreas, bexiga, mama, célon,
mesotelioma, rins, figado, pulmédo, incluindo céancer de pulmdo de célula
pequena, cancer de pulméao de célula ndo pequena, de cabeca e pescoco, esbfago,
vesicula biliar, ovario, estbmago, cervical, tireoide, prdstata ou de pele, ou um
sarcoma selecionado do grupo consistindo em fibrosarcoma, rabdomiosarcoma,
condrosarcoma,  leiomiosarcoma, sarcoma  mesotelial,  angiosarcoma,
liposarcoma, ou um tumor do sistema nervoso central e periférico selecionado do
grupo consistindo em astrocitoma, neuroblastoma, glioma e schwannomas, ou
outros tumores selecionados do grupo consistindo em melanoma, seminoma,
teratocarcinoma, osteosarcoma, xenoderoma pigmentoso, ceratoctantoma, cancer
folicular da tireoide e sarcoma de Kaposi, ou um cancer liquido (cancer de
sangue) selecionado do grupo consistindo em linfoma de célula B, linfoma de
celula T, linfoma de Hodgkins, linfoma ndo de Hodgkins, linfoma de célula
pilosa, linfoma de célula do manto, mieloma, linfoma de Burkett ou um linfoma
extranodal do estdbmago, mama ou cérebro, mieloma, e linfomas extranodais do

estdbmago, mieloma de célula do plasma, doenca de Kahler, mieloma multiplo,
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leucemia mielogenosa, leucemia granulocitica, leucemia linfatica, leucemia
linfocitica e leucemia linfobléastica.

21. Método de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado pelo fato do
cancer ser cancer de mama.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado pelo fato do
cancer ser um linfoma.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacGes precedentes,
caracterizado pelo fato da composicdo compreender adicionalmente, ou ser
coadministrada com, uma quantidade terapeuticamente efetiva de um farmaco
quimioterapéutico selecionado do grupo consistindo em acetato de abiraterona,
Paclitaxel ligado a Albumina (nab), Alemtuzumab, Altretamina, Asparaginase,
Bendamustina, Bevacizumab, bleomicina, Bortezomib, Brentuximab vedotin,
Busulfano, Cabazitaxel, Capecitabina, Carboplatina, Carmustina, Cetuximab,
Clorambucil, Cisplatina, Cladribina, Crizotinib, Ciclofosfamida, Citarabina
(Ara-C), Dacarbazina, Dactinomicina, Dasatinib, Daunorubicina, DaunoXome
(daunorubicina lipissémica), DepoCyt (citarabina lipissémica), Docetaxel, Doxil
(doxorubicina lipissdomica), Doxorubicina, mesilato de Eribulina, Erlotinib,
Estramustina, Etoposideo, Everolimo, Floxuridina, Fludarabina, Fluorouracil,
Gefitinib, Gemcitabina, wafers de gliadel, Hidroxiureia, Ibritumomab,
Ibritumomab, Idarubicina, Ifosfamida, Imatinib, Ipilimumab, Irinotecano,
Ixabepilona, Lapatinib, Lenallidomida, Lomustina, Mecloretamina, Melfalano,
Mercaptopurina, Metotrexate, Mitomicina, Mioxantrona, MG132, Nilotinib,
Oxaliplatina, Paclitaxel, Panitumumab, Pazopanib, Peginterferon alfa-2b,
Pemetrexed, Pentostatina, Pralatrexato, Procarbazina, Rituximab, Romidepsina,
Ruxolitinib, Sipuleucel-T, Sorafenib, Estreptozocina, Sunitinib, Temozolomida,
Temsirolimo, Teniposideo, Talidomida, Tioguanina, Tiotepa, Topotecano,
Tositumomab,  Trastuzumab, Valrubicina, Vandetanib, Vemurafenib,

Vinblastina, Vincristina e Vinorelbine, ou uma combinagao destes.
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24. Método de acordo com a reivindicacdo 23, caracterizado pelo fato do
farmaco quimioterapéutico ser selecionado do grupo consistindo em bortezomib,
cisplatina, gemcitabina e MG132.

25. Método de acordo com a reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato do
farmaco quimioterapéutico ser Cisplatina.

26. Método de acordo com a reivindicacdo 24, caracterizado pelo fato do

farmaco quimioterapéutico ser Gemcitabina.

Peticéo 870200158404, de 17/12/2020, pag. 72/142



1/10

Figura 1

madian_Score . nane
SB-21876%
anzastaurin
soliquiritigenin

QEK-F-inhib

bisindohydimaletmide
PRGbestav-sdieitor
X

| gnscriphion

Qiycogen synbuse kivaae inhibitor

PG inhibitor, AKT inhibitor, angieganosis inhibitor, apoptosis stimulant, PISK inhibitor
guanyiate cyciase attivaled, alduse mefuctass inhdutoy, ginamate receptar antagonist,
COK inhiaitar, PRC inhibitor, ieucing vich repaat kinase inhibitor

PREG intistor

sappanone-3
BA-83133

giveogess synthase kinase inhibitor, ipaxyganass inhibitor, PRE inhibior
matanagenasis inhibilon, tyroainase inhibitor
aasedn kKingse inhikiioy, tubulin inhibitor

Petici0 870200158404, de 17/12/2020, pag. 74/142

Figura 2




2/10

fES

&
2
14
th3
B
b
¥
i

R

e
RAFRITIRANS
saghndiaee

SRty
sivaubiois
ATTEIS
"S@m\\m\ SER
FEG

SRR

SRO-EEEERN
ANy
TR

e

spadongening
aRantong
oD
SRR
TGRS
Lt
%:me\aﬁ% 33
Tahosiyin
:,is‘a‘mm%h*‘
COPPTs
MR
HDAG nisdtor
AR}
Senadeidia
saptaiheci
ASBYIEEY
itandioin

i T

.h\\M{i\W%‘ﬁ“m“é bt

A

PRSP

W MR hREs, FLDR by

TR DO

ODOHEErEARAS NI, DA nRnataling Sy

SRt iR IR §
TADY peitas ks NSt

S ey
L PUIG nnidey

SONRETRRAS § \;r.x\ DN nawnaiting S
ENENNAGTTIVREN

SR FEuny ol Sy nnisne
v\\& SERNaSs RIS, DOOBHTITRGE PN
SR ey
SR GRROGEN Brnihaas Kinse i
{.~ { R, SDODIOHR ST BOL Wi,
¥ soivhei Kinpne Bbites
-m b

‘aﬁ\a foemation xs-\-wm\&:;
O NEING AU KIS EDiey
“t\é SRRoIR ARSI Bhdstee
SRR RESS SRRy, FLTE bty
DNR i\\\h‘h@
HTRALY RONRNY SR st
INIREIERRS SRRy
P soibnae, aaaotasis sl

SRABRNAR TR hE N Buiheiey
INHEENNRTINS PR, SRR ebraiting dng

RS vy i ;mm‘ TRNOIRITNIAGS PRI
SR ey g
I RET fprang aioeey
ct Pty s‘.;}‘!:\R i
O, GO SREHIRINGRT SRS
RO, UM SECEERNR SR
ANPR k’\‘e!&“‘{‘s’ TNA gnaging

D bt RRO euhatee

ST b
K iy
TGS bl

Hromasomss b

Tt

7

MEERATT SO e apel wiEniy

+ Topoisaimerase i

PND (M}
L5 50 500

§

kDNA
st N s,
Catenateg s

Decatenated:

Lingar sy

Relaxed &

o e o Y

_girpufar © 7

- —

5‘5

a~n

- H ——. -5 .
- H t L I
——- s Fovones.. woveinl

< i
H H
H i
i H
} H
H 3
H i
H H
B H
} i
H 3
! H
H H
v 1
H 3
H H
H H
i
H
& H E
i i
H i
H
: b
TP
e [
-
e o e Wooa
H
- 3
Fhtd H H b
H : %
- ; a
i H
I R et e R R
- r A <
b e B s e
b H H

{
|

f kDNA mobil

$01 O

o

Peticio 870200158404, de 17/12/2020, pag. 75/142

Figura 3




3/10

I
R

Sy
[

T

B i

QUINACRINE

e St

soen Sand

HI-3R
{ROB: 5OV}

SSe

Petic&o 870200158404, de 17/12/2020, pag. 76/142

Figura 4




4/10

tMean & Standard Deviation
¥Lung Metastatic (LM} variant of MDA-MB-231

Figura 5

A MDA-MB-231 B HL-60
00 . 100+

el GGy = 1.6 pM >oari Gl =18 PM ¢ oo

3w B

X 80 R e

S R Ed g 50 ¢

5 40 ¥ 540

G a0l ot j 3wl

®aoi L ' B

W oo BOTE .

05 1 2 4 8 FBS UNT H0, 125 25 5 PBS UNT M0,
Concentrations of PND in pi Concentrations of PND in M

Figura 6

Peticio 870200158404, de 17/12/2020, pag. 77/142




5/10

A

H,0,

R Q
z
T
@0
F % 77 R
by e -
o 8 % < - >
< a e 3
88 8 o
m & 2 P m -
= Zm e = s kb
< <
o -
= o F i
e L i g
i
i
20 n..m o 7 =0
< i + Z ES
rem— o rEm
¥ L ¥ T T T T T v T v T T T T T T T
E88RB8888¢e- me%mmmmmmnu
uotendog |93 % BLIPUOCL SO

pozueiodag UM {189 %

3
1< )
r
o
2]
Fo® 5 ik
8 g 2
B
& o
o & =z ® o
. 20 "
7 ]
S o g 9 LE:
i a8
Z£n =
= + [=3
+ = 7 =2
P B o *.§ Q&
©r
=
=
<
= -3
" ] +H 7 58
a F il oy o 2z
— * & e
¥ T T T ¥ T i T T L] ) T ¥ L] L ¥ tl T ¥
E888RBaETIRe~ O Ee88grRBREBRE"
uopendod |19 % BLIPUOYI0UN

pazuejodaq ypm sijes %,

Figura 7

78/142

, pag.

Peti¢c&o 870200158404, de 17/12/2020



6/10

Figura 8
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30 minute incubation

20 h incubation
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RESUMO

COMPOSICOES BIFUNCIONAIS PARA O TRATAMENTO DE
CANCER

A presente invencgdo refere-se ao uso de composicdes bifuncionais em métodos
para o tratamento ou prevencdo de cancer. As composi¢cdes compreendem um
ligante de DNA e um ligante de proteina para o tratamento ou prevencdo de
cancer, onde o ligante de DNA interfere com o metabolismo de DNA e o ligante
de proteina interfere com as rotas de sinalizacdo. Em particular, a presente
invencdo refere-se ao uso de pironaridina em métodos para o tratamento ou
prevencdo de cancer. A invencao refere-se também a composi¢des, compostos e
medicamentos compreendendo um ligante de DNA e um ligante de proteina, por
exemplo, composi¢cGes, compostos e medicamentos compreendendo

pironaridina.
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